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Esta Tesis Doctoral tuvo como finalidad el desarrollo de nuevos agentes fototerapéuticos para 

su potencial aplicación en terapia fotodinámica (TFD) y terapia fotodinámica antimicrobiana 

(TFDA) destinadas al tratamiento de patologías oncológicas y no oncológicas, 

respectivamente. Ambas alternativas terapéuticas han demostrado resultados promisorios y 

se sustentan en la utilización de fotosensibilizadores (Fs), compuestos químicos capaces de 

absorber luz de determinada longitud de onda, generando especies reactivas del oxígeno 

responsables de la muerte celular. 

Se sintetizaron nuevos Fs de segunda generación a partir de modificaciones estructurales 

sobre prototipos de la familia de fenotiazinas, toluidine blue O (TBO) y azure A (AzA), con la 

finalidad de mejorar su eficacia fotodinámica. Se realizó la bromación de los reactivos de 

partida ensayando diferentes parámetros de síntesis para obtener los compuestos 

dibromados de toluidine blue O (TBOBr2), azure C (AzCBr2) y azure A (AzABr2). Los nuevos Fs 

se analizaron por cromatografía en placa fina, cromatografía líquida de alta eficacia y 

espectrofotometría UV-Visible. La caracterización por espectrometría de masas de alta 

resolución y espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones permitió 

corroborar la estructura de los productos obtenidos. El Fs AzABr2 resultó inestable en las 

condiciones de almacenamiento (ambiente de nitrógeno, oscuridad y baja temperatura). Por 

lo expuesto, se evaluaron las propiedades fisicoquímicas y fotoquímicas de TBOBr2 y AzCBr2. 

Los nuevos Fs bromados evidenciaron valores pKa cercanos al pH fisiológico, presentaron 

mejores rendimientos cuánticos de producción de oxígeno singlete que su precursor y fueron 

fotoquímicamente estables. Los estudios de agregación permitieron identificar a las especies 

monoméricas y agregadas de los Fs evaluando diferentes medios y concentraciones. Se 

llevaron a cabo ensayos de fotohemólisis in vitro de glóbulos rojos permitiendo inferir un 

mayor daño celular fotoinducido de TBOBr2 con relación a TBO y AzCBr2. Adicionalmente se 

determinó que los nuevos derivados presentan actividad fotodinámica principalmente 

mediante el mecanismo Tipo II.    
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The objective of this doctoral thesis was the development of new phototherapeutic agents for 

their application in photodynamic therapy (PDT) and antimicrobial photodynamic therapy 

(APDT) used for the treatment of oncological and non-oncological pathologies, respectively. 

These therapeutic modalities have shown promising results and are based on the 

administration of photosensitizers (Ps), chemical compounds that absorb light of the 

appropriate wavelength and generate reactive oxygen species responsible for cell death. 

In this context the need to develop new second-generation Ps from structural modifications 

on prototypes of the phenothiazine family, toluidine blue O (TBO) and azure A (AzA), was 

raised in order to improve their photodynamic efficiency. 

The bromination of the starting reagents was carried out by testing different synthesis 

parameters to obtain the dibrominated compounds of toluidine blue O (TBOBr2), azure C 

(AzCBr2) and azure A (AzABr2). The new Ps were analyzed by thin layer chromatography, high 

performance liquid chromatography and UV-Visible spectrophotometry. Characterization by 

high resolution mass spectrometry and proton nuclear magnetic resonance spectroscopy 

allowed corroborating the structure of the products obtained. The Ps AzABr2 was unstable 

under storage conditions (nitrogen environment, darkness and low temperature). Therefore, 

the physicochemical and photochemical properties of TBOBr2 and AzCBr2 were evaluated. 

The new brominated Ps showed pKa values close to physiological pH, presented better 

quantum yield of singlet oxygen production than its precursor and were photochemically 

stable. On the other hand, the aggregation test made it possible to identify the monomeric 

and aggregated species of the studied Ps in different media and concentrations. 

Finally, in vitro photohemolysis red blood cells allowed inferring a higher photodynamic 

activity of the TBOBr2 in relation to TBO and AzCBr2. Furthermore, it was determined that the 

new derivatives obtained present their photodynamic activity predominantly through the 

Type II mechanism. 
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La terapia fotodinámica y terapia fotodinámica antimicrobiana son modalidades terapéuticas 

prometedoras para el abordaje de importantes problemáticas de salud, tales como el 

tratamiento de enfermedades oncológicas, no oncológicas y la resistencia de 

microorganismos a los agentes antimicrobianos, entre otras. Por tal motivo han 

experimentado en las últimas décadas un importante crecimiento y los avances científicos y 

tecnológicos potenciaron sus aplicaciones en diferentes campos de la medicina. Sin embargo 

actualmente se dispone de un número reducido de compuestos fotoactivables aprobados 

para su uso clínico, los cuales distan de reunir las características óptimas establecidas para un 

fotosensibilizador ideal. La administración de elevadas concentraciones del fármaco para 

alcanzar el objetivo terapéutico y la aplicación limitada al tratamiento de patologías 

superficiales señalan la necesidad de desarrollar nuevos agentes terapéuticos, lo que motivó 

el abordaje de esta Tesis Doctoral. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Contribuir al desarrollo de nuevos fotosensibilizadores que permitan optimizar el tratamiento 

de diversas patologías mediante la aplicación de la terapia fotodinámica y la terapia 

fotodinámica antimicrobiana. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Sintetizar y caracterizar nuevos agentes fototerapéuticos. 

 Determinar las propiedades fisicoquímicas y fotoquímicas de los nuevos   

fotosensibilizadores. 

 Evaluar el efecto fotocitotóxico de los derivados fotoactivables. 

 

El primer objetivo específico implicó la evaluación de las condiciones de síntesis y 

caracterización de nuevos fotosensibilizadores de segunda generación derivados de la familia 

de fenotiazinas. El desarrollo de reacciones de bromación y aminación de Buchwald-Hartwig 
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permitieron obtener derivados que incrementaron la generación de oxígeno singlete, 

presentaron un corrimiento batocrómico de la longitud de onda de máxima absorción y una 

mejora en las propiedades fisicoquímicas de los precursores. 

En el segundo objetivo específico se propuso determinar un conjunto de parámetros que 

gobiernan diferentes procesos biológicos tales como permeabilidad celular, absorción, 

distribución y excreción. Asimismo fue relevante evaluar las características relacionadas a la 

absorción-emisión de luz y la reactividad química desencadenada por la irradiación de los 

agentes fototerapéuticos. En este marco se estudiaron la constante de disociación ácida, la 

estabilidad fotoquímica y la producción de oxígeno singlete. Adicionalmente los estudios de 

agregación en función de la concentración en diferentes medios orgánicos y acuosos, 

evidenciaron el potencial impacto en la eficacia fotodinámica. 

Finalmente el efecto fotocitotóxico, definido como la respuesta tóxica ocasionada en una 

célula por exposición a agentes fotoactivables e irradiación con luz, se evaluó mediante 

ensayos de fotohemólisis in vitro. La ruptura de glóbulos rojos fue detectada por la liberación 

de hemoglobina permitiendo inferir la potencial actividad fotocitotóxica de los 

fotosensibilizadores en líneas celulares cancerígenas y microbianas. 
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1.1. GENERALIDADES 

 

La terapia fotodinámica (TFD) constituye una modalidad terapéutica moderna y no invasiva, 

aplicable al tratamiento de enfermedades no oncológicas y diferentes tipos de cáncer. Los 

excelentes resultados terapéuticos y la posible utilización en paralelo con otras terapias, 

determinan que sea viable su uso en diversas áreas de la medicina 1. La TFD se ha empleado 

con éxito en campos tales como la dermatología, ginecología, urología y en distintos 

tratamientos oncológicos 2. Esta terapia fue aprobada para su aplicación en diversos tipos de 

cáncer, de cabeza y cuello, piel no melanoma (carcinoma de células basales y enfermedad de 

Bowen), neoplasias de vejiga, ginecológicas y lesiones precancerosas (queratosis actínica) 

entre otras. La TFD también es ampliamente utilizada para el diagnóstico de cáncer mediante 

teragnosis (término que surge de la combinación de pruebas de diagnóstico y terapia), una 

técnica prometedora basada en la conjunción de imágenes fluorescentes y una alternativa 

terapéutica moderna 3. 

La TFD consiste en la aplicación local o sistémica de un compuesto fotosensible, denominado 

fotosensibilizador (Fs), que presenta una acumulación preferencial en tejidos patológicos. Las 

moléculas fotosensibilizadoras absorben luz a una longitud de onda adecuada, iniciando la 

activación de procesos que conducen a la destrucción selectiva de las células dañadas. Esta 

terapia presenta una óptima tolerancia debido principalmente a su acción selectiva. Por otra 

parte, los tratamientos son indoloros y de simple administración, lo que permite la aplicación 

ambulatoria. Adicionalmente, se emplea en cuadros de inflamación crónica y es una 

alternativa interesante frente a infecciones bacterianas resistentes a fármacos 4,5. Esta última 

utilización se denomina en la actualidad terapia fotodinámica antimicrobiana (TFDA), con 

antecedentes promisorios en el abordaje de diversas patologías ocasionadas por bacterias 

Gram-positivas y Gram-negativas, virus, parásitos y hongos. La TFDA ha demostrado 

resultados exitosos frente a bacterias patógenas tanto en estado planctónico así como sobre 

la formación de biofilms 6,7.  
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1.2. ANTECEDENTES 

 

Los primeros antecedentes bibliográficos relativos a un "efecto fotodinámico" fueron 

proporcionados por Raab y Von Tappeiner 8,9. Ellos demostraron que ciertos compuestos 

sensibilizan a los microorganismos en presencia de luz de manera que tal exposición conduce 

rápidamente a la muerte celular. Figge y col., demostraron en 1948, que las porfirinas 

administradas de forma exógena, se acumulan selectivamente en los tumores murinos 10. Este 

estudio se extendió a pacientes con cáncer, de modo tal que la aplicación de hematoporfirina 

condujo a la fluorescencia selectiva del tumor 11. El campo de la TFD clínica avanzó aún más 

cuando se determinó que la fluorescencia del tumor se intensifica al aplicar un "derivado" de 

hematoporfirina 12. La naturaleza de este material no fue revelada inicialmente y se utilizó la 

abreviatura "HPD", para referirse al mismo, por sus siglas en inglés, hematoporphyrin 

derivative. Estudios posteriores revelaron que es una mezcla de porfirinas, compuesta por 

monómeros, dímeros y oligómeros superiores 13.  

A partir de esta instancia, la evaluación de este tipo de compuestos adquirió relevancia 

mediante ensayos que permitieron demostrar que la formulación de HPD podía utilizarse para 

la localización de diferentes neoplasias a través de la fluorescencia tumoral 14. 

Posteriormente, en 1972, Diamond y col. publicaron el primer informe que sugiere que el 

procedimiento in vivo utilizando una preparación de hematoporfirina podría tener efectos 

terapéuticos. Este trabajo demostró que era factible erradicar las células de glioma tanto en 

cultivo celular, como así también, en tumores trasplantados en ratones 15. El grupo de 

Dougherty, utilizando HPD, como material fotosensibilizante y distintas fuentes de irradiación, 

informó el tratamiento promisorio en pacientes con diversos tumores. El mismo equipo de 

trabajo demostró en 1979 el exitoso efecto terapéutico sobre el carcinoma de mama 16–18. 

Basado en la terminología introducida inicialmente por Von Tappeiner, este procedimiento se 

denominó terapia fotodinámica 13. 

Gomer y col., utilizaron preparaciones radiactivas para demostrar la biodistribución de HPD. 

Este material fotosensibilizante se concentró en los tejidos malignos, evidenciando además 

acumulación en hígado, riñón y bazo. Sin embargo, al aplicar una irradiación localizada en la 

zona a tratar no se observaron efectos adversos en los órganos vitales antes mencionados 19. 

Otro avance importante identificó el oxígeno singlete (1O2), generado por efecto de la luz 

incidente sobre las porfirinas, como el principal agente citotóxico producido durante la TFD 20.  
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La bibliografía relativa a TFD hasta el año 1991, referencia principalmente los estudios 

vinculados a la biodistribución de HPD y la respuesta en animales portadores de tumores 21. 

Se identificaron los componentes "activos" como una serie de dímeros de porfirina y 

oligómeros superiores unidos por enlaces éter 22. El producto disponible comercialmente y 

aprobado en 1995 por la Administración de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos 

(FDA, por sus siglas en inglés) consistió en HPD, excluidas las porfirinas monoméricas, el cual 

se denomina "Photofrin® y se aplica aún en la actualidad en TFD clínica 13,23. 

La primera experiencia argentina en TFD, se desarrolló en el año 2000 en el Centro de 

Microscopía Electrónica de la Universidad Nacional de Córdoba. El estudio clínico, consistió en 

el tratamiento de 27 pacientes que presentaban queratosis actínica, aplicando ácido 5-

aminolevulínico (ALA, por sus siglas en inglés) como Fs e irradiación con una fuente de luz no 

coherente. Los pacientes tratados evidenciaron respuesta terapéutica y el 84% remisión 

completa de la patología 24. 

La Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT) 

aprobó en el año 2008 a Photofrin® para el tratamiento de cáncer de esófago, esófago de 

Barrett y pulmón, siendo el Laboratorio Techsphere el responsable de la fabricación y 

comercialización de este medicamento. A partir de estos antecedentes Argentina fue el primer 

país de Latinoamérica en aplicar esta terapia y el procedimiento se desarrolló en el Hospital 

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

25.  

 

1.3. TERAPIA FOTODINÁMICA Y TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA 

 

La TFD combina tres elementos fundamentales, luz, oxígeno molecular (O2) y un Fs 

impactando selectivamente en las células tumorales mediante la actividad citotóxica. Las 

células malignas y macrófagos presentan una captación preferencial por este tipo de agentes 

terapéuticos. Los Fs se activan por exposición a la luz y reaccionan con el O2 para producir 

especies reactivas del oxígeno (EROs). Estas moléculas citotóxicas inducen una serie de 

reacciones biológicas que finalmente conducen a la muerte celular. Los resultados de la TFD 

dependen de la naturaleza de las células a tratar y las condiciones lumínicas, como así también 

de la localización y las propiedades fisicoquímicas, fotofísicas y fotoquímicas del Fs 26–28. La 
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Figura 1.1 muestra de manera esquemática los pasos involucrados en la TFD, no invasiva y 

altamente selectiva. El primero consiste en la administración del Fs por vía intravenosa y/o 

tópica; este agente terapéutico se concentra en las células tumorales debido a su selectividad. 

Con posterioridad se irradia la zona afectada con luz de una determinada longitud de onda y 

en la última etapa el tumor es destruido selectivamente como consecuencia de la formación 

de EROs 29. 

 

 

Una ventaja representativa de la TFD es que no evidencia resistencia cruzada con la 

quimioterapia, ya que su mecanismo de acción es diferente al involucrado en la terapia 

tradicional con agentes antineoplásicos. Por lo tanto, la TFD se presenta como un tratamiento 

alternativo o sinérgico a la quimioterapia. Adicionalmente, esta estrategia terapéutica 

presenta una ventaja en términos de efectos secundarios, ya que la activación con luz láser 

solo se limita a la zona a tratar y la toxicidad del Fs es menor en las regiones no irradiadas, 

difiriendo significativamente de los fármacos antineoplásicos que desencadenan numerosos 

efectos adversos 30.  

Otra ventaja relevante de la TFD es que el organismo no adquiere resistencia, transformándola 

en una modalidad prometedora para el tratamiento de diferentes tipos de neoplasias de piel, 

esófago y pulmón, como así también, para patologías no neoplásicas, tales como 

aterosclerosis, degeneración macular y artritis reumatoidea, entre otras 31. 

La TFD como todo método terapéutico presenta ciertas desventajas relacionadas con el Fs y 

la fuente de luz aplicada. Desafortunadamente, a pesar de la amplia diversidad de agentes 

fotosensibilizadores aplicados en la clínica y los que están en etapa de desarrollo, no se 

dispone en la actualidad de un Fs ideal (sección 1.4) 32. 

 

Figura 1.1: Pasos involucrados en la TFD 

Administración del 
Fotosensibilizador (Fs)

Concentración en el 
sitio de acción

Activación del  Fs por 
irradiación de luz

Destrucción selectiva de 
las células tumorales
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La comunidad científica estudia en la actualidad la problemática relativa a la resistencia 

antibiótica que presentan diferentes microorganismos. En tal sentido la TFDA es una 

herramienta valiosa que requiere agentes fotosensibilizantes capaces de inducir la formación 

de EROs que provoquen, de manera eficiente y selectiva, la erradicación de distintos 

patógenos 33. La estrategia de la TFDA es esencialmente coincidente con la que presenta la 

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

 

 

A principios de la década de 1990 la acción fotodinámica se aplicó con fines no oncológicos 

como es la inactivación de microorganismos patógenos 34. La TFDA se exploró como una 

alternativa a los tratamientos antimicrobianos convencionales y los Fs fueron diseñados para 

unirse selectivamente a las células microbianas 35,36.  

Una ventaja destacable de la TFDA es el efecto rápido sobre los microorganismos, en 

comparación con otros agentes antimicrobianos. Esto se explica porque en general las células 

microbianas presentan mayor carga negativa que la atribuible a las células de los mamíferos. 

Al aplicar un Fs catiónico, éste se une más rápidamente a las células microbianas, en tanto que 

la captación por las células del huésped (mamíferos) es pausada. Otro aspecto relevante de 

esta estrategia es que presenta un amplio espectro de acción en comparación con los 

antibióticos convencionales, ya que el Fs actúa sobre diversos microorganismos tales como 

bacterias, protozoos, hongos, virus y parásitos, entre otros 37. Adicionalmente, el Fs aplicado 

de forma tópica o local en el área afectada es eficaz para producir la muerte de cepas 

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

Figura 1.2: Alcances de la TFDA. 
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huésped 38,39. La principal ventaja de la TFDA frente a los tratamientos con antibióticos 

convencionales es que no existen evidencias que señalen resistencia microbiana adquirida a 

esta terapia 40,41. Sin embargo, es importante destacar que esta estrategia presenta como 

desventaja la falta de especificidad. Por otra parte, no se dispone en la actualidad de Fs 

antimicrobianos para uso humano eficaces y aprobados en base a rigurosos controles 

toxicológicos 32.  

 

1.4. FOTOSENSIBILIZADORES 

 

Los componentes más importantes requeridos para el desarrollo de la TFD son el Fs, luz y 

oxígeno molecular. Los Fs se definen como sustancias capaces de absorber luz a una longitud 

de onda específica, desencadenando reacciones fotoquímicas o fotofísicas que generan EROs 

responsables de la muerte celular. Cabe destacar un conjunto de características y condiciones 

que describen al Fs ideal 42–44, tales como: 

• Alto grado de pureza química. 

• Estabilidad química a temperatura ambiente. 

• Efecto fotosensible solo en presencia de luz de una longitud de onda específica. 

• Estabilidad fotoquímica. 

• Alta reactividad fotoquímica. La máxima absorción de luz debe presentarse entre las 

longitudes de onda de 600 nm a 800 nm, conocida como ventana fototerapéutica, a fin de 

alcanzar una penetración más profunda en los tejidos. Aquellos Fs que absorben luz a una 

longitud de onda superior a 800 nm no proporcionan energía suficiente para estimular al 

oxígeno en su estado singlete. 

• Mínima absorción en el rango de 400 nm a 600 nm, lo cual previene la posible 

fotosensibilidad cutánea prolongada provocada por la exposición a la luz solar. 

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

endógenas como melatonina, hemoglobina u oxihemoglobina. 

• Citotoxicidad mínima en la oscuridad. 

• Alto rendimiento cuántico de formación del estado triplete excitado. 
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• Elevado rendimiento cuántico de generación de oxígeno singlete. 

• Adecuada solubilidad en los tejidos del organismo, con un balance hidrofílico/lipofílico 

apropiado, para una absorción celular conveniente. 

• Alta selectividad por los tejidos neoplásicos. El Fs debe abandonar en forma lenta las áreas 

afectadas y requiere ser eliminado rápidamente de los tejidos sanos, para minimizar los 

efectos secundarios fototóxicos de la terapia. 

• Síntesis simple, económica y de fácil disponibilidad.  

 

1.4.1. Primera generación 

 

La primera aplicación de un agente fotosensibilizante en combinación con luz se atribuye a un 

estudiante de medicina, Oscar Raab en la década de 1900, quien durante experimentos con 

derivados de acridina demostró fluorescencia en protozoos con posterioridad al tratamiento 

con Fs y luz. El efecto tóxico provocó la muerte de estos microorganismos y este fenómeno se 

denominó "efecto fotodinámico" 45. El primer intento eficaz de tratamiento del cáncer de piel 

se desarrolló con solución de eosina al 5 %. Sin embargo, esta terapia no llegó a un público 

amplio y fue olvidada durante décadas 46,47.  

Los Fs se introdujeron en la clínica a escala comercial en la década de 1970 por el Dr. Thomas 

Dougherty 48. El ensayo de una mezcla de porfirinas solubles en agua llamadas HPD fueron 

obtenidas por purificación y modificación química del Fs hematoporfirina. Este derivado 

presentó mejor selectividad tisular tumoral y menor efecto fotosensibilizante en la piel que la 

hematoporfirina. Una mezcla de dímeros de porfirina y oligómeros de la HPD, conocida como 

porfímero de sodio o Photofrin®, es un Fs comúnmente utilizado 49. Éste presenta algunas 

limitaciones en la clínica relativas a la baja pureza química (es una mezcla de más de 60 

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

onda de máxima absorción por debajo de la ventana fototerapéutica 50,51. 

 

1.4.2. Segunda generación 

 

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

sustancias con potencial fotosensibilizante y solo algunas se ensayaron en la etapa clínica. 



Capítulo 1: Introducción General 

16 
 

Actualmente, los Fs de segunda generación corresponden a derivados de porfirinas y Fs 

sintéticos, tales como: ALA, derivados de benzoporfirina, clorinas y análogos de 

bacterioclorinas y ftalocianinas 52,53.  

Los compuestos orgánicos no relacionados a las porfirinas, Fs no porfirínicos, incluyen diversas 

antraquinonas, fenotiazinas, cianinas, xantenos, azinas, oxazinas, como así también 

compuestos 4-4-diflouro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos (BODIPY) y aza-BODIPY, entre otros 

54. 

Los Fs de segunda generación se caracterizan por presentar mayor pureza química y 

rendimiento de formación de 1O2, de igual modo que una mejor penetración tisular debido a 

la absorción en el rango de longitud de onda entre 650 nm a 800 nm. Además exhiben menos 

efectos secundarios y una rápida eliminación del organismo, en comparación con los Fs de 

primera generación. La principal desventaja de la segunda generación de Fs radica en la baja 

solubilidad acuosa, siendo una limitante significativa para la administración intravenosa, por 

esta razón en numerosos casos se requiere el desarrollo de métodos de vehiculización que 

permitan alcanzar el sitio de acción 55,56. 

 

1.4.3. Tercera generación 

 

El desarrollo de los Fs de tercera generación se sustenta en la preparación de sistemas con 

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

motivo, surgieron nuevos sistemas de administración de fármacos que permiten aumentar la 

biodisponibilidad del Fs e incrementar el efecto fotodinámico 57. La tercera generación de Fs 

involucra la unión de aquellos Fs de segunda generación con componentes tales como 

anticuerpos, ligandos o portadores que permitan una administración eficaz y específica 58.  

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

tales como:  

 Combinación del Fs con lipoproteínas de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés) 59,60.  

 Conjugación del Fs con un anticuerpo monoclonal dirigido al antígeno específico de las 

células cancerosas 61–63. 

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

ejemplo, insulina) 42,64. 
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 Fs conjugados químicamente con polímeros biocompatibles, nanopartículas, liposomas, 

micelas e hidrogeles, entre otros 65–69. 

Con relación a la última estrategia es importante señalar que la nanomedicina es la aplicación 

de materiales nanotecnológicos, conocidos como nanoportadores, para la administración de 

fármacos que permiten el diagnóstico y tratamiento de diversas patologías. Estos sistemas de 

transporte tienen el potencial de mejorar la solubilidad de los Fs, prolongar su vida media en 

la circulación sanguínea, controlar de manera eficiente la farmacocinética y la acumulación 

del mismo en el tejido requerido, disminuyendo los efectos secundarios. También permiten 

aumentar la biodisponibilidad y superar la resistencia microbiana a múltiples fármacos 70. 

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

tratadas, brindando la posibilidad de reducir las dosis administradas 71–73. 

 

1.5. FUENTES DE LUZ 

 

Las fuentes de luz aplicadas en el tratamiento fotodinámico deben presentar características 

espectrales que coincidan con el intervalo de longitudes de onda de máxima absorción del Fs, 

a fin de generar niveles adecuados de EROs que desencadenan el efecto citotóxico deseado 

74,75. Los Fs se activan con luz roja entre 630 y 700 nm, con un poder de penetración en los 

tejidos de 0,5 cm a 630 nm y 1,5 cm a 700 nm 76. 

Las primeras fuentes de luz aplicadas en TFD fueron policromáticas y no coherentes, diseñadas 

para emitir luz blanca y calor en la mayoría de los casos. Se incluyen las lámparas de filamento 

de tungsteno, halógeno de cuarzo, arco de xenón, haluro metálico y de sodio revestidas de 

fósforo. Estas fuentes de luz pueden producir espectros de longitudes de onda amplios, por lo 

que se utilizan conjuntamente con filtros ópticos para acotar el rango de irradiación. Las 

desventajas de las lámparas convencionales incluyen efecto térmico significativo, baja 

intensidad de luz y dificultad para determinar la dosis administrada. Sin embargo en la 

actualidad, la mayoría de estos inconvenientes pueden ser superados por un cuidadoso diseño 

de ingeniería 77.  

La invención de los láseres en la década de 1960 impactó en la TFD permitiendo una radiación 

monocromática y coherente. El tratamiento se definió aplicando la longitud de onda óptima, 

una alta densidad de energía y transmisión de luz mediante fibras ópticas 7, 77,78. La principal 

desventaja de este tipo de fuente de luz es el elevado costo 74. 
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Los diodos emisores de luz (LED, por las siglas en inglés) son sistemas compactos, livianos, no 

emiten calor, requieren poca energía para producir irradiaciones a distintas longitudes de 

onda y se pueden montar en una amplia gama de geometrías y tamaños. Dependiendo de la 

profundidad de las patologías a tratar, los LED pueden implantarse en diferentes catéteres 

permitiendo la irradiación de grandes superficies 53,79–81.  

Las lámparas halógenas, a diferencia de los láseres y los LED, presentan la posibilidad de 

coincidir espectralmente con el Fs, sin embargo no pueden acoplarse de manera eficiente a 

fibras ópticas y provocan un elevado calentamiento 7,74. La Tabla 1.1, resume las ventajas y 

desventajas de las fuentes de luz 79,82.  

 

 

1.6. PROCESOS FOTOFÍSICOS Y FOTOQUÍMICOS 

 

El Diagrama de Jablonski ilustra los eventos fotofísicos y fotoquímicos que se desencadenan 

con la absorción de luz por parte del Fs (Figura 1.3). El Fs en estado basal o fundamental 

presenta dos electrones con espines opuestos en un orbital molecular de baja energía; esto 

se conoce como estado singlete fundamental (1Fs).  

Al absorber luz de una determinada longitud de onda el Fs pasa al estado singlete excitado 

(1Fs*), de esta manera un electrón migra a un nivel de energía mayor conservando el mismo 

spin electrónico. Este estado energético presenta un tiempo de vida corto y disipa su energía 

emitiendo luz por fluorescencia o por conversión en calor interno (liberación de calor).  

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

FUENTE DE LUZ VENTAJAS DESVENTAJAS

LÁSER
 Monocromático
 Potente
 Adaptable a fibras ópticas

 Elevado costo
 Gran tamaño
 Requiere mayor mantenimiento

LED

 Tamaño pequeño
 Bajo costo
 Puede utilizarse directamente para

aplicaciones endoscópicas/intersticiales

 Efectos térmicos
 Baja potencia
 Divergencia del haz (en

comparación con los láseres)

LÁMPARAS 
HALÓGENAS

 Diseño simple
 Bajo costo
 Campo de irradiación amplio

 Pueden sufrir pérdidas al acoplarse
a fibras ópticas 

 Requiere filtrado espectroscópico
 Efectos térmicos
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Cuando el tiempo de vida del 1Fs* lo permite tiene lugar el denominado cruce entre sistemas 

con la inversión del spin electrónico. La molécula pasa al estado conocido como estado triplete 

excitado (3Fs*), de mayor tiempo de vida, lo que posibilita la interacción con moléculas del 

entorno incrementando el potencial del Fs como agente terapéutico. El 3Fs* puede disipar la 

energía mediante la emisión de luz, fenómeno denominado fosforescencia, o bien 

desencadenar diferentes procesos fotoquímicos 83–85. 

 

El Fs activado puede generar diferentes especies citotóxicas responsables de la muerte celular. 

El 3Fs*, a través del mecanismo Tipo I, interactúa con los sustratos biológicos (S) y les transfiere 

un protón o electrón dando origen a radicales catiónicos o aniónicos (S+/-). Estos radicales 

pueden reaccionar adicionalmente con oxígeno para producir EROs, entre las que se destacan, 

radical anión superóxido (O2
.-), radical hidroxilo (OH.) y peróxido de hidrógeno (H2O2). El 

mecanismo Tipo II tiene lugar mediante una transferencia de energía, donde el 3Fs* reacciona 

con oxígeno molecular produciendo 1O2, especie altamente reactiva y citotóxica 86–88. 

La producción de radicales libres y la formación de 1O2 contribuyen a la fotocitotoxidad en 

células malignas y/o diferentes microorganismos patógenos. La TFD y TFDA, en general 

involucran la contribución de los mecanismos de acción fotodinámicos Tipo I y Tipo II. La 

relación entre estos procesos depende tanto de las características intrínsecas del Fs aplicado, 

como así también de la concentración de sustrato y oxígeno. La alta reactividad y la corta vida 

media del 1O2 y de los diferentes radicales implican que las estructuras celulares que se 

encuentran en la región donde se localiza el Fs, están directamente afectadas por esta 

Figura 1.3: Procesos fotofísicos y fotoquímicos implicados en la TFD y TFDA. 
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estrategia terapéutica 89.  

Algunos reportes bibliográficos sugieren que podría tener lugar el denominado mecanismo 

Tipo III, que consiste en la interacción directa entre el 3Fs* y biomoléculas (nucleótidos y 

diferentes residuos proteicos) presentes en el medio, desencadenando la formación de 

radicales libres que difieren de aquellos generados en el mecanismo Tipo I provocando la 

muerte celular 86. Este mecanismo requiere de una alta concentración del Fs para producir 

una acción tóxica sobre las células diana siendo una vía independiente del oxígeno 90. 

Los tres mecanismos podrían tener lugar durante el proceso de fotosensibilización, pero se 

sugiere que el Tipo II predominaría sobre los restantes. El 1O2 presenta mayor reactividad que 

las otras EROs provocando la destrucción irreversible de las células tratadas 90.  

 

1.7. PROCESOS DE MUERTE CELULAR 

 

Terapia fotodinámica  

 

La literatura sugiere que la TFD induce la muerte de las células malignas a través de vías directa 

e indirecta. La primera involucra tres procesos, apoptosis, necrosis y autofagia 75,91,92, mientras 

que la segunda implica el daño al sistema vascular que suministra nutrientes y oxígeno al 

tejido tumoral 93. Estos procesos pueden desencadenarse de forma individual o simultánea 

(Figura 1.4) 94. 

 

Apoptosis: es la modalidad de muerte celular habitual en respuesta a la TFD mediante diversas 

vías de señalización, que se acoplan con caspasas, a la familia de proteínas Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2) y factores inductores de apoptosis. En este caso la célula sufre una contracción 

característica y posterior formación de cuerpos apoptóticos con orgánulos celulares 75,93,95. 

Por otra parte, en condiciones de bajos niveles de ATP, la vía apoptótica no está disponible y 

la TFD puede causar muerte en el tejido diana mediante la inducción de un proceso necrótico 

o autofágico 96,97. 

 

Necrosis: se caracteriza por una disfunción celular mediante ruptura de las mitocondrias y/o 

la membrana plasmática provocando que el citoplasma se filtre al espacio extracelular 

induciendo a la lisis de las células malignas 98,99. 
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Autofagia: es el proceso por el cual los orgánulos y el citosol quedan limitados en el interior 

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

lisosomas (autolisosomas), el contenido es digerido por enzimas lisosomales 93,100. 

 

 

Estos procesos de muerte celular son inducidos por diferentes vías de señalización 

dependiendo tanto del tipo, dosis y localización del Fs, como así también de las características 

particulares del tejido diana y el nivel de oxígeno presente en el área sometida a TFD, entre 

otros factores 101. Es probable que los Fs localizados en membrana y lisosomas causen 

necrosis, mientras que aquellos que se localizan en las mitocondrias generen apoptosis en las 

células a tratar 93. 

El Fs puede actuar mediante el mecanismo Tipo I provocando necrosis, que se caracteriza por 

una lisis rápida y repentina que afecta a un gran número de células de manera simultánea, sin 

discriminar las circundantes. El "daño colateral" está mediado por la liberación de materiales 

celulares y citocinas al ambiente extracelular 91. Generalmente, dosis altas de un Fs y/o luz, 

desencadenan la destrucción de la membrana citoplasmática conduciendo a este proceso de 

muerte celular 95. Antecedentes bibliográficos indican que la formación de EROs es la principal 

causa de necrosis durante la TFD 85,102. 

Las reacciones involucradas en el mecanismo Tipo II dan lugar a la lisis celular mediada por 

apoptosis o autofagia. La primera consiste en un mecanismo programado, inducido por una 

variedad de señales intracelulares. Las etapas primordiales de la apoptosis producen cambios 

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

Autofagia
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morfológicos, la condensación de cromatina y fragmentación nuclear. Este proceso de muerte 

comienza con la activación de receptores de muerte transmembranales (vía extrínseca) o por 

la liberación de citocromo c de la membrana mitocondrial (vía intrínseca) 93,103. Las últimas 

fases de la vía apoptótica intrínseca conducen a la activación del apoptosoma y caspasa-9, en 

tanto que en la extrínseca, los procesos están mediados por las caspasas-8 y 10. Ambas 

alternativas conducen a la activación de endonucleasas, caspasas-3 y 7, lo que conlleva a la 

formación de cuerpos apoptóticos y la posterior lisis celular 104. 

Por el contrario la autofagia es un proceso bioquímico regulado donde la vía apoptótica está 

ausente. Durante el mismo, los componentes celulares innecesarios o disfuncionales son 

eliminados por un proceso de autodigestión; mediante la formación de autofagosomas, la 

posterior fusión con lisosomas y finalmente la degradación y reciclado de esos componentes 

por medio de enzimas lisosomales 85,105.  

 

Terapia fotodinámica antimicrobiana 

 

A pesar de los grandes progresos en los últimos años, aún no se han comprendido los detalles 

de los procesos involucrados en la TFDA y el impacto en las células microbianas 86. Diversos 

antecedentes bibliográficos detallan que las vías de captación de los Fs aniónicos, por células 

bacterianas, pueden ser mediadas por una combinación de carga electrostática y proteínas 

transportadoras. Este último proceso en el caso de Fs catiónicos surge por interacciones 

electrostáticas y vías "auto promovidas" 106,107. 

El proceso de inactivación fotodinámica propuesto para Fs catiónicos, presenta dos vías 

alternativas frente a bacterias, levaduras y protozoos que se esquematizan en la Figura 1.5. La 

vía 1 implica una translocación directa del Fs a la membrana plasmática y se desarrolla en 

bacterias Gram-positivas y protozoos en la etapa trofozoítica. Por otra parte, la vía 2 requiere 

de un aumento inicial de la permeabilidad de la pared exterior y tiene lugar en bacterias Gram-

negativas, levaduras y protozoos en fase quística 108. 

Ambas vías de captación convergen en el interior del microorganismo a tratar, generando las 

especies citotóxicas, EROs y/o 1O2, con posterioridad a la irradiación, provocando estrés 

oxidativo con consecuente deterioro de las funciones celulares y la muerte microbiana. 
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1.8. APLICACIONES TERAPÉUTICAS 

 

La TFD presenta aplicaciones clínicas en el tratamiento oncológico de una variedad de 

cánceres, tales como pulmón, piel, mama, cabeza y cuello, tracto digestivo, páncreas, hígado, 

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

amplia gama de patologías no oncológicas, entre las cuales cabe señalar, infecciones 

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

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

premalignas (queratosis actínica y esófago de Barrett), entre otras 109,110.  

 

 

 

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

microbianas y posterior fotoinactivación. 
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1.8.1. Oncológicas 

 

La primera aplicación de TFD en el año 1990 la informó J.C. Kennedy con la administración de 

ALA a pacientes con carcinoma en células basales 111. Posteriormente cabe mencionar el 

tratamiento de linfoma cutáneo de células T 112,113, carcinoma de células escamosas 114 y otros 

cánceres de cabeza y cuello 115,116. Actualmente se desarrollan estudios relativos a la eficacia 

de este Fs frente a carcinomas de células basales 117, queratosis actínica y la enfermedad de 

Bowen 118.  

La naturaleza hidrofílica del ALA limita su capacidad de penetración profunda en la piel intacta, 

restringiendo el uso a la aplicación tópica y al tratamiento de enfermedades superficiales, 

donde la estructura del tejido presenta cierto grado de desorganización. Con el objetivo de 

superar esta limitante, se desarrolló el éster metílico de ALA, metil-aminolevulinato (MAL), 

para la aplicación de TFD frente a la queratosis actínica 119. Antecedentes recientes señalan el 

uso de este Fs en el tratamiento del cáncer de vejiga 120, gástrico temprano y en displasia del 

tracto gastrointestinal. La administración sistémica de ALA a pacientes con adenocarcinomas 

de recto no operables y carcinoma de colon indicó una fotosensibilización tisular eficaz con 

protoporfirina IX 121,122. En 1995 se trató con éxito el cáncer de estómago empleando ALA-TFD 

123. La TFD con ALA demostró ser una alternativa promisoria en las lesiones ginecológicas 

premalignas del cuello uterino, neoplasias intraepiteliales vulvares y vaginales, presentando 

mínima destrucción del tejido, preservación de la anatomía, buen resultado cosmético, 

anestesia local y posibilidad de otras terapias concomitantes 121,124.  

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

clínica de la TFD en cáncer de vejiga. La aprobación por la FDA y en numerosos países permitió 

el tratamiento de distintos tipos de tumores malignos, tales como de pulmón, esófago, 

gástrico y displasia cervical. Photofrin® es una mezcla compleja de moléculas con escasa 

selectividad tisular y baja absorción de luz, lo cual implica concentraciones elevadas del Fs que 

persisten en el organismo por más de 2 meses, ocasionando fotosensibilidad cutánea 125.  

Posteriormente se desarrolló una segunda generación de Fs, con una pureza mejorada, 

absorción a mayores longitudes de onda, mayor fotosensibilidad y selectividad tisular. La 

Temoporfina, aprobada bajo el nombre comercial de Foscan®, se utilizó ampliamente para el 
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tratamiento de carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, cáncer de mama, 

páncreas y próstata, con resultados mixtos 126.  

La investigación relativa a aplicaciones oncológicas de diferentes Fs continúa en la actualidad. 

 

1.8.2. No Oncológicas 

 

Infecciones: La TFDA fue ensayada hace más de 100 años frente a varios microorganismos 

combinando un Fs apropiado y luz, a una determinada longitud de onda, en presencia de 

oxígeno. Recientemente esta alternativa terapéutica ha sido estudiada en profundidad como 

un tratamiento apropiado para numerosas infecciones. Este interés ha sido motivado por el 

alarmante aumento de la resistencia de los distintos patógenos a los medicamentos 

disponibles comercialmente 127. Diferentes bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, en 

estado planctónico y formando biofilms, han sido tratadas con numerosos Fs evidenciando 

resultados prometedores 128–130.  

Los estudios clínicos iniciales de la TFDA en infecciones, se dirigieron a la evaluación de 

patologías virales. Recientemente se han realizado ensayos clínicos frente al virus del 

papiloma humano y lesiones de herpes simple 32,131–134. 

 

Oftalmológicas: El primer Fs aprobado para el tratamiento fotodinámico de la degeneración 

macular fue Verteporfina (Visudyne®). Este derivado de benzoporfirina produce EROs por 

irradiación con luz roja, no térmica y de baja energía a una longitud de onda de 689 nm. Este 

Fs tiene afinidad por células con una alta expresión de receptores de LDL, manifestando su 

acción en células endoteliales tumorales y neovasculares, lo que explica su eficacia en la 

eliminación de vasos formados dentro de la retina. Verteporfina se administra por vía 

intravenosa 15 minutos antes de la aplicación de luz láser. La agudeza visual de los pacientes 

se incrementó en comparación con aquellos que no recibieron el tratamiento. El éxito de la 

TFD con este Fs propició su utilización en otras afecciones oftalmológicas tales como 

hemangioma coroideo, coriorretinopatía serosa central, vasculopatía coroidea polipoidea y 

neovascularización coroidea peripapilar 135. 
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Dermatológicas: Esta estrategia terapéutica demostró ser adecuada para el tratamiento del 

acné, psoriasis, foliculitis decalvante, hidradenitis supurativa e hiperplasia sebácea, entre 

otras 136. El procedimiento terapéutico empleado en todos los casos, consiste principalmente 

en la administración tópica de ALA e irradiación apropiada con diferentes fuentes de luz 137,138. 

 

Ginecológicas: Estudios preliminares proponen a la TFD como una alternativa terapéutica 

frente a embarazos extrauterinos y endometriosis. Se requiere profundizar los ensayos, 

evaluando potenciales daños y efectos adversos 139.  

 

Cardiológicas: La eliminación selectiva de macrófagos mediante TFD es una nueva y 

prometedora modalidad para la reducción de placas ateroscleróticas. El contribuyente 

predominante de la morbilidad cardiovascular es una inflamación crónica, con progresión 

lenta, debido a la acumulación de lípidos y macrófagos en la pared arterial. La aterosclerosis 

es la principal causa de infartos de miocardio y rotura de la placa aterosclerótica. Ensayos e 

investigaciones recientes han demostrado que la TFD reduce la formación de placa mediante 

la eliminación de los macrófagos 140. 
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2.1. SÍNTESIS DE NUEVOS FOTOSENSIBILIZADORES DE SEGUNDA GENERACIÓN 

 

El desarrollo de nuevos Fs de segunda generación tiene como objetivo principal obtener 

agentes fototerapéuticos con mayor actividad fotodinámica que los prototipos.     

El progreso de la TFD y TFDA se sustenta en nuevos y mejores Fs considerando las siguientes 

propiedades para el diseño y síntesis de un candidato ideal: i) retención selectiva en el tumor 

u otro tejido diana; ii) altos rendimientos cuánticos de producción de 1O2; iii) fotoestabilidad 

y iv) penetración en el tejido blanco. Un Fs potencialmente promisorio debe además presentar 

una apreciable absorción en la región roja del espectro electromagnético 1–3.  

Los Fs que se aplican comúnmente en TFD son moléculas orgánicas con una extensa 

conjugación de enlaces π capaces de absorber radiaciones en la región visible del campo 

electromagnético, como las porfirinas (o sus congéneres clorinas y bacterioclorinas), 

ftalocianinas, fenotiazinas y otros 4,5. Los Fs lipofílicos se emplean principalmente en 

diferentes tipos de cáncer, mientras que las estructuras catiónicas son más adecuadas para su 

aplicación en TFDA garantizando un buen grado de interacción entre la pared celular 

bacteriana y el Fs. Numerosos derivados catiónicos como las porfirinas policatiónicas, 

ftalocianinas solubles en agua y compuestos comerciales tales como Azul de Metileno (MB) 

y/o Azul de Toluidina (TBO), por sus siglas en inglés, han demostrado fotoactividad frente a 

diferentes bacterias 5–7. 

Diversos Fs han sido aprobados para el tratamiento del cáncer por el ente regulatorio de 

Estados Unidos (FDA) y la Agencia de Medicina Europea (EMA, por sus siglas en inglés) (Figura 

2.1) 8. 

Photofrin®, porfímero sódico, es el primer Fs aprobado en la clínica para su aplicación en la 

enfermedad conocida como Esófago de Barrett, cáncer obstructivo de esófago y de pulmón 9. 

Este agente fototerapéutico es una mezcla compleja de moléculas con una selectividad tisular 

relativamente baja, poca absorción de luz y pobre penetración en los tejidos. Por lo tanto se 

requiere una dosis alta del Fs para lograr el efecto terapéutico deseado lo que conduce a 
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tiempos de circulación prolongados y alta fotosensibilidad en el paciente 10–12. 

 

 

Las desventajas asociadas a la primera generación de Fs impulsaron una investigación extensa 

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

modificaciones estructurales periféricas de las porfirinas o del núcleo porfirínico 13. 

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

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

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

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

seguridad 14,15. 

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

dermatológicas. El 5-ALA (Levulan® y Ameluz®, clorhidrato del ácido 5-aminolevulínico) tiene 

Figura 2.1: Fs aprobados por la FDA y EMA: A) Photofrin®, B) Foscan®, C) Laserphyrin®, 

D) Visudyne®, E) Redaporfin®, F) SGX301®, G) Levulan® y H) Metvix®. 

y/o A B

E F

G H

C D

Mezcla de
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licencia para el tratamiento de la queratosis actínica en tanto que su derivado de éster 

metílico, MAL (Metvix® y Metvixia®, aminolevulinato de metilo) se aplica en los casos de 

queratosis actínica no hiperqueratósicas, enfermedad de Bowen, como así también en 

carcinomas basocelulares superficiales y nodulares. Debido a la administración local o tópica 

los derivados de ALA tienen un perfil de seguridad favorable en comparación con Photofrin®. 

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

penetración tisular 16–18.  

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

clorinas) para el tratamiento de cáncer de pulmón; Visudyne® (Verteporfina, derivado de una 

benzoporfirina) que se emplea en la degeneración macular relacionada con la edad; 

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

en cáncer de las vías biliares; y finalmente SGX301® que es una hipericina sintética utilizada 

en los casos de linfoma cutáneo de células T 19,20. 

Los antecedentes preliminares relativos a los Fs de primera generación impulsaron a 

numerosos autores a abordar la síntesis de nuevos compuestos porfirínicos y no porfirínicos 

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

segunda generación porfirínicos incluyendo metaloporfirinas (Lutrin® y Lutex®), un derivado 

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

los cuales se encuentran en estadios de ensayos clínicos fase II y III para su aplicación principal 

en TFD 21, Figura 2.2. 

 

Figura 2.2: Fs en ensayos clínicos para TFD: A) Lutrix®, B) Tookad® y C) Purlytin®. 

A B C
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Por otra parte se impulsó la síntesis de Fs no porfirínicos tales como compuestos de la familia 

de fenotiazinas (MB y TBO), xantenos como Rosa de Bengala (RB), fullerenos, derivados 

catiónicos de BODIPY, entre otros, de aplicación promisoria en TFDA 11,22. 

La avanzada investigación con el objetivo de obtener Fs con actividad fotodinámica mejorada 

y el diseño racional de Fs novedosos, con propiedades fisicoquímicas y actividad fotocitotóxica 

óptima, sigue siendo un gran desafío para la industria farmacéutica. 

El éxito de la TFD y TFDA depende principalmente del rendimiento de producción de 1O2, la 

estabilidad del Fs, la profundidad de penetración de la luz absorbida en los tejidos y la 

biodistribución del Fs en el organismo y/o microorganismos, de modo que: 

1) El 1O2 generado en la fotoreacción tipo II es un factor clave considerado la principal especie 

citotóxica. Generalmente la introducción de átomos pesados como bromo y/o iodo en la 

molécula del Fs incrementa la producción de esta especie reactiva del oxígeno; 

2) Una desventaja de los Fs actuales es su tendencia a la agregación lo que conduce a una 

disminución en la generación de 1O2. Por lo tanto una modificación estructural que disminuya 

la agregación debe ser considerada con el objetivo de aumentar la actividad fotodinámica; 

3) La introducción de sistemas conjugados ricos en electrones π puede incrementar la 

eficiencia de absorción de luz roja alcanzando una mayor penetración en el tejido humano; 

4) Mejorar la biodistribución del Fs es muy importante para aumentar su eficacia y reducir los 

efectos adversos; 

5) Los sustituyentes y las posiciones de los mismos en el Fs prototipo produce modificaciones 

en la lipofilicidad de la molécula impactando en la localización en el tejido blanco. 

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

promisorio campo de investigación farmacéutica 23,24. 

 

2.1.1. Selección de prototipos 

 

Los Fs fenotiazínicos se desarrollaron a fines del siglo XIX. MB y Tionina (Th, por sus siglas en 

inglés) se sintetizaron en 1876 con posterioridad al descubrimiento de los primeros derivados 

de anilina 25,26. Los principales antecedentes relativos a la acción fotodinámica de esta familia 

de Fs se registraron en 1930 y corresponden a MB y TBO 27–29. Los compuestos fenotiazínicos 

están conformados por tres anillos aromáticos fusionados que actúan como donantes de 

electrones π, con bajos potenciales de oxidación por lo cual, las fenotiazinas oxidadas 
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presentan una alta estabilidad, poseen estructuras planas y catiónicas 30. Estudios vinculados 

a la aplicación de esta familia de Fs en TFD contra el cáncer, otras patologías no oncológicas y 

frente a diferentes microorganismos se ha concentrado predominantemente en MB y sus 

análogos desmetilados por ejemplo TBO, Azure A (AzA), Azure B (AzB), Azure C (AzC) y Th 

(Figura 2.3) 3,25. 

 

 

Los Fs fenotiazínicos exhiben una intensa absorción en la región de 600-660 nm del espectro 

electromagnético lo cual permite una penetración eficaz de la luz en los tejidos (absorción 

dentro de la ventana fototerapéutica) 31–33. La activación de estos Fs por luz visible genera 

EROs, principalmente 1O2, mediante una reacción fotodinámica Tipo II 3. Por lo tanto la 

aplicación de las fenotiazinas en TFD y TFDA es consecuencia del rendimiento cuántico de 

producción de 1O2 y la baja toxicidad que presentan. Estos Fs catiónicos se caracterizan por 

una alta reactividad frente a componentes celulares tales como proteínas, lipoproteínas, 

ácidos nucleicos y una penetración limitada a través de las membranas celulares debido a su 

carácter hidrofílico 25,34.  

Estudios relativos a modificaciones estructurales de los Fs fenotiazínicos con el objetivo 

Figura 2.3: Fs Fenotiazínicos: A) Azul de Metileno (MB), B) Azure B (AzB), C) Azure C (AzC), 

D) Azure A (AzA), E) Toluidine Blue O (TBO) y F) Tionina (Th). 

A B

C D

E F
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primordial de mejorar la actividad fotodinámica en TFD y TFDA, se centran tanto en MB como 

TBO 6,35–39 y en menor proporción en los derivados AzA, AzB  y AzC 40–43. 

Considerando la estructura fenotiazínica se presentan dos rutas básicas para la derivatización: 

la alteración auxocrómica y la modificación del cromóforo, las cuales se centran en lograr un 

aumento de la longitud de onda de máxima absorción (λmax) y un incremento del rendimiento 

cuántico de formación de 1O2 
44. 

Las síntesis de nuevos Fs fenotiazínicos indican que el grado de alquilación del auxocromo 

impacta en la λmax por lo que debe existir un equilibrio entre la estructura, propiedades 

fisicoquímicas y actividad fotodinámica. Por ejemplo Th (Figura 2.3, compuesto F) al no 

presentar grupos alquilo auxocrómicos exhibe una λmax a 595 nm lo cual está levemente por 

debajo de la ventana terapéutica 41,45. 

Los compuestos fenotiazínicos con grupos alquilo en el cromóforo son Fs activos produciendo 

1O2 con rendimientos cuánticos similares a MB y TBO, sin embargo, esta sustitución provocó 

corrimientos hipsocrómicos en la longitud de onda de máxima absorción 39.  

Las propiedades fisicoquímicas y fotofísicas de las fenotiazinas se pueden modificar mediante 

la inclusión de grupos químicos simples. Los sustituyentes metilo (-CH3) son electrónicamente 

inertes y no polares por lo tanto la inclusión de uno o dos de estos grupos en la estructura de 

MB no impactaría de manera radical. Sin embargo se demostró que la actividad fotodinámica 

de una serie de análogos de MB aumenta con la metilación. Propiedades tales como la 

lipofilicidad y el rendimiento de 1O2 incrementaron y la λmax disminuyó ligeramente con cada 

metilación 39,41.  

Otras estrategias aplicadas en la derivatización de Fs fenotiazínicos incluyen la halogenación 

que genera un incremento en la producción de 1O2 por efecto del átomo pesado. La 

introducción de sustituyentes bencénicos aumenta la longitud de onda de máxima absorción 

y disminuye concomitantemente el rendimiento cuántico de formación de 1O2. Por otra parte 

la neutralidad de compuestos catiónicos puede ser conferida por desprotonación de un resto 

auxocrómico (-NH) lo cual permitiría incrementar la penetración celular de los Fs. También es 

viable lograr un aumento del carácter lipofílico general del prototipo por halogenación de 

cromóforos, alquilación o arilación de los grupos auxocrómicos 41,45.   

Los antecedentes bibliográficos demuestran que los Fs catiónicos, entre los cuales cabe 

señalar a derivados de las fenotiazinas, son más eficientes como antibacterianos de amplio 

espectro en relación a sus congéneres aniónicos o neutros 44. Esto es extensivo a Fs de otras 
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familias de compuestos tales como porfirinas, ftalociacinas, BODIPYS, entre otros 6,46,47. La 

mayor eficiencia de los derivados catiónicos radica en que la pared celular de las bacterias 

Gram-negativas es menos permeable a las especies aniónicas, mientras que, en presencia de 

Fs catiónicos se produce la ruptura de la misma 48–50. 

La carga positiva de los Fs fenotiazínicos permite una unión eficaz al ácido nucleico de 

diferentes virus y en consecuencia MB y sus congéneres se aplican como sondas de ácidos 

nucleicos 51,52. Con relación a la actividad antifúngica de los agentes fotosensibilizantes se 

destaca que tanto los Fs aniónicos como catiónicos exhiben fototoxicidad eficaz frente a 

Candida albicans 53–55.  

La investigación relativa a compuestos fotosensibilizantes adecuados para el control de 

infecciones se sustenta en el aumento global de la resistencia a antimicrobianos 

convencionales. Con relación a lo expuesto la familia de Fs fenotiazínicos es uno de los 

modelos principales siendo MB el primer Fs con aplicación en el área clínica 44.  Reportes 

bibliográficos abordan el estudio de las relaciones estructura-actividad para esta clase de 

agentes fotosensibilizantes. La síntesis y evaluación de diferentes derivatizaciones tienen el 

objetivo principal de obtener nuevos Fs que presenten una longitud de onda de máxima 

absorción en la ventana fototerapéutica (entre 600 nm y 800 nm) y un elevado rendimiento 

cuántico de formación de 1O2. Esto permitiría una mayor penetración tisular actuando sobre 

infecciones más profundas y un incremento en la generación de 1O2 provocando la muerte de 

células malignas y distintos microorganismos 44,56,57. 

Por lo expuesto se seleccionaron como prototipos de este trabajo de Tesis Doctoral los 

compuestos fenotiazínicos AzA y TBO (Figura 2.3. D y E).   

Ambos Fs presentan antecedentes promisorios en TFD y TFDA 42,58–61 proponiendo diferentes 

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

optimizar la actividad fotodinámica de los reactivos de partida. 

 

2.1.2. Estrategias de síntesis 

 

Con la finalidad de optimizar las propiedades fisicoquímicas y fotoquímicas de mayor interés 

farmacéutico correspondientes a los prototipos seleccionados se propusieron las siguientes 

rutas sintéticas para la preparación de nuevos derivados fenotiazínicos. 
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 Halogenación: es una estrategia ampliamente utilizada para mejorar las propiedades 

fotofísicas y fotoquímicas de diversas familias de Fs tales como, BODIPYS 62,63, 

porfirinas 64,65, azinas 66, oxazinas y oxazonas 67, entre otros. 

El 1O2 generado por un Fs está regulado por la eficiencia atribuible a una transición 

electrónica de spin prohibido desde un estado singlete excitado a un estado triplete 

excitado conocido como cruce entre sistemas. La introducción de halógenos en una 

molécula genera un incremento de esta transición y se denomina “efecto de átomo 

pesado” 68. La incorporación de estos átomos además de aumentar la producción de 

1O2 permite la síntesis de Fs con diferentes perfiles terapéuticos 69,70. 

La inclusión periférica de Br o I en el cromóforo de compuestos fenotiazínicos han conducido 

a un incremento del rendimiento cuántico de 1O2 43,71,72. Por lo expuesto se plantea aplicar 

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

generación.  

 

 Síntesis de Buchwald-Hartwig: esta reacción se aplica con la finalidad de formar 

enlaces C-N entre aminas y haluros de arilo a través de un acoplamiento cruzado 

mediado por paladio (Pd) 73. Además de Pd como catalizador este tipo de síntesis 

requiere de ligandos cuyas estructuras son uno de los determinantes más importantes 

para el éxito de la reacción de aminación, entre los cuales están disponibles 

comercialmente DavePhos®, JohnPhos®, XPhos®, RuPhos®, BrettPhos®, Xantphos®, 

entre otros 74–76. Los distintos parámetros tales como la fuente de Pd, ligando, base, 

solvente y temperatura dan lugar a diferentes combinaciones de reactivos 73,77. 

Estas reacciones se realizan en una amplia variedad de solventes como tolueno, 1,4-

dioxano y tetrahidrofurano 78. También pueden utilizarse solventes apróticos y polares 

como dimetilsulfóxido (DMSO) 79 y N,N-Dimetilformamida (DMF) 80, puros y en mezclas 

81. Finalmente es importante señalar que la etapa inicial se desarrolla con el agregado 

de distintos compuestos inorgánicos tales como, carbonato de cesio (Cs2CO3), 

carbonato de potasio (K2CO3), fosfato de potasio (K3PO4) y terbutóxido de sodio 

((CH3)3CONa), entre otros 78. 

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

permitiría obtener nuevos compuestos con mayores longitudes de onda y un incremento en 
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la producción de 1O2 a partir de la introducción de grupos arilos y alquilarilos en los 

sustituyentes amino de los Fs tiazínicos 44. 

 

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

 

2.2.1. Materiales y métodos 

 

El Fs toluidine blue O (Colour Index Nº 52040, CAS Nº 92-31-9, Lote Nº 19804BA-472) se 

adquirió en Sigma-Aldrich (grado de pureza ≈ 80 %) y se evaluó por cromatografía en capa fina 

(TLC, por sus siglas en inglés) empleando como fase móvil (FM) etanol (EtOH):ácido clorhídrico 

(HCl) 99:1 v/v 82. Se utilizó un revelador luz ultravioleta y placas de TLC como fase estacionaria 

(FE) (sílica gel 60 F254, espesor 0,25 mm sobre soporte de aluminio e indicador de 

fluorescencia UV254) de la marca Macherey-Nagel Polygram (Dueren, Alemania). El análisis 

mediante cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) se realizó en 

un cromatógrafo Agilent 1100 Series (Agilent Technologies) provisto de una bomba isocrática, 

inyector automático, compartimiento termostatizado y detector espectrofotométrico UV-

Visible de longitud de onda variable. Las determinaciones se realizaron en una columna 

Phenomenex Gemini C18 110A de fase reversa, 25 cm de longitud y 5 µm de tamaño de 

partícula (FE) utilizando metanol (MeOH):fosfato de trietilamina 83 mM (TEAP, por sus siglas 

en inglés) 60:40 v/v como FM, velocidad de flujo 0,8 mL/min y longitud de onda (λ) 630 nm. 

La adquisición de los datos cromatográficos se realizó empleando el software Agilent 

ChemStation (Rev. B.03.01). 

La purificación de TBO comercial se llevó a cabo mediante cromatografía en columna 

aplicando las condiciones establecidas por McKamey MR y col., una columna de vidrio de 35 

cm x 1,5 cm, sílica gel 70-230 mesh (FE) y gradiente EtOH:HCl como FM 82. Las fracciones 

eluidas presentaron un residuo blanco que se separó por extracción líquido-líquido 

(diclorometano (CH2Cl2)-solución amortiguadora de pH ≈ 13) 83,84. Las muestras recuperadas 

en la fase orgánica se evaporaron a presión reducida en un evaporador rotatorio Büchi® 

Rotavapor R-114 equipado con un baño termostatizado Büchi B-480. 

El reactivo de partida y las muestras purificadas se analizaron por espectrometría de masas de 

alta resolución (HRMS, por sus siglas en inglés) utilizando un espectrómetro de masas con 

detector QTOF (micrOTOF-QII Series, Bruker) y fuente de ionización por electrospray (ESI). La 
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adquisición de datos y procesamiento se desarrolló aplicando los programas Compass Version 

3.1 y DataAnalysis Version 4.0, respectivamente. La concentración de las muestras para 

análisis fue de 10 μg/mL en MeOH y se aplicó inyección directa. 

 

2.2.2. Resultados y discusión 

 

La evaluación de TBO comercial por TLC frente a Th, AzA, AzB y MB como testigos se realizó 

aplicando la FM, EtOH:HCl 99:1 v/v descripta por Loach KW, la cual evidenció la presencia de 

AzC con una relación de frente (Rf)= 0,68 ± 0,2 (Figura 2.4.A y B). Si bien AzC no estaba 

disponible como referencia se pudo inferir que está presente en la muestra comercial de TBO 

en base al Rf descripto en literatura 85. El análisis por HPLC en diferentes condiciones 

cromatográficas evidenció dos picos con tiempos de retención (tR) diferentes y sin una 

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

 

 

Con el objetivo de identificar la impureza presente en TBO comercial se evaluó por HRMS en 

las condiciones descriptas en la sección 2.2.1. Los espectros experimental y simulado se 

muestran en la Figura 2.6. 

 

 

 

Figura 2.4: A) Evaluación de Fs fenotiazínicos por TLC: FM= EtOH:HCl 99:1 v/v. Se señala a 

TBO comercial. B) Estructura química de AzC. 

TBO Comercial

FM: EtOH: HCl 99:1

Th AzA TBO AzB MB

A

B

Compuesto Rf  (n=6)

TBO 0,45 ± 0,02

AzC 0,68 ± 0,02
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La ampliación del espectro experimental del reactivo de partida comercial permitió observar 

la presencia de TBO el cual es coincidente con el simulado, Figura 2.6.A. Se evidenció el pico 

correspondiente al ión molecular (M+) de TBO con una m/z de 270,1040 y los picos isotópicos 

M+1 y M+2 a las m/z 271,1059 y 272,1009, respectivamente. Adicionalmente en una 

ampliación del espectro, se visualizó un pico a una m/z de 242,0717 en muy baja proporción 

atribuible al M+ de AzC. En la Figura 2.6.B se muestra la ampliación del espectro donde se 

infiere la presencia de la impureza AzC en la muestra comercial de TBO. 

A partir de éstos resultados se planteó la purificación mediante cromatografía en columna y 

extracción líquido-líquido acorde a las condiciones descriptas en la sección 2.2.1. 

Las muestras purificadas se analizaron por HRMS demostrando espectros experimentales 

coincidentes con los simulados correspondientes a TBO y AzC. Se observaron los picos 

correspondientes al M+ y los picos isotópicos M+1 y M+2 para cada uno de los compuestos 

(Figura 2.7). La conjunción de metodologías permitió purificar y confirmar por HRMS la 

estructura correspondiente a TBO con la presencia de los picos a las relaciones m/z 270,1046 

(M+), 271,1079 (M+1) y 272,1039 (M+2) (Figura 2.7.A).  Por otra parte, la Figura 2.7.B muestra 

el espectro experimental con los picos atribuibles al M+ de AzC con una m/z igual a 242,0743 

y los picos isotópicos a las m/z de 243,0685 (M+1) y 244.0683 (M+2). De esta manera se pudo 

corroborar que la muestra comercial de TBO presenta como impureza a AzC. 

Figura 2.5: Cromatograma HPLC TBO comercial.  
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A 

B 

Figura 2.6: Análisis por HRMS de TBO comercial. A) Ampliación de TBO: Espectros 

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

purificado. 

A 

B 
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2.3. BROMACIÓN DE TBO 

 

2.3.1. Materiales y métodos 

 

Los antecedentes bibliográficos no informan la bromación de AzC, impureza presente en el 

prototipo de partida, por lo que se propuso derivatizar a TBO y AzC a partir de TBO comercial 

sin purificación previa. 

Se emplearon N-bromosuccinimida (NBS) de Sigma- Aldrich, CAS N° 128-08-5, Lote N° 89F1026 

y bromo molecular (Br2) de Carlo Erba, 99,5% P/P como agentes halogenantes. Los solventes 

y reactivos empleados en las síntesis fueron de grado pro-análisis (Cicarelli, Sintorgan o 

Anedra) y las soluciones acuosas se prepararon en agua ultrapura obtenida del sistema de 

purificación de agua Milli-Q® (Millipore Corporation). Las reacciones se desarrollaron en 

campana de extracción de gases y con los equipos de protección personal apropiados. 

La síntesis utilizando NBS, se ensayó en ácido acético (HAc) a una relación molar TBO:NBS 

1,0:1,0; T° Amb. y tiempos de reacción 15 min, 60 min y 24 h 86–88. El agente halogenante se 

añadió al Fs con agitación continua en HAc, T° Amb y con protección de la luz. La reacción se 

finalizó con el agregado de H2O Milli-Q®. Posteriormente se realizaron sucesivas extracciones 

con CH2Cl2 y los crudos de síntesis se analizaron por HPLC empleando el cromatógrafo, las 

condiciones y el software detallados en la sección 2.2.1. 

En los experimentos que se empleó Br2 como agente halogenante se ensayaron distintas 

relaciones molares de Fs:Br2 (1,0:0,4 a 1,0:6,5), MeOH y HAc como solventes y diferentes 

tiempos de reacción (15, 30 y 60 min). Las síntesis se finalizaron mediante el burbujeo de N2 

con el objetivo de eliminar el exceso de Br2 y los crudos se evaluaron por HPLC aplicando las 

condiciones cromatográficas descriptas en la sección 2.2.1.  

Una vez establecidos los parámetros óptimos de reacción se desarrolló la purificación del 

crudo de síntesis por cromatografía en columna (58 cm de longitud x 2 cm de diámetro). La 

siembra se preparó por adsorción en Sílica Gel, FE= Silíca Gel 70-230 Mesh (0,063 mm-0,200 

mm, TA1386734 622, Merck®), solvente de empaquetado CH2Cl2 y FM= gradiente 

CH2Cl2:EtOH. Los compuestos de interés se analizaron por HRMS (sección 2.2.1) y las muestras 

se evaluaron en MeOH por inyección directa a una concentración de analito 10 μg/mL. 

La caracterización por resonancia magnética nuclear (RMN) se realizó en un espectrómetro 
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de RMN de 400 MHz Bruker AVANCE II 400 (Bruker BioSpin, Billerica, MA) utilizando Acetona-

d6 (Sigma-Aldrich- Lote MKBV1056V) y la concentración aproximada de las muestras fue 20 

mM. Los espectros de 1H-RMN se calibraron con el solvente a 2,05 ppm y los datos se 

procesaron con el programa MestReNova Versión 6.0.2-5475 (©2009, MestreLab Research 

S.L.).  

La evaluación de los nuevos derivados por espectrofotometría UV-visible se realizó en un 

espectrofotómetro Varian Cary 50 y una cuba de cuarzo de 1 cm de paso óptico. Las curvas 

espectrales se analizaron aplicando el programa OriginPro 8 SRO (OriginLab Corporation). 

 

2.3.2. Resultados y discusión 

 

Las diferentes condiciones de síntesis evaluadas permitirían la obtención de los siguientes 

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

resumen en el Esquema 1.  

 

Esquema 1: Esquema general de la bromación de TBO y AzC. 

AzC

T Amb., 
MeOH o HAc,

15, 30 o 60 min.

 R R1 R2 R3 

AzCBr Br H H H 

AzCBr2 Br Br H H 

AzCBr3 Br Br Br H 

AzCBr4 Br Br Br Br 

 

T Amb., 
MeOH o HAc,

15, 30 o 60 min.

TBO
 R R1 R2 

TBOBr Br H H 

TBOBr2 Br Br H 

TBOBr3 Br Br Br 

 

Br2 o NBS

Br2 o NBS
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Los ensayos realizados empleando como agentes halogenantes Br2 y NBS indicaron por HPLC 

la presencia de una mezcla de productos que se resumen en la Tabla 2.1. Los antecedentes 

bibliográficos señalan que NBS permite la bromación de distintos tipos de compuestos con 

excelente rendimiento y alta regioselectividad 89–94. La evaluación de NBS como agente de 

bromación se llevó a cabo a 15 min, 60 min y 24 h sin observar diferencias relevantes en el 

número de derivados correspondientes a la bromación de TBO y AzC. De acuerdo a los 

resultados obtenidos se determinó Br2 como mejor agente halogenante, ya que el tratamiento 

de la reacción con NBS requiere de una extracción liquido-líquido con el objetivo de eliminar 

el subproducto N-succinimida.  

Los resultados del estudio sistemático de las condiciones de reacción de TBO comercial 

desarrollados en MeOH y HAc, relación molar de reactantes TBO:Br2 1,0:1,0; 15 min y T° Amb 

se muestran en la Tabla 2.2. Se evidenció por HPLC igual número de productos nuevos 

seleccionando, por tal motivo, MeOH como medio óptimo para un tratamiento rápido del 

crudo de síntesis. 

Tabla 2.1: Bromación de TBO: Evaluación del agente halogenante. 

Relación molar de reactantes TBO:Agente halogenante 1,0:1,0; HAc; T° Amb y 15 min. 

A: HPLC n=2. B: Reactivo de partida. 

tR (min)

Productos Halogenación Halogenación

Bromados con Br2 con NBS

      3,43 
B 14,7 17,5

3,77 35,5 43,5

3,96 11,7 -

4,45 30,8 36,9

4,96 7,34 -

5,19 - 2,29

% Productos Bromados A

A: HPLC n=2. B: Reactivo de partida. 

Tabla 2.2: Bromación de TBO: Evaluación del solvente de reacción. 

Relación molar de reactantes TBO:Br2 1,0:1,0; 15 min y T° Amb. Solventes: MeOH y HAc. 

tR (min)

Productos 

Bromados MeOH HAc

      3,43 
B 14,7 33,6

3,77 35,5 37,3

3,96 11,7 9,99

4,45 30,8 14,9

4,96 7,34 3,31

% Productos Bromados A

Solvente
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La evaluación del curso de la reacción a distintos tiempos tales como 15, 30 y 60 min, relación 

molar de reactivos TBO:Br2 1,0:1,0; MeOH y T° Amb no indicaron diferencias significativas, 

seleccionando como tiempo óptimo de reacción 15 min, Tabla 2.3. 

Los resultados que se presentan en las Tablas 2.1-2.3 corresponden al análisis por HPLC 

empleando como FM MeOH:TEAP 83 mM 70:30 v/v y flujo 1 mL/ min descripta en bibliografía 

para los Fs fenotiazínicos 95.  

 

 

La Tabla 2.4 muestra, como parte del estudio sistemático de las condiciones de reacción, el 

ensayo de distintas relaciones molares de TBO:Br2 desde 1,0:3,5 hasta 1,0:6,5. Cabe destacar 

que las proporciones de reactantes desde 1,0:0,4 a 1,0:2,0 presentaron un número importante 

de productos (datos no mostrados). Como se puede observar en la Tabla 2.4 con las relaciones 

molares TBO:Br2 1,0:5,5 y 1,0:6,5 disminuyó el número de compuestos obtenidos sin 

presentar diferencias significativas en los porcentajes relativos. Por lo expuesto, se determinó 

como condición óptima de reacción la relación de reactantes 1,0:5,5.  

A: HPLC n=2. B: Reactivo de partida. 

Relación molar de reactantes TBO:Br2 1,0:1,0; MeOH y T° Amb a los 15, 30 y 60 min. 

Tabla 2.3: Bromación de TBO: Evaluación del tiempo de reacción. 

tR (min)

Productos 

Bromados 15 30 60

      3,43 
B 14,7 9,07 5,59

3,77 35,5 34,4 31,6

3,96 11,7 12,4 14,3

4,45 30,8 33,6 38,4

4,96 7,34 10,5 10,1

% Productos Bromados A

Tiempo de reacción (min)

Tabla 2.4: Bromación de TBO: Evaluación de la relación de reactantes. 

Condiciones de reacción: MeOH, 15 min  y T° Amb. 

A: HPLC n=2. 

tR (min)

Productos 

Bromados 1,0:3,5 1,0:4,5 1,0:5,5 1,0:6,5

9,16 5,89 3,36 - -

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

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

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

12,8 44,5 58,8 - -

% Productos Bromados A

Relación TBO:Br2
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La evaluación por HPLC en este caso se desarrolló utilizando como FM la mezcla MeOH:TEAP 

83 mM 60:40 v/v y flujo 0,8 mL/min descripta en la sección 2.2.1. 

El análisis de los diferentes parámetros de síntesis permitió establecer que las condiciones 

óptimas para la bromación de TBO son como agente halogenante Br2, relación de reactantes 

TBO:Br2: 1,0:5,5; MeOH, 15 min y T° Amb, Figura 2.8. 

 

 

La purificación del crudo de reacción (Figura 2.9.A) se desarrolló aplicando cromatografía en 

columna con el gradiente Cl2CH2:EtOH. El producto Nº 1 de tR= 11,5±0,2 min con un 91 % de 

Figura 2.8: Cromatogramas HPLC: A) TBO comercial. B) Crudo de reacción. Condiciones 

óptimas: TBO:Br2 1,0:5,5; MeOH; 15 min y Tº Amb. FM= MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v y flujo 

0,8 mL/min. 
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pureza relativa por HPLC (Figura 2.9.B) se separó utilizando la fase móvil Cl2CH2:EtOH 95:5 v/v 

y el derivado Nº 2 de tR= 9,5±0,1 min con un 86 % de pureza relativa, migró de la columna 

cromatográfica con la relación Cl2CH2:EtOH 92:8 v/v, Figura 2.9.C.  

  

 

Las muestras puras obtenidas por cromatografía en columna y evaluadas por HPLC se 

Figura 2.9: Cromatogramas HPLC: A) Crudo de reacción. B) Producto Nº 1 purificado.  

C) Producto Nº 2 purificado. FM= MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v y flujo 0,8 mL/min. 
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analizaron por HRMS acorde al procedimiento descripto en la sección 2.2.1. Se determinó 

inequívocamente que el derivado Nº 1 corresponde al compuesto dibromado de TBO (TBOBr2) 

presentando el perfil típico de las estructuras químicas dibromadas, Figura 2.10.  

 

 

 

 

A 

B 

C D 

Figura 2.10: Análisis del nuevo derivado bromado de TBO por HRMS: A) Espectro de masas 

experimental. B) Espectro de masas simulado. C) Tabla de relaciones m/z. D) Datos calculados 

para TBOBr2 (derivado N° 1). 

Teórica Experimental

425,9270 425,9240

426,9298 426,9228

427,9249 427,9221

428,9277 428,9207

429,9229 429,9195

430,9256 430,9179

431,9210 431,9154

Relación m/z
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Se evidenció la presencia del pico M+ (m/z= 425,9240) junto con los picos isotópicos M+2 

(m/z= 427,9221) y M+4 (m/z= 429,9195) y el patrón 1:2:1 entre los mismos característico de 

un compuesto con dos bromos en su estructura. El espectro experimental es coincidente con 

el perfil simulado de TBOBr2. El análisis por HRMS correspondiente al derivado Nº 2 indicó que 

la estructura es atribuible al producto dibromado de AzC (AzCBr2). La Figura 2.11 muestra los 

espectros experimental y simulado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teórica Experimental

397,8957 397,8908

398,8984 398,8924

399,8936 399,8888

400,8963 400,8904

401,8916 401,8867

402,8942 402,8883

403,8892 403,8833

Relación m/z

A 

B 

C D 

Figura 2.11: Análisis del nuevo derivado bromado de AzC por HRMS: A) Espectro de masas 

experimental. B) Espectro de masas simulado. C) Tabla de relaciones m/z. D) Datos 

calculados para AzCBr2 (derivado N° 2). 
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Se observaron los picos M+, M+2 y M+4 a las m/z 397,8908; 399,8888 y 401,8867, 

respectivamente. Se visualizó el patrón isotópico 1:2:1 propio de los compuestos dibromados 

y un espectro experimental coincidente con el simulado de AzCBr2. 

Los nuevos derivados fenotiazínicos se caracterizaron estructuralmente por espectrometría 

de resonancia magnética nuclear de protones (1H-RMN) en Acetona-d6, molécula cuyos 

grupos metilos presentan un corrimiento químico (δ)= 2,05 ppm, permitiendo determinar sin 

dificultad los protones aromáticos pero no así la porción alifática, debido al eclipsamiento de 

las señales por el pico correspondiente al solvente deuterado. Reportes bibliográficos señalan 

la dificultad en la caracterización de derivados de TBO por 1H-RMN empleando cloroformo 

deuterado (δ= 7,25 ppm) ya que las señales aromáticas son eclipsadas por las 

correspondientes al disolvente residual y por esta razón, los autores señalan que se evaluó la 

porción alifática de las moléculas 96,97. 

A diferencia de lo reportado por Robinson-Duggon y col en nuestro caso se realizó la 

caracterización por RMN de los nuevos derivados bromados mediante la porción aromática.  

El espectro en Acetona-d6 correspondiente a TBOBr2 permitió establecer que los protones en 

las posiciones 3 y 11 fueron sustituidos por átomos de Br (Figura 2.12.A y C).  

TBOBr2: 1H-RMN (Acetona-d6, 400 MHz) δ (ppm): 7,60-7,70 (m, 2H, 6 y 13); 7,91 (d, 1H, Jorto= 

8,0 Hz, 14). 

Por otra parte, el espectro de 1H-RMN del derivado AzCBr2 en Acetona-d6 permitió establecer 

las sustituciones por átomos de bromo correspondientes a los protones de los carbonos 3 y 

11 y las Jorto atribuibles a las interacciones de los protones en las posiciones 13 y 14 (Figura 

2.12.B y D). 

AzCBr2: 1H-RMN (Acetona-d6, 400 MHz) δ (ppm): 7,52 (d, 1H, Jorto= 8,8 Hz, 1); 7,69 (d, 1H, Jorto= 

8,1 Hz, 13); 7,91 (d, 1H, Jorto= 8,9 Hz, 14); 8,03 (m, 1H, 6). 

Los espectros 1H-RMN y los datos obtenidos por HRMS permitieron corroborar que los nuevos 

derivados corresponden inequívocamente a las estructuras dibromadas de TBO y AzC. 

El análisis por espectrofotometría UV-Visible en la FM MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v permitió 

observar para TBO y el derivado halogenado, un máximo de absorción a 625 nm y 621 nm 

respectivamente (Figura 2.13.A). El corrimiento hipsocrómico de la longitud de onda de 

máxima absorción se corresponde a la introducción de dos átomos de bromo en la estructura 

del prototipo. 
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Por otra parte, AzC presentó un máximo de absorción a 613 nm y AzCBr2 a 606 nm mostrando 

un corrimiento hipsocrómico de la longitud de onda de máxima absorción (Figura 2.13.B). 

 

 

Los nuevos derivados dibromados mostraron en la FM estudiada (MeOH:TEAP 83 mM 60:40 

v/v) un desplazamiento hipsocrómico de la longitud de onda de máxima absorción con 

respecto a los precursores. Estos resultados se corresponden con lo reportado en bibliografía 

la cual establece que los átomos de bromo por efecto inductivo atraen electrones 

disminuyendo la energía de los orbitales π y *π del anillo aromático 98,99. 

Figura 2.12: Estructuras químicas de los compuestos: A) TBO, B) AzC, C) TBOBr2 y D) AzCBr2. 
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Figura 2.13: Análisis por espectrofotometría UV-Visible en FM= MeOH:TEAP 83 mM 60:40 

v/v: A) Curvas espectrales de TBO y TBOBr2. B) Curvas espectrales de AzC y AzCBr2. 
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El comportamiento espectrofotométrico de los Fs en MeOH permitió determinar para TBO un 

máximo de absorción a 623 nm y para TBOBr2 dos bandas a 493 nm y 612 nm, Figura 2.14.A. 

El derivado dibromado presentó un corrimiento hipsocrómico que coincide con los 

antecedentes del grupo de investigación 95. Los compuestos pertenecientes a la familia de las 

tiazinas, exhiben máximos de absorción próximos a los 500 nm atribuibles a las especies 

monoméricas lo que se corresponde con la banda de TBOBr2 a 493 nm. Adicionalmente es 

reconocido que la introducción de átomos pesados estabiliza al monómero por impedimento 

estérico dificultando la agregación de los compuestos 71,100. 

Por otra parte, la evaluación de AzC y el nuevo derivado dibromado en MeOH, evidenció para 

el prototipo de partida un máximo de absorción a 612 nm y para AzCBr2 una banda significativa 

a 606 nm y otras menores a 565 y 516 nm, Figura 2.14.B. 

Estos resultados se corresponden con lo descripto anteriormente para TBOBr2 con relación a 

la estabilización de la especie monomérica en medios orgánicos. 

 

 

Los ensayos realizados y el análisis de los mismos marcaron la necesidad de abordar un estudio 

profundo del fenómeno de agregación, en diferentes medios y concentraciones del Fs, con el 

objetivo de determinar tanto las especies predominantes (monómeros, dímeros y agregados 

de orden superior) como así también las longitudes de onda de máxima absorción que las 

caracteriza (Capítulo 4).  
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Figura 2.14: Análisis por Espectrofotometría UV-Visible en MeOH: A) Curvas espectrales de 

TBO y TBOBr2. B) Curvas espectrales de AzC y AzCBr2. 
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2.4. ANÁLISIS DE AZURE A-COMERCIAL (AzA) 

 

2.4.1. Materiales y métodos 

 

El compuesto AzA (Colour Index Nº 52005, CAS Nº 531-53-3) se adquirió en Sigma-Aldrich 

(grado de pureza ≥ 70 %) y se evaluó mediante TLC empleando como FM EtOH:cloroformo 

(CHCl3):HAc 8,0:1,0:2,0 v/v. Se utilizó como revelador luz ultravioleta y placas de TLC 

detalladas en la sección 2.2.1. El análisis por HPLC se realizó aplicando las condiciones 

descriptas en bibliografía para las fenotiazinas MeOH:TEAP 70:30 v/v como FM, velocidad de 

flujo de 1,0 mL/min y λ= 630 nm 95. Se empleó la FE, el cromatógrafo y el software informados 

en la sección 2.2.1. 

La purificación de AzA comercial se realizó por cromatografía en columna aplicando las 

condiciones definidas por McKamey MR y col 82. Las fracciones eluídas presentaron un residuo 

blanco que se eliminó por extracción líquido-líquido (sección 2.2.1). Las muestras recuperadas 

en la fase orgánica se evaporaron a presión reducida en el evaporador rotatorio Büchi® 

Rotavapor R-114 equipado con un baño termostatizado Büchi B-480. 

 

2.4.2. Resultados y discusión 

 

La evaluación de AzA comercial por TLC frente a testigos se realizó en primer término 

aplicando la FM EtOH:CHCl3:HAc 8,5:1,0:0,5 v/v descripta por Loach KW la cual evidenció la 

presencia de AzC, AzB y MB (Figura 2.15.A) 85. En este caso se infirió la presencia de AzC como 

impureza del reactivo de partida considerando el Rf descripto en literatura para este 

compuesto. Con el objetivo de lograr una mejor resolución cromatográfica se ensayó como 

FM EtOH:CHCl3:HAc 8,0:1,0:2,0 v/v (Figura 2.15.B) obteniendo para el compuesto AzA un Rf = 

0,54 ± 0,02 (n=6). El análisis por HPLC en las condiciones cromatográficas descriptas en la 

sección 2.4.1 muestra un pico mayoritario con un tR= 3,4 ± 0,1 min (n=6) (Figura 2.16.A). Este 

resultado no se ajusta a lo observado por TLC, por tal motivo se evaluó el reactivo de partida 

utilizando como FM MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v, flujo 1 mL/min a diferentes λ (285 nm, 488 

nm, 610 nm, 630 nm y 645 nm). Este ensayo permitió evidenciar la presencia de distintas 

impurezas en la muestra comercial (Figura 2.16.B). 
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Figura 2.15: Evaluación de Fs Fenotiazínicos comerciales por TLC: A) FM= EtOH:CHCl3:HAc 

8,5:1,0:0,5 v/v. B) FM= EtOH:CHCl3:HAc; 8,0:1,0:2,0 v/v. Se destacan las corridas 

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

1 mL/min y 630 nm. B) FM= MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v, flujo 1 mL/min y diferentes λ 

(285 nm, 488 nm, 610 nm, 630 nm y 645 nm). 
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Los ensayos realizados aplicando cromatografía en columna y extracción líquido-líquido 

(sección 2.2.1) no permitieron aislar el compuesto AzA, con un buen grado de pureza, como 

consecuencia de la presencia de un sólido blanco y la inestabilidad del Fs en medios 

extremadamente básicos 83,101,102. 

Por lo expuesto se dio curso a la derivatización de AzA sin purificación previa. 

 

2.5. BROMACIÓN DE AzA 

 

2.5.1. Materiales y métodos 

 

Los solventes y reactivos empleados se describen en la sección 2.3.1. La bromación de AzA sin 

purificación previa del precursor se realizó con Br2 (Carlo Erba, 99,5% P/P) en campana de 

extracción de gases con los equipos de protección personal apropiados. Todas las reacciones 

se finalizaron mediante el burbujeo de N2. 

La relación Fs:Br2, medios y tiempos de reacción se evaluaron aplicando las condiciones 

cromatográficas de TLC y HPLC descriptas en la sección 2.4.1. Definidos los parámetros 

óptimos de síntesis se procedió a la purificación mediante cromatografía en columna en las 

condiciones descriptas en la sección 2.2.1. Posteriormente se realizaron sucesivas 

extracciones con CH2Cl2 y los crudos de síntesis se analizaron por HPLC utilizando el 

cromatógrafo y las condiciones descriptas en las secciones 2.2.1 y 2.4.1. 

El producto de reacción purificado se evaluó por HRMS y se analizó por espectrofotometría 

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

 

2.5.2. Resultados y discusión 

 

Los diferentes parámetros de síntesis evaluados permitirían la obtención de los compuestos 

de interés que se resumen en el Esquema 2. 
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La Tabla 2.5 resume el estudio sistemático de las condiciones de reacción ensayadas a 

temperatura ambiente y evaluadas mediante HPLC. El análisis de distintos medios de reacción 

permitió establecer que con MeOH se obtiene un mayor rendimiento del producto de interés 

en comparación con HAc (entradas 3 y 10, respectivamente). No se presentaron diferencias 

significativas en los porcentajes relativos del producto de reacción en MeOH a 15 min y 30 

min (entradas 4 y 9). El estudio de diferentes relaciones de reactantes indicó un aumento en 

el porcentaje relativo del producto bromado al incrementar la cantidad de Br2 (entradas 1 a 

4). Sin embargo no se evidenció un crecimiento significativo para las relaciones AzA:Br2 

correspondientes a las entradas 5 a 8.  

 

Esquema 2: Esquema general de la bromación de AzA. 

T Amb., 
MeOH o HAc,
15 o 30 min.

AzA  R R1 

AzABr Br H 

AzABr2 Br Br 

 

Tabla 2.5: Ensayos de bromación de AzA 

*Valor relativo determinado por HPLC. Condiciones cromatográficas en sección 2.4.1. 

Solvente de Relación Molar Tiempo % Área*

Reacción AzA:Br2 (min) Producto

1 1,0:0,4 7,41

2 1,0:0,6 39,2

3 1,0:0,8 52,8

4 1,0:1,0 55,7

5 1,0:1,2 59,2

6 1,0:1,5 56,9

7 1,0:1,8 56,1

8 1,0:2,0 47,5

9 1,0:1,0 30 53,3

10 1,0:0,8 8,74

11 1,0:2,4 48,2

Entrada

15

15

MeOH

HAc
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Por lo expuesto, las condiciones óptimas de reacción para la bromación de AzA comercial es 

la relación molar de reactantes AzA:Br2 1,0:1,0; MeOH; 15 min y T° Amb. (entrada 4). 

Los cromatogramas correspondientes al reactivo de partida y los productos de síntesis se 

muestran en las Figuras 2.17.A y 2.17.B, respectivamente. La purificación del crudo de 

reacción se realizó por cromatografía en columna en las condiciones descriptas en la sección 

2.3.1. La elución con CHCl3: EtOH 87,5:12,5 v/v permitió obtener el producto de síntesis con 

un 96% de pureza relativa, Figura 2.17.C y las correspondientes fracciones se evaporaron a 

presión reducida, se conservaron al vacío y protegidas de la luz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.17: Cromatogramas HPLC. A) Reactivo de partida AzA. B) Crudo de reacción de 

bromación de AzA. Condiciones óptimas: AzA:Br2 1,0:1,0; MeOH; tiempo 15 min y Tº Amb. 

C) Producto bromado de AzA purificado (96% de pureza relativa). 
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La muestra purificada del nuevo derivado halogenado se analizó por HRMS en las condiciones 

descriptas en la sección 2.3.1. El espectro experimental fue coincidente con el espectro 

simulado de AzA dibromado y, por consiguiente, atribuible a AzABr2, Figura 2.18.  

 

 

Figura 2.18: Análisis del nuevo derivado bromado de AzA por HRMS: A) Espectro de masas 

experimental. B) Espectro de masas simulado. C) Tabla de relaciones m/z. D) Datos 

calculados para AzABr2. 
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El espectro experimental obtenido presenta el patrón 1:2:1 correspondiente a un producto 

con dos bromos en su estructura con los picos M+, M+2 y M+4 a las m/z de 411,9105, 413,9088 

y 415,9063, respectivamente. 

Debido a la relación molar de reactantes AzA:Br2 1,0:1,0 era esperable la obtención del 

producto monobromado (AzABr). La técnica de HRMS es altamente sensible permitiendo la 

detección de trazas de compuestos, en consecuencia, el espectro experimental de la muestra 

purificada evidenció la presencia de los derivados mono y dibromados de AzA. En la Figura 

2.19 se presentan el espectro experimental con sus correspondientes ampliaciones y los 

respectivos simulados. Se observó el perfil isotópico 1:2:1 característico de las estructuras 

químicas dibromadas. Adicionalmente, se visualizó el patrón 1:1 correspondiente al 

compuesto con un átomo de bromo. El análisis del espectro indica la preponderancia del 

derivado AzABr2 con intensidades cercanas a 1 x 105, en comparación con el compuesto 

monobromado que es próxima a 6 x 103. La formación de AzABr2 como producto mayoritario 

de reacción se corresponde con los antecedentes bibliográficos que señalan el predominio del 

derivado dibromado 103,104 y/o una mezcla de productos mono, di y tribromados de 

compuestos de las familias de 1-indanonas, naftalenos, del pirrol, pireno, anilinas y 

fenilfenotiazinas entre otras, en condiciones experimentales comparables a las ensayadas en 

el desarrollo de esta Tesis Doctoral 103,105. También se han reportado derivatizaciones de 

pirroles, triazaciclazinas y diferentes compuestos aromáticos con el agente halogenante NBS 

y la relación sustrato:halógeno 1,0:1,0 obteniendo resultados similares 106–108. 

El nuevo derivado AzA dibromado se evaluó por TLC y HPLC obteniendo un Rf= 0,50 ± 0,02 

(FM= EtOH:CHCl3:HAc 8:1:2 v/v (n=6)) y tR= 4,4 ± 0,1 min (FM= MeOH:TEAP 83 mM 70:30 v/v 

y flujo= 1 mL/min (n=6)). 

Las curvas espectrales correspondientes a AzA y su derivado dibromado se muestran en la 

Figura 2.20. El análisis realizado en la FM empleada en HPLC permitió observar un corrimiento 

batocrómico de la λmax del nuevo compuesto dibromado presentando un máximo de 

absorción a 630 nm siendo a 606 nm el correspondiente a AzA, Figura 2.20.A. Los resultados 

obtenidos son comparables con lo reportado en bibliografía para diferentes familias de Fs a 

las cuales se incorporan halógenos en la estructura química 109–113. 

Por otra parte AzABr2 y AzA en MeOH presentaron un máximo de absorción a 606 nm y 624 

nm, respectivamente. El nuevo derivado dibromado en este medio se caracteriza por un 

corrimiento hipsocrómico de la λmax, Figura 2.20.B. 
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La evaluación de AzABr2 en la FM evidenció una banda a 630 nm y un hombro a 608 nm; en 

tanto que en MeOH se observó a 606 nm y a 627 nm, Figura 2.21.  

A 

B 

Figura 2.19: Análisis por HRMS del derivado bromado de AzA: A) AzABr: Ampliación del 

espectro de masas experimental y simulado. B) AzABr2: Ampliación del espectro de masas 

experimental y simulado. Se señalan los perfiles típicos de los correspondientes compuestos 

mono y dibromados. 
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Antecedentes bibliográficos indican que los compuestos correspondientes a la familia de las 

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

agregación 95, por lo tanto el comportamiento que evidenció AzABr2 en la FM y MeOH podría 

explicarse mediante esta característica. Es ampliamente conocido que en medios acuosos está 

ampliamente favorecida la formación de dímeros y/o agregados de orden mayor que 

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

desfavorecer la agregación 71,114. 

 

 

Figura 2.20: Análisis por Espectrofotometría UV-Visible: A) Curvas espectrales de AzA y AzABr2 

en FM= MeOH:TEAP 83 mM 70:30 v/v. B) Curvas espectrales de AzA y AzABr2 en MeOH. 
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Figura 2.21: Curvas espectrales de AzABr2 en FM y en MeOH.  
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La evaluación de AzABr2 en distintas condiciones de almacenamiento y en ambiente de 

nitrógeno permitieron establecer que este derivado en estado sólido presentó degradación 

química a 4 °C y 25 °C determinada por HPLC. Esta inestabilidad imposibilitó completar su 

caracterización, como así también la determinación de las propiedades fisicoquímicas, 

fotoquímicas y la actividad fotocitotóxica. 

 

2.6. SÍNTESIS DE BUCHWALD-HARTWIG 

 

2.6.1. Materiales y métodos 

 

Los reactivos de partida AzA y TBO comerciales se utilizaron sin purificación previa. Los 

solventes y reactivos empleados fueron de grado pro-análisis (Cicarelli, Sintorgan, Anedra o 

Sigma-Aldrich) y las soluciones acuosas se prepararon en agua ultrapura, obtenida del sistema 

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

Los solventes de reacción ensayados, tolueno y DMF, se secaron sobre tamices moleculares 

previamente activados. La metodología de aminación de Buchwald-Hartwig se desarrolló en 

un tubo de reacción de cierre hermético adicionando en primer término el Fs y con 

posterioridad el catalizador (acetato de paladio- Pd (OAc)2), el ligando (Xantphos®), el haluro 

de arilo (clorobenceno o 1,4 dibromobenceno), el solvente (tolueno o DMF) y finalmente se 

incorporó la base (Cs2CO3). Los ensayos se realizaron a temperaturas superiores a 90 °C, con 

agitación constante y en atmósfera de N2. 

Cada crudo de síntesis se sometió a una extracción líquido-líquido utilizando H2O Milli-Q - 

CH2Cl2. La fase orgánica se secó sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporó a presión reducida 

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

 

2.6.2. Resultados y discusión 

 

Esta estrategia de síntesis a TBO y AzA comerciales se aplicó con el objetivo de obtener los 

derivados que se resumen en el Esquema 3. 

La síntesis de Buchwlad-Hartwig permitiría a partir de la introducción de grupos arilos y 

alquilarilos en los sustituyentes amino de los Fs tiazínicos, obtener nuevos compuestos con 
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mejores propiedades que sus respectivos precursores (corrimiento batocrómico de la λmax y 

un incremento en la producción de 1O2) 44. 

 

 

2.6.2.1. Aminación de Buchwald-Hartwig de TBO 

 

En la Tabla 2.6 se presentan los resultados obtenidos para la derivatización de TBO. Se ensayó 

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

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

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

relación de reactantes TBO:clorobenceno 1:10 y temperatura 90 °C indicó por HPLC la 

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

de reacción (entrada 3) indicó que los productos obtenidos no superaron el 14 %. 

Los rendimientos obtenidos en las condiciones ensayadas podrían atribuirse al impedimento 

estérico generado por el sustituyente metilo en la posición orto a la amina primaria. El grupo 

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

Pd(OAc)2; 
Xantphos; 

Cs2CO3

DMF; 90 ºC y 
48 h.

+

 X R2 

Clorobenceno Cl H 

1,4-dibromobenceno Br Br 

 

  R R1 

TBO CH3 CH3 

AzC H H 

AzA H CH3 

  R R1 R2 

Derivado de TBO CH3 CH3 H 

Derivado de AzC H H H 

Derivado de AzA 1 H CH3 Br 

Derivado de AzA 2 H CH3 H 



Capítulo 2: Síntesis, Purificación y Caracterización de Nuevos Agentes Fototerapéuticos 

76 

 

amino participa en la formación del enlace C-N mediante el acoplamiento cruzado mediado 

por el catalizador Pd (OAc)2 y haluros de arilo 74. 

 

 

2.6.2.2. Aminación de Buchwald-Hartwig de AzA 

 

La síntesis de Buchwald-Hartwig a partir de AzA comercial se ensayó en primera instancia 

aplicando como haluro de arilo el compuesto 1,4 dibromobenceno. Los resultados obtenidos 

se muestran en la Tabla 2.7 y las entradas 1 y 2 señalan las condiciones de reacción que 

evidenciaron ausencia de producto (relación molar de reactantes 1:1, DMF, 90 °C, 24 y 48 h). 

Adicionalmente el ensayo a la relación de reactantes 1:5 permitió observar un nuevo derivado 

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

 

 

Por otra parte, la Tabla 2.8 muestra los resultados obtenidos para la reacción de aminación de 

Buchwald-Hartwig aplicada a AzA como reactivo de partida y clorobenceno como haluro de 

arilo. La relación molar de reactantes AzA:clorobenceno 1:10 se ensayó en tolueno y DMF, a 

90 °C y 100 °C 74,115–117 y tiempos de reacción entre 3 h y 48 h. El producto de síntesis se evaluó 

Tabla 2.6: Reacción de TBO y clorobenceno. 

A: determinación por HPLC. ND: no detectado. 

tR (min) A % Relativo A

21,6 ND

23,8 ND

21,6 6,51

23,8 5,99

21,6 9,01

23,8 13,8

90

48

1

3

1:1 Tolueno 30100

282

1:10 DMF

Productos

TBO:clorobenceno
Entrada

Relación de Reactantes
Solvente T° (°C) Tiempo (h)

tR (min) A % Relativo 
A

1 24 6,21 ND

2 48 6,21 ND

3 48 6,63 0,72

1:1

1:5

Tiempo (h)
Producto

90DMF

Entrada
Relación de Reactantes

AzA: 1,4 dibromobenceno
Solvente T° (°C)

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

A: determinación por HPLC. ND: no detectado. 
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por HPLC y presentó un tR= 5,6 min. Al emplear tolueno como solvente los porcentajes 

relativos del producto de reacción no superaron el 6 % (Tabla 2.8, entradas 1-4). 

Cabe destacar que los diferentes tiempos de síntesis ensayados no señalaron cambios 

significativos en los resultados obtenidos.  

Los resultados en DMF a 90 °C indicaron para el nuevo derivado rendimientos relativos 

inferiores al 3 % (Tabla 2.8, entradas 5 y 6). Al incrementar el tiempo de reacción entre 24 h y 

48 h se observaron porcentajes relativos menores al 18 % (Tabla 2.8, entradas 7-13). 

La aminación de Buchwald-Hartwig con AzA y dos haluros de arilo, clorobenceno y 1,4 

dibromobenceno, indicaron que los porcentajes relativos para los nuevos productos 

obtenidos son inferiores al 18 % en todos los casos. 

Los resultados alcanzados mediante esta estrategia de síntesis y considerando que una de las 

características de un Fs ideal es que debe ser un compuesto puro y de fácil obtención para su 

posterior escalado, no se dio continuidad al estudio y evaluación de los nuevos derivados a 

partir de los prototipos AzA y TBO. 

 

2.7. CONCLUSIONES PARCIALES 

 

Las estrategias de derivatización ensayadas, bromación y reacción de Buchwald-Hartwig, 

A: determinación por HPLC.  

Tabla 2.8: Reacción de AzA y clorobenceno. 

tR (min) 
A

% Relativo 
A

1 6 5,66 3,47

2 24 5,66 3,45

3 30 5,65 5,24

4 48 5,53 3,84

5 3 5,76 2,73

6 8 5,63 2,47

7 24 5,61 9,43

8 28 5,61 8,43

9 32 5,56 8,28

10 36 5,78 6,48

11 40 5,79 8,37

12 44 5,74 7,70

13 48 5,71 17,8

Entrada Solvente T° (°C) Tiempo (h)

DMF 90

Producto

Tolueno 100
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permitieron obtener nuevos derivados correspondientes a los compuestos fenotiazínicos TBO 

y AzA disponibles comercialmente. 

La bromación de los prototipos se ensayó considerando diferentes parámetros tales como 

agente halogenante, relaciones de reactantes, solventes y tiempos de reacción. Las mejores 

condiciones de síntesis condujeron a los derivados dibromados de AzA, TBO y AzC con 

porcentajes de pureza relativa ≥ 86 % en todos los casos. La caracterización de los nuevos Fs 

se realizó por HRMS y 1H-RMN, técnicas que permitieron corroborar la obtención de los 

compuestos dihalogenados correspondientes. Los mismos se evaluaron por HPLC, TLC y 

espectrometría UV-Visible evidenciando el efecto de la sustitución de átomos de hidrógeno 

por bromo en la estructura de los prototipos. 

Los derivados TBOBr2 y AzCBr2 mostraron un corrimiento hipsocrómico de la longitud de onda 

de máxima absorción como consecuencia de la introducción de átomos pesados en la 

estructura de TBO y AzC. Antecedentes bibliográficos indican que la sustitución por halógenos 

favorecería la presencia de las especies monoméricas del Fs 71 generando un incremento en 

la producción de oxígeno singlete 118–120 y una potencial actividad fotocitotóxica. Los 

monómeros de la familia de las tiazinas presentan máximos de absorción próximos a los 500 

nm lo cual se corresponde con lo observado por espectrofotometría UV-Visible para los 

nuevos derivados. 

La bromación de AzA produjo un corrimiento batocrómico de la longitud de onda de máxima 

absorción de AzABr2 potenciando las posibles aplicaciones terapéuticas del nuevo Fs. Sin 

embargo este compuesto presentó inestabilidad química imposibilitando tanto la 

determinación de las propiedades fisicoquímicas y fotoquímicas, como así también, la 

evaluación del efecto fotocitotóxico. 

Los resultados obtenidos correspondientes a la síntesis de Buchwald-Hartwig con los 

prototipos comerciales TBO y AzA empleando como haluros de arilo, clorobenceno y 1,4- 

dibromobenceno, condujeron a productos de reacción con porcentajes relativos del 18 % en 

las mejores condiciones experimentales ensayadas. 

Por lo expuesto se seleccionaron los derivados TBOBr2 y AzCBr2 para dar continuidad al 

abordaje de los objetivos específicos de esta Tesis Doctoral. 
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3.1. IMPACTO EN EL DESARROLLO DE NUEVOS FOTOSENSIBILIZADORES 

 

El estudio de las propiedades fisicoquímicas y fotoquímicas de nuevos derivados está 

estrechamente relacionado con la potencial aplicación en TFD y TFDA, impactando 

directamente en la capacidad de generar EROs responsables del efecto terapéutico 1–3. 

Los antecedentes bibliográficos demuestran la importancia de los Fs fenotiazínicos debido a 

sus diversas propiedades fisicoquímicas y fotoquímicas. Esta familia exhibe una prometedora 

actividad biológica frente a distintas patologías 4–7, siendo el efecto terapéutico el resultado 

de la interacción del farmacóforo y el sistema de anillo tricíclico. El carácter lipofílico cobra 

relevancia porque impacta en la penetración del Fs en las membranas biológicas 8. Las 

características estructurales de los compuestos fenotiazínicos les proporcionan la capacidad 

de absorber luz a una longitud de onda entre 600-660 nm, presentar una mínima toxicidad 

frente a las células humanas y una elevada capacidad de producir 1O2 9,10. Adicionalmente las 

fenotiazinas son compuestos relativamente económicos y ampliamente disponibles 11.  

La evaluación de las propiedades fisicoquímicas y fotoquímicas de los derivados TBOBr2 y 

AzCBr2 permitirá realizar una comparación con sus precursores. 

La constante de ionización o disociación ácida (pKa) tiene un impacto significativo en las 

propiedades fisicoquímicas tales como solubilidad y lipofilicidad, incidiendo en la velocidad de 

disolución y absorción del Fs 12,13. 

Por otra parte la estabilidad fotoquímica es importante ya que afecta la seguridad y la eficacia 

del tratamiento fotodinámico. La degradación del compuesto a causa de la irradiación con luz 

disminuye la biodisponibilidad y modifica la intensidad de absorción y/o fluorescencia, lo cual 

impacta en la reactividad fotoquímica conduciendo a la formación de productos tóxicos 14–16. 

La determinación del rendimiento cuántico de formación de 1O2 (ф∆) es quizás una de las 

propiedades más relevantes, siendo responsable directo del efecto terapéutico. Los 

antecedentes bibliográficos indican que los Fs tiazínicos, como por ejemplo MB, presenta baja 

toxicidad y alta producción de 1O2 con muy buenos resultados en ensayos in vitro e in vivo 

17,18. Otros Fs fenotiazínicos, tales como nuevo azul de metileno (NMB) y violeta de metileno 
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(MV), generan 1O2 luego de la irradiación con luz visible demostrando la inactivación 

fotodinámica de microorganismos 19,20. 

 

3.2. CONSTANTE DE IONIZACIÓN 

 

La constante de ionización (pKa) es de relevancia fundamental en diversos campos de 

investigación tales como la química, biología, medicina e industria alimentaria 21. 

El desarrollo de nuevos ingredientes farmacéuticos activos (IFAs) requiere determinar el grado 

de disociación o ionización, ya que el pKa tiene efecto sobre los parámetros farmacocinéticos 

y la formulación farmacéutica. El grado de ionización depende en gran medida del pH del 

medio, por lo cual el vehículo se ajusta a un valor de pH que permita alcanzar un nivel de 

ionización del fármaco que favorezca la solubilidad y estabilidad del mismo 22,23. Por otra parte 

desde el punto de vista de la farmacocinética, el estado de ionización de los IFAs influye 

significativamente en el proceso ADME (absorción, distribución, metabolismo y excreción) 

impactando en la biodisponibilidad y en la acción farmacológica 24,25. 

El pKa de una molécula se corresponde con el pH al cual la misma se presenta protonada en 

un 50 % (Ecuación 3.2.1) 26,27. 

 

𝑝𝐻 =  𝑝𝐾𝑎 + 𝐿𝑜𝑔10  
[𝐴−]

[𝐻𝐴]
                                        Ecuación 3.2.1 

 

La mayoría de los fármacos presentan grupos funcionales ácidos y/o básicos, por lo que el 

estado de ionización es controlado por el pH del medio y el valor de pKa, permitiendo predecir 

el grado de ionización en los fluidos biológicos 28. Las especies químicas (catiónica, neutra o 

aniónica) exhiben propiedades diferentes con respecto a la solubilidad en agua, volatilidad, 

absorción UV-Visible y reactividad 29,30. 

La determinación experimental del pKa se realiza mediante espectroscopia infrarroja, 

espectrofotometría UV-Visible, fluorescencia, valoraciones potenciométricas, titulaciones y 

resonancia magnética nuclear, entre otras 31–34. 

Los Fs fenotiazínicos son compuestos catiónicos que presentan una intensa absorción en la 

zona roja del espectro electromagnético entre 600 nm y 660 nm 35,36. Estudios previos 

demuestran que los compuestos fenotiazínicos con sustituyentes amino primario o 
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secundario, tales como Th, AzA, AzB, AzC y TBO, se desprotonan en medios fuertemente 

básicos generando soluciones que presentan longitudes de onda de máxima absorción (λmax) 

próximas a los 500 nm 37,38. El equilibrio ácido-base de TBO se muestra en la Figura 3.2.1. 

Los valores de pKa descriptos para los Fs fenotiazínicos permiten inferir que la especie 

catiónica está presente en los medios fisiológicos confiriéndoles gran selectividad. Los 

antecedentes bibliográficos indican que las membranas celulares presentan una carga global 

neta negativa, por lo cual los fármacos con carga positiva pueden adherirse a las células blanco 

por atracción electrostática 39. 

 

 

Los Fs fenotiazínicos actúan principalmente a nivel mitocondrial como consecuencia de la 

atracción electrostática entre el Fs catiónico y el potencial de membrana. Las propiedades 

físicoquímicas y el balance lipofílico-hidrofílico también influyen en la capacidad de estos 

agentes fototerapéuticos para atravesar las membranas de células cancerígenas 40–43. 

Por otra parte los Fs catiónicos se acumulan selectivamente en bacterias, en estado 

planctónico y formando biofilms, debido a que la membrana de Gram-positivas y Gram-

negativas presentan ácido lipoteicoico y lipopolisacáridos, respectivamente. Estos 

componentes les confieren a los microorganismos una carga superficial negativa que genera 

importantes sitios de unión para sustratos con densidad positiva 44–46. 

En base a lo expuesto, se determinaron los valores de pKa de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 utilizando 

adicionalmente el dato correspondiente a AzC reportado en bibliografía. Se evaluó el efecto 

de los átomos de bromo y el grado de ionización de los nuevos Fs a diferentes valores de pH. 

 

3.2.1. Materiales y métodos 

 

El valor de pKa de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 se determinó por espectrofotometría de absorción en 

Figura 3.2.1: Equilibrio de ionización de TBO. 
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diferentes soluciones reguladoras con valores de pH comprendidos entre 1,20 y 13,2. Se 

empleó como cosolvente dimetilsulfóxido (grado pro-análisis, Biopack) 20 % v/v con el 

objetivo de favorecer la solubilidad de los derivados dibromados. Las soluciones de los Fs se 

prepararon a una concentración final de 9,81 µM (TBO); 76,9 µM (TBOBr2) y 156 µM (AzCBr2).  

Las soluciones reguladoras de pH (Tabla 3.2.1) se prepararon con agua ultrapura provista por 

el sistema de purificación de agua Milli-Q® (Millipore Corporation) y utilizando reactivos de 

calidad pro-análisis. 

 

 

La fuerza iónica se ajustó a 0,5 M con cloruro de sodio (NaCl) en todos los casos y el pH se 

determinó con un pHmetro Altronix MOD. EZDO-PC. 

Las soluciones de los Fs se analizaron por espectrofotometría UV-Visible entre 200 nm y 800 

nm empleando un espectrofotómetro Shimadzu UV-Visible 160A y una celda de cuarzo de 1 

cm de paso óptico (Sigma). Todas las experiencias se realizaron por duplicado y los resultados 

obtenidos se procesaron con el programa OriginPro 8 SR0. 

Los valores de pKa se determinaron mediante la representación gráfica del grado de ionización 

en función del pH. El porcentaje del grado de ionización (GI) se ajustó según la Ecuación 3.2.2, 

estableciendo la relación de absorbancias (a la longitud de onda de máxima absorción) de las 

Tabla 3.2.1: Composición de las soluciones reguladoras de pH. 

mL Reactivo 1 M mL Reactivo 2 M

1,20 2,5 KCl 0,2 4,24

2,90 1,28

4,40 0,33 0,2

5,80 0,36 0,1

6,50 0,69

7,40 1,95

8,00 1,03

9,00 0,23

11,0 NaHCO3 2,27

11,3 Na2HPO4 0,37

12,0 0,60

12,5 2,04

13,0 6,60

13,2 7,50

Bórax

2,5 KCl 

5,0

KC8H5O4 

KH2PO4

0,1

Composición
pH

0,2

0,2

NaOH

0,2

0,2 NaOH 

HCl  

HCl  0,025

0,2

0,05
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especies catiónicas y neutras (Abs λ ácido/Abs λ base) a los diferentes valores de pH ensayados 

1,47. 

 

𝐺𝐼 =  
(

𝐴𝑏𝑠 𝜆 á𝑐𝑖𝑑𝑜

𝐴𝑏𝑠 𝜆 𝑏𝑎𝑠𝑒
)𝑝𝐻−(

𝐴𝑏𝑠 𝜆 á𝑐𝑖𝑑𝑜

𝐴𝑏𝑠 𝜆 𝑏𝑎𝑠𝑒
)𝑝𝐻 𝑚𝑎𝑦𝑜𝑟

(
𝐴𝑏𝑠 𝜆 á𝑐𝑖𝑑𝑜

𝐴𝑏𝑠 𝜆 𝑏𝑎𝑠𝑒
)𝑝𝐻 𝑚𝑒𝑛𝑜𝑟−(

𝐴𝑏𝑠 𝜆 á𝑐𝑖𝑑𝑜

𝐴𝑏𝑠 𝜆 𝑏𝑎𝑠𝑒
)𝑝𝐻 𝑚𝑎𝑦𝑜𝑟

 𝑥 100                  Ecuación 3.2.2 

 

3.2.2. Resultados y discusión 

 

La constante de ionización se determinó a partir del pH atribuible al 50 % de la ionización del 

Fs (Figura 3.2.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.2: Representación gráfica del grado de ionización en función del pH. (A) TBO, 

(B) TBOBr2 y (C) AzCBr2.  
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Los valores de pKa correspondientes a TBO, TBOBr2 y AzCBr2 se muestran en la Tabla 3.2.2.  

 

 

Diversos autores señalan datos de pKa para TBO y AzC comercial igual a 11,6 y 11,5 

respectivamente, lo cual brinda confiabilidad a los resultados obtenidos 38,48. 

Los valores de pKa correspondientes a los nuevos Fs permiten observar que la introducción de 

dos átomos de bromo en las estructuras de TBO y AzC, disminuye hasta 4 unidades con 

relación al prototipo. Este fenómeno está asociado con la electronegatividad del sustituyente 

bromo que por efecto inductivo desplaza la nube de electrones e incrementa la fuerza del 

ácido 49,50. Antecedentes bibliográficos indican que con la incorporación de átomos de 

halógenos en la estructura química los valores de pKa son menores 51,52. Esta disminución que 

presentan los nuevos Fs dibromados podría resultar prometedora ya que en el sistema 

biológico se combinarían especies neutras y catiónicas. Esta situación permitiría la 

incorporación y acumulación de TBOBr2 y AzCBr2 en diferentes condiciones fisiológicas, 

favoreciendo la selectividad y la posible aplicación en TFD y TFDA 50.   

 

3.3. ESTABILIDAD FOTOQUÍMICA 

 

La estabilidad fotoquímica de un Fs es una propiedad que tiene incidencia en la seguridad y 

eficacia del tratamiento fotodinámico. La degradación del compuesto disminuye la 

biodisponibilidad, modifica la intensidad de absorción y/o fluorescencia inicial, influye en la 

reactividad fotoquímica y puede conducir a la formación de productos tóxicos 15.  

Tabla 3.2.2: Valores de pKa obtenidos experimentalmente.  

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

Fs pKa

TBO 11,34  0,01

TBOBr2 6,78  0,06

*AzC 11,5

AzCBr2 7,48  0,08
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Diferentes autores sostienen que se requiere una óptima fotoestabilidad de los Fs que se 

aplican a la detección tumoral mediante TFD lo que permite un monitoreo de las células 

malignas durante periodos prolongados 53,54 .  

Varios trabajos científicos relativos a estudios de Fs porfirínicos y no porfirínicos establecen 

una correlación entre la estabilidad fotoquímica y la eficacia fotodinámica 16,55,56. La mayoría 

de los fármacos fotosensibles correspondientes a la familia de las porfirinas, clorinas y 

ftalocianinas que se aplican en TFD, no son fotoestables. Tanto en soluciones simples como 

en entornos complejos, los Fs sufren modificaciones inducidas por la luz lo que conduce a una 

disminución de la absorción inicial y de la intensidad de fluorescencia. Este proceso se 

denomina fotodegradación o fotoblanqueo y se define como la transformación química de la 

sustancia fotosensibilizadora al ser irradiada con luz (fototransformación) conduciendo a la 

formación de nuevos fotoproductos absorbentes 57. Por otra parte el trabajo realizado por 

Gomes y col., indica que algunas porfirinas presentan alta fotoestabilidad y muy buena 

generación de 1O2, siendo por lo tanto eficientes Fs para su aplicación en TFDA 58. 

En este contexto numerosos autores sugieren que es relevante determinar la fotoestabilidad 

de nuevos fármacos ya que se relaciona fuertemente con la eficacia fotodinámica 16,55,56,59. 

Además los estudios de la estabilidad fotoquímica de MB y nuevos derivados de este 

precursor, indican que aquellos compuestos más inestables presentan una menor 

fototoxicidad 60. 

Antecedentes previos señalan que los Fs fenotiazínicos son estables fotoquímicamente en 

condiciones fisiológicas 1,61 por lo cual en este trabajo de Tesis se evaluó la estabilidad 

fotoquímica de TBO y los derivados dibromados, TBOBr2 y AzCBr2 (sección 3.3.1). 

 

3.3.1. Materiales y métodos 

 

La estabilidad fotoquímica de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 se determinó empleando un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-Visible 160A y una celda de cuarzo de 1 cm de paso óptico 

(Sigma) 62,63. Los Fs se evaluaron a una concentración aproximada de 10-5 M en solución 

fisiológica:DMF (80:20 v/v). El empleo de DMF como cosolvente es debido a la baja solubilidad 

acuosa de los derivados dibromados y la solución fisiológica de NaCl 0,9 % presenta la misma 

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

región visible del espectro electromagnético (luz blanca fría). La intensidad de irradiación, a 5 

cm de distancia, fue de 8,4 mW/cm2 por un periodo de 150 min. La dosis total de luz 

determinada por la intensidad de la lámpara, la distancia de irradiación y el tiempo de 

exposición fue de 75,6 J/cm2 64. Los ensayos se desarrollaron por duplicado y los resultados se 

procesaron aplicando el programa OriginPro 8 SR0. 

 

3.3.2. Resultados y discusión 

 

La representación gráfica de la absorbancia en función del tiempo de irradiación permitió 

determinar que TBO, TBOBr2 y AzCBr2 son fotoestables en las condiciones ensayadas (Figura 

3.3.1). El análisis de los resultados obtenidos indica que la incorporación de dos átomos de 

bromo en las estructuras de TBO y AzC no influyó en la estabilidad fotoquímica de esta familia 

de compuestos (Figura 3.3.1 A, B y C). 

Algunos estudios relacionados a la fotoestabilidad de los Fs fenotiazínicos señalan algunas 

discrepancias que es oportuno destacar. El trabajo publicado por Felgenträger y col., indica 

que MB es estable fotoquímicamente cuando se compara con una serie de nuevos derivados 

60. Por otra parte nuestro grupo de investigación demostró que el compuesto monobromado 

de AzB (AzBBr) es más fotoinestable que su precursor en las condiciones experimentales antes 

descriptas 1. También se estudió la fotoestabilidad de Th y su derivado dibromado, indicando 

que éste presenta mayor estabilidad fotoquímica que su reactivo de partida 2. Los resultados 

obtenidos en el desarrollo de esta Tesis Doctoral evidenciaron que TBOBr2 y AzCBr2 son 

estables fotoquímicamente. 

Los antecedentes bibliográficos señalan que los derivados dibromados de otras familias de 

compuestos, tales como BODIPYs y aza-BODIPYs, presentan fotoestabilidad aún en diferentes 

condiciones experimentales de irradiación (tiempo y fuentes de luz), solventes (metanol, 

etanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano entre otros) y soluciones acuosas 65,66. 

Por lo expuesto, los resultados obtenidos para TBOBr2 y AzCBr2 son promisorios para su 

potencial aplicación en TFD y TFDA. 
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3.4. PRODUCCIÓN DE OXÍGENO SINGLETE 

 

El primer estado electrónicamente excitado del oxígeno molecular (O2) denominado oxígeno 

singlete (1O2) es la principal especie citotóxica generada en la TFD y TFDA 67.  

Figura 3.3.1: Representación gráfica de absorbancia en función del tiempo de irradiación. (A) 

TBO, (B) TBOBr2 y (C) AzCBr2. 
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La TFDA es en la actualidad un proceso eficaz frente a diferentes microorganismos tales como 

virus, bacterias, protozoos y hongos. El 1O2 constituye una especie altamente tóxica que 

produce daño en la célula microbiana atacando los lípidos de la membrana, proteínas, ácidos 

nucleicos y otros componentes celulares 68.  

La muerte microbiana y el daño celular se produce a través de tres mecanismos: inactivación 

de enzimas y proteínas esenciales, daño en el ADN y deterioro de la membrana celular. 

También se incluyen entre otros el entrecruzamiento entre proteínas, un importante daño 

oxidativo de los ácidos nucleicos y la oxidación de los lípidos de membrana y aminoácidos con 

la subsiguiente alteración del normal funcionamiento del metabolismo del patógeno 69.  

El 1O2 cataliza una serie de reacciones químicas en cadena que derivan en la disrupción de la 

membrana plasmática, alteraciones en las proteínas y el material genético de las células 

microbianas a través de una vía oxidativa no tóxica para el huésped. Esto es consecuencia de 

los mecanismos más complejos de protección desarrollados por las células eucariotas. Los 

organismos constituidos por éstas han generado un sistema endógeno, enzimático y no 

enzimático, que evita el daño oxidativo producido por diferentes EROs en respuesta al proceso 

de respiración aeróbica 70. 

La TFD aplicada a patologías oncológicas y no oncológicas se caracteriza por la selectividad del 

Fs frente a las células malignas como se expuso en el capítulo 1 sección 1.3. Al irradiar solo la 

zona a tratar se produce la activación del Fs con la consecuente formación de diferentes EROs 

(1O2 o radicales libres), responsables de la destrucción celular y tejidos tumorales 71. 

El 1O2 es una de las especies más relevantes biológicamente capaz de reaccionar de manera 

eficaz con los componentes celulares. La mayoría de las biomoléculas presentan elementos 

insaturados en su estructura que son excelentes sustratos para el 1O2. Tal es el caso de la 

guanina (base nitrogenada presente en el ADN), ácidos grasos poliinsaturados, colesterol 

(lípidos de la membrana plasmática) y numerosos aminoácidos incluido el triptófano, tirosina, 

histidina, metionina y cisteína (componentes estructurales de las proteínas). La interacción 

entre el 1O2 y estos componentes celulares genera una importante oxidación de los ácidos 

nucleicos, lípidos insaturados de membrana y/o proteínas 72. 

Antecedentes bibliográficos recientes indican que el daño oxidativo a nivel del ADN causado 

por la aplicación de la TFD involucra principalmente la reacción entre el 1O2 y la base 

nitrogenada guanina, la cual presenta el menor potencial de oxidación. Esta reacción conduce 
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a la formación de varios intermediarios entre los que se destaca 8-oxo-7,8-dihidroguanina, el 

cual se incorpora al ADN pudiendo alterar la replicación del mismo 73,74. 

La reacción de 1O2 con lípidos insaturados presentes en la membrana plasmática, conlleva a 

la formación de hidroperóxidos lipídicos (reacciones eno) que podrían generar consecuencias 

severas. Éstos son inestables y desencadenan reacciones de peroxidación en cadena, cuya 

formación en el interior de la bicapa lipídica altera la estructura y función de las membranas 

conduciendo a la lesión y muerte celular 75–77. 

Por otra parte los aminoácidos triptófano, tirosina, histidina, metionina, cisteína y cistina 

presentes en diferentes proteínas se oxidan significativamente en presencia de 1O2 a pH 

fisiológico dando origen a diferentes hidroperóxidos y endoperóxidos 19,76,78 . 

Todos los mecanismos antes mencionados indican que el estrés oxidativo causado por el 

tratamiento fotodinámico puede ocasionar una alteración en la permeabilidad de las 

membranas celulares, causar daño e inestabilidad a nivel genómico, disminuir la actividad de 

ciertas enzimas y generar proteínas más susceptibles a la degradación proteolítica. Estas 

alteraciones afectan al metabolismo celular e inducen a la muerte por apoptosis o necrosis 79. 

La interpretación cuantitativa del efecto fotodinámico en los sistemas biológicos y la acción 

antimicrobiana de los Fs requieren la determinación del rendimiento cuántico de formación 

de oxígeno singlete (ф∆) 80. Esta propiedad involucra la eficiencia del Fs frente a un impacto 

lumínico para transformar el O2 (estado fundamental) en 1O2 81.  

El valor de ф∆ de un Fs se evalúa de modo directo mediante la determinación por luminiscencia 

del 1O2 generado, midiendo la fosforescencia resuelta en el tiempo a 1270 nm. Las 

metodologías indirectas se basan en una reacción química que se desarrolla entre el 1O2 y una 

molécula que actúa como atrapador químico del 1O2. Ésta produce la descomposición del 

sustrato químico que se evalúa mediante diferentes metodologías tales como RMN, 

espectrofotometría de absorción UV-Visible o fluorescencia. La disminución de la 

concentración del atrapador químico está directamente relacionada con la cantidad de 1O2. 

Los compuestos más utilizados como atrapadores del 1O2 son: 1,3-difenilisobenzofurano, 

triptófano, 9,10-dimetilantraceno (DMA), ácido 9,10-antracenodipropiónico y ácido 

dimalónico de 9,10-dimetilantraceno (ABDA, por sus siglas en inglés), entre otros 82–84. 

La determinación del valor de ф∆ de los nuevos Fs se desarrolló aplicando las metodologías 

descriptas en 3.4.1 y 3.4.2. 
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3.4.1. Metodología directa: Luminiscencia del oxígeno singlete 

  

3.4.1.1. Materiales y métodos 

 

Este ensayo se desarrolló en un equipo de láser flash fotólisis y los valores de ф∆ se 

determinaron mediante el análisis de fosforescencia a tiempo cero, con posterioridad a la 

excitación de los Fs, aplicando diferentes intensidades de irradiación. Se prepararon 

soluciones de los fotosensibilizadores TBO, TBOBr2 y AzCBr2 en DMF (solvente 

monomerizante) con valores de absorbancia próximos a 0,3 (λmax= 532 nm). La elección del 

solvente se sustenta en antecedentes bibliográficos que indican que la especie monomérica 

de los Fs tiazínicos presentarían un mayor valor de ф∆  en comparación con sus respectivas 

especies agregadas (dímeros, trímeros y agregados de orden superior) 85–87. La evaluación 

correspondiente a los agregados se realizó en agua deuterada (D2O), la cual aumenta el 

tiempo de vida del 1O2 facilitando la detección 88.  

Los ensayos de agregación relativos a los nuevos Fs se presentan en el capítulo 4, sección 4.3.1. 

Todas las determinaciones se realizaron empleando Rosa de Bengala (RB) como referencia, 

cuyo máximo de absorción a 562 nm es comparable a la longitud de onda atribuible a las 

especies monoméricas de los Fs tiazínicos 89. 

Las soluciones se prepararon a la concentración de los agentes Fs correspondientes a un valor 

de absorbancia ≈ 0,3 a la longitud de onda de excitación. Las muestras se irradiaron a 532 nm 

con pulsos de 18 ns utilizando un láser de Nd: YAG (Spectron Laser SL400). La luz emitida por 

el láser se filtró apropiadamente a fin de variar la energía de irradiación que es proporcional 

a la transmitancia porcentual (T%) del filtro utilizado. La emisión fosforescente del 1O2 

generado se detectó a 1270 nm con posterioridad a los 4-6 µs del impulso láser utilizando un 

detector de germanio amplificado (Judson J16/8SP). La salida del detector se acopló a un 

osciloscopio digital y a una computadora que permitió realizar el procesamiento de datos. Se 

promediaron las señales de 10 pulsos del láser y la traza obtenida se ajustó a una función 

monoexponencial de tiempo caracterizado por el valor de ф∆. 

La representación gráfica de la intensidad de la fosforescencia de 1O2 a tiempo cero (I0) en 

función de la T% permitió determinar la pendiente (𝑝) correspondiente a cada uno de los 

compuestos ensayados (Ecuación 3.4.1). Aplicando la Ecuación 3.4.2 se calculó el valor de ф∆ 
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comparando las (𝑝) obtenidas para los Fs, la referencia (RB) y los valores de absorbancia a la 

λmax (Aλ) correspondientes. Los datos se procesaron utilizando el programa OriginPro 8 SR0. 

 

𝐼0 = 𝑝 𝑇%      Ecuación 3.4.1                                     ф∆
𝑆𝑒𝑛𝑠 =

ф∆
𝑅𝑒𝑓

 𝑝𝑆𝑒𝑛𝑠 𝐴𝜆
𝑅𝑒𝑓

𝑝𝑅𝑒𝑓 𝐴𝜆
𝑆𝑒𝑛𝑠       Ecuación 3.4.2 

 

3.4.1.2. Resultados y discusión 

 

La producción de 1O2 de TBO, TBOBr2, AzCBr2 y RB se evaluó mediante luminiscencia en DMF 

y D2O. Los resultados obtenidos en DMF para las especies monoméricas de los nuevos Fs 

indicaron una importante dispersión (Figura 3.4.1), que se representa en los valores de 

coeficiente de correlación (r2) obtenidos en el ajuste lineal de los datos. 

 

 

Los espectros de fosforescencia obtenidos en DMF para RB, TBO y TBOBr2 a una energía de 

irradiación (E) equivalente a 7,4 %, 12,3 % y 7,4 % de transmitancia respectivamente, se 

muestran en la Figura 3.4.2. La representación gráfica de fosforescencia de 1O2 resuelta en el 

tiempo para la referencia RB, muestra un tiempo de vida del 1O2 (τ) de 10 µs (Figura 3.4.2 A) 

consistente con el informado en bibliografía 90–92. Los resultados correspondientes a TBO y 

TBOBr2 indicaron en ambos casos, un τ menor a 6 µs (Figuras 3.4.2 B y C). Estas 

Figura 3.4.1: Gráfico de I0 en función de % de transmitancia correspondiente a la referencia y 

los nuevos Fs. 
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determinaciones están en el límite de detección del sistema y explican la dispersión que se 

observa en la Figura 3.4.1. Las condiciones experimentales evaluadas y la metodología 

aplicada no permitieron calcular el valor de ф∆ de los nuevos Fs. 

 

 

Numerosas referencias bibliográficas señalan una interacción entre el 1O2 y un compuesto 

desactivante o quencher que conduce a la formación de un complejo excitado, denominado 

exciplejo, el cual se desactiva mediante distintos procedimientos que involucran transferencia 

de energía o reacciones químicas 93,94. 

Los mecanismos que implican transferencia de energía se denominan desactivación física y se 

caracterizan por la formación de un complejo o exciplejo entre el 1O2 en el estado triplete 
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excitado y el compuesto desactivante en el estado fundamental. La desactivación por 

quenchers físicos no genera nuevos productos de reacción 95,96. 

Por otra parte el mecanismo correspondiente a la reacción química entre el quencher y el 1O2 

es conocido como desactivación química. Generalmente en estos casos la molécula 

desactivante se oxida dando origen a diferentes productos de degradación 97,98. 

Numerosas publicaciones científicas indican que aminas alifáticas y aromáticas, hidrazinas, 

fenoles, metoxibencenos y numerosos compuestos biológicos (vitamina E, porfirinas, 

ascorbato y aminoácidos) actúan como desactivantes físicos del 1O2 mediado por la 

transferencia reversible de carga que involucra la formación de un exciplejo con transferencia 

parcial de electrones (Figura 3.4.3) 96,99–103. 

 

 

Las aminas primarias y derivados de anilinas son efectivos inhibidores físicos del 1O2 99,104. Los 

Fs tiazínicos y los nuevos derivados dibromados presentan en sus estructuras químicas estos 

grupos químicos (Figura 3.4.4), por lo cual podrían actuar tanto como Fs y desactivantes físicos 

del 1O2 105 impidiendo la determinación del valor de ф∆. 

 

 

Además cabe agregar que los ensayos desarrollados en D2O donde predominan las especies 

agregadas correspondientes a los Fs dibromados, indicaron severos problemas de solubilidad 

imposibilitando la reproducibilidad del ensayo y en consecuencia la determinación del valor 

de ф∆. 

Figura 3.4.3: Esquema representativo de la desactivación física del 1O2 por aminas, 

mediante la transferencia parcial de electrones (formación de un exciplejo). 
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Por lo expuesto, se procedió a aplicar metodologías indirectas para la evaluación de la 

producción de 1O2 de TBOBr2 y AzCBr2. 

 

3.4.2. Metodologías indirectas: Fotooxidación de ácido dimalónico de 9,10-

dimetilantraceno y 9,10-dimetilantraceno 

 

3.4.2.1. Materiales y métodos 

 

Las metodologías indirectas aplicables a la determinación del valor de ф∆ requirieron la 

preparación de soluciones de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 en agua Milli-Q y el atrapador químico de 

1O2 denominado ácido dimalónico de 9,10-dimetilantraceno (ABDA, por sus siglas en inglés). 

También fue necesario disolver los Fs en DMF y DMF:ácido acético glacial (DMF:HAc) 

empleando en este caso 9,10-dimetilantraceno (DMA, por sus siglas en inglés) como atrapador 

del 1O2 en solvente orgánico. El empleo de ABDA y DMA (Figura 3.4.5) se corresponde con la 

mayor solubilidad de cada atrapador de 1O2 en los medios evaluados. Las soluciones de los Fs, 

ABDA y DMA se prepararon a valores de concentración correspondientes a absorbancias de 

0,2; 0,3 y 0,6 respectivamente (a la λmax) 2,106. La irradiación se realizó con una lámpara Led 

Osram Parathom® de 5 W por un tiempo total de 360 segundos a una distancia de 5 cm de la 

muestra (Dosis de Luz= 8,4 mW/cm2). El decaimiento en los valores de absorbancia de ABDA 

y DMA a 379 nm se determinó en un espectrofotómetro Shimadzu UV-Visible 160A a 

intervalos de 30 y 60 segundos. Las constantes de velocidad observadas (Kobs) se determinaron 

mediante el ajuste lineal de la representación gráfica del Ln (A0/ At) en función del tiempo de 

irradiación. Los valores de A0 y At corresponden a los valores de absorbancia de ABDA o DMA 

a tiempo cero y diferentes de cero.  

El valor de ф∆ en soluciones acuosas y solventes orgánicos se determinó aplicando la Ecuación 

3.4.3, siendo Abs0 la absorbancia inicial a la λmax correspondiente a cada compuesto, Ref la 

referencia (TBO) y Fs el fotosensibilizador a evaluar. Los ensayos se realizaron por duplicado y 

los datos fueron procesados con el programa OriginPro 8 SRO (OriginLab Corporation). Como 

etapa previa se corroboró que los Fs, ABDA y DMA no presentaran fotodescomposición en las 

condiciones del diseño experimental. 
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3.4.2.2. Resultados y discusión  

 

3.4.2.2.1. Fotooxidación de ácido dimalónico de 9,10-dimetilantraceno en N,N-

dimetilformamida 

 

La determinación de los valores de ф∆ en soluciones acuosas correspondientes a los Fs 

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

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

 

 

Los resultados obtenidos indican que en las condiciones ensayadas los nuevos Fs dibromados 

no son mejores productores de 1O2 que TBO. Los espectros de absorción de TBO y TBOBr2 en 

agua y en soluciones acuosas de ABDA se muestran en la Figura 3.4.6. Se observan cambios 

A B

Figura 3.4.5: Estructuras químicas de los atrapadores de 1O2: A) ABDA y B) DMA. 

Tabla 3.4.1: Ensayo de fotodescomposición de ABDA en agua. 

Fs Abs0
Fs kobs (x10-4; s-1) ф∆

TBO 0,175±0,003 14,4±1,4 1,00

TBOBr2 0,20±0,01 1,2±0,5 0,08±0,03

AzCBr2 0,203±0,005 2,5±0,2 0,15±0,02
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en las curvas espectrales de los Fs con un desplazamiento de la longitud de onda de máxima 

absorción de 3 nm para TBO (Figura 3.4.6 A y B) y de 33 nm para los derivados dibromados de 

TBO (Figura 3.4.6 C y D) y AzC (Figura 3.4.6 E y F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4.6: Espectros de absorción de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 en agua (A, C y E) y en 

solución acuosa de ABDA (B, D y F). 
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Los estudios realizados por Lei W. y col., indican que ABDA en soluciones acuosas neutras está 

totalmente desprotonado (presenta 4 cargas negativas en su estructura) y formaría un 

complejo (Figura 3.4.7) por atracción electrostática e interacciones π-π con Coralyne, que 

presenta carga positiva y una estructura aromática plana (semejante a los compuestos 

tiazínicos) 107. 

Los trabajos científicos publicados por Wu H. y col. y Martinez G.R. y col., proponen que los 

atrapadores de 1O2 aniónicos y solubles en agua, interaccionan con MB que presenta una 

estructura fenotiazínica al igual que TBO, TBOBr2 y AzCBr2 108,109. 

 

 

Por otra parte los autores Nardello V. y col. demostraron que los atrapadores aniónicos típicos 

como difenilantraceno-2,3,6,7-tetracarboxilato de potasio (DPATC) y difenilantraceno-2,7-

disulfonato de sodio (DPADS) interaccionan con MB modificando la curva espectral y por 

consiguiente la eficiencia del Fs 110. En la Figura 3.4.8 se muestran las curvas espectrales 

correspondientes a MB con el agregado de atrapadores aniónicos del 1O2 tales como DPATC y 

DPADS, observando en todos los casos un cambio en la longitud de onda de máxima absorción. 

 

 

 

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

2
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La bibliografía respaldatoria permitió inferir que en las condiciones experimentales ensayadas, 

los nuevos Fs tiazínicos catiónicos podrían formar un complejo con ABDA mediante 

atracciones electrostáticas e interacciones π-π. Esto se evidenció en las curvas espectrales 

registradas tanto en agua como en solución acuosa de ABDA (Figura 3.4.6). 

 

3.4.2.2.2. Fotooxidación de 9,10-dimetilantraceno en N,N-dimetilformamida 

 

Antecedentes bibliográficos indican que los monómeros de diferentes Fs son más fotoactivos 

que los respectivos agregados 1,111,112, por lo cual la producción de 1O2 de las especies 

monoméricas de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 se determinó en DMF (solvente monomerizante) 113–

115. Los resultados obtenidos que se muestran en la Tabla 3.4.2 evidencian una disminución 

en los valores de ф∆ de los nuevos derivados dibromados con relación a TBO.  
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Figura 3.4.8: Espectros UV-Visible en H2O Nardello y col. a) MB 3x10 -5 M; b) MB en presencia 

de DPATC 1x10 -2 M y c) MB en presencia de DPADS 1x10 -2 M.  

Tabla 3.4.2: Fotodescomposición de DMA en DMF. 

Fs Abs0
Fs kobs (x10-4; s-1) ф∆

TBO 0,200±0,003 22,3±2,0 1,00

TBOBr2 0,202±0,002 2,1±0,1 0,095±0,002

AzCBr2 0,305±0,004 1,33±0,02 0,039±0,003
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El análisis de las curvas espectrales (Figura 3.4.9) muestra que en DMF, TBO presenta dos 

bandas de absorción mientras que TBOBr2 y AzCBr2 una única banda, a 484 nm y 504 nm 

respectivamente. 

 

 

Los resultados obtenidos indican que TBO en DMF presenta un equilibrio entre las especies 

monomérica y agregada, en tanto que los nuevos derivados dibromados estarían presentes 

solo como monómeros. Los valores de ф∆ determinados señalan que las especies 

monoméricas podrían interactuar con DMA, disminuyendo su fotodegradación y en 

consecuencia el valor de ф∆ de los nuevos compuestos 89. De lo expuesto se desprende la 

necesidad de un diseño experimental que permita, para todos los Fs, la presencia de una única 

especie con el objetivo de realizar una correcta comparación y evitar la potencial interacción 

con DMA. 

 

3.4.2.2.3. Fotooxidación de 9,10-dimetilantraceno en N,N-dimetilformamida con ácido 

acético 

 

En este caso los Fs se evaluaron en DMF con el agregado de ácido ácético (DMF-HAc) a fin de 

desplazar el equilibrio hacia una única especie agregada lo que se evidenció por 

espectrofotometría UV-Visible (Figura 3.4.10). 

Figura 3.4.9: Espectros de absorción UV-Visible de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 en DMF. 
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Las evaluaciones en DMF-HAc demostraron que la única especie preponderante 

correspondería a la forma agregada de los Fs, determinando que los derivados dibromados 

TBOBr2 y AzCBr2 presentaron valores de ф∆ comparables o superiores a TBO.  

Los valores de ф∆ obtenidos en estas condiciones experimentales se muestran en la Tabla 

3.4.3. Se observó que AzCBr2 presentó una mayor producción de 1O2 en comparación con la 

referencia TBO. 

  

 

Los resultados obtenidos  para la fotodescomposición de DMA,  correspondientes a los Fs 

dibromados en DMF-HAc podría explicarse por “efecto del átomo pesado” ya que la 

introducción de halógenos, genera un incremento de las transiciones del estado singlete 

excitado al estado triplete excitado (cruce entre sistemas) y en consecuencia, en la producción 

de 1O2 116–118. 

Tabla 3.4.3: Fotodescomposición de DMA en DMF-HAc. 

Fs Abs0
Fs kobs (x10-3; s-1) ф∆

TBO 0,20±0,01 3,2±0,2 1,00

TBOBr2 0,208±0,001 2,7±0,4 0,81±0,10

AzCBr2 0,30±0,02 7,5±0,5 1,562±0,001

Figura 3.4.10: Espectros de Absorción UV-Visible de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 en DMF-HAc. 
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Estos resultados se corresponden con lo observado por Vara J. y col. para los derivados AzB y 

AzBBr aplicando la metodología indirecta (fotodescomposición de DMA) y directa 

(luminiscencia de 1O2). Los autores señalan un valor de ф∆ significativamente menor en 

presencia de los monómeros, lo cual se sustenta en que el estado excitado de los Fs 

interacciona con DMA disminuyendo la fotodegradación. Esta interacción con el atrapador de 

1O2 no se observa con el predominio de las especies agregadas 89.  

 

3.5. CONCLUSIONES PARCIALES 

 

La evaluación de las propiedades fisicoquímicas y fotoquímicas de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 de 

relevancia biológica y farmacéutica, permitieron inferir la eficacia de estos compuestos como 

potenciales Fs. 

La determinación del pKa correspondiente a TBOBr2 y AzCBr2 demostró que la introducción de 

átomos de bromo produce una disminución de hasta cuatro unidades con relación a los 

respectivos precursores. Estos resultados señalan que en medios fisiológicos los nuevos 

derivados estarían presentes como una combinación de especies neutras y catiónicas, 

permitiendo la incorporación y acumulación en diferentes células blanco. 

Con relación a la estabilidad fotoquímica, se demostró que la incorporación de átomos de 

bromo en las moléculas de TBO y AzC no influyó en la fotoestabilidad de los nuevos agentes 

terapéuticos. Antecedentes bibliográficos indican una importante correlación entre Fs 

fotoestables y eficacia fotodinámica. Los agentes fototerapéuticos que presentan una óptima 

estabilidad fotoquímica, generalmente son buenos productores de EROs y por lo tanto 

responsables del daño celular en TFD y TFDA 119,120. 

En las condiciones experimentales ensayadas (fotodescomposición de ABDA en medio acuoso) 

los Fs tiazínicos catiónicos formarían un complejo con ABDA mediante interacciones 

electrostáticas y π-π, lo cual imposibilitó una determinación confiable del ф∆. En tal sentido, 

los ensayos realizados en DMF-HAc, revelaron la presencia de una única especie agregada para 

TBOBr2 y AzCBr2 presentando ф∆ comparables o significativamente superiores a TBO, lo cual 

es un resultado promisorio para futuras aplicaciones en TFD y TFDA.  
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4.1. INTRODUCCIÓN 

 

La agregación que experimentan los compuestos químicos implica la asociación entre 

moléculas individuales (monómeros), cuyo ensamble, conduce a la formación de dímeros y 

agregados de orden superior. Estos eventos tienen lugar cuando las interacciones 

intermoleculares son energéticamente más favorables que aquellas entre las moléculas del 

compuesto y el solvente. Este fenómeno puede involucrar la interacción entre dos o más 

moléculas de diferentes sustratos (hetero-agregación), no obstante la mayoría de los ejemplos 

estudiados implican la autoagregación 1. 

La teoría del excitón molecular relativa al acoplamiento dipolo-dipolo es una de las 

herramientas que permite explicar la formación de los diferentes tipos de agregados 

moleculares. Según este modelo los agregados paralelos (agregados H) exhiben una banda de 

absorción a longitudes de onda más cortas que sus monómeros, mientras que los agregados 

de cabeza-cola (agregados J) presentan una banda de absorción a longitudes de onda mayores 

en relación con la especie monomérica (Figura 4.1) 2–4. 

 

 

Figura 4.1: Formación de diferentes tipos de agregados moleculares. 
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Las moléculas agregadas se mantienen unidas por fuerzas de interacción débiles que pueden 

incluir enlaces de hidrógeno, fuerzas de Van der Waals e interacciones π-π, electrostáticas o 

hidrofóbicas dependiendo de las características estructurales de las mismas 5,6.  

La asociación molecular puede ser fuertemente afectada por varios parámetros tales como la 

estructura y concentración del compuesto, temperatura, fuerza iónica y naturaleza del 

solvente (orgánico, acuoso o mezclas de ambos) 7,8. 

Con relación a la estructura química es importante destacar que el fenómeno de agregación 

está asociado a la planaridad molecular. Claramente, cuanto mayor es ésta, más favorecidas 

están las interacciones de diferentes tipos las cuales provocan un aumento de la agregación 

9,10. 

Los Fs fenotiazínicos son moléculas catiónicas compuestas por un sistema aromático tricíclico 

plano que actúa como cromóforo 11–13. Los Fs TBO, TBOBr2 y AzCBr2 pertenecen a esta familia 

siendo importante evaluar el fenómeno de agregación. Éste tiende a aumentar con el 

incremento de la fuerza iónica del medio o la concentración del compuesto 14. Por otro lado, 

el mismo disminuye con el aumento de la temperatura o la adición de solventes orgánicos 

8,15,16. Además, grupos del tipo sulfonato en la estructura del compuesto pueden disminuir la 

agregación, en tanto que las cadenas alquílicas producen un aumento debido al incremento 

de las interacciones hidrofóbicas en solución 6,17. 

El diseño de Fs que presenten un reducido comportamiento de agregación se logra mediante 

la inclusión de grupos químicos voluminosos y/o cargados causando una mayor repulsión 

intermolecular. 

Las moléculas que conforman el agregado no son impactadas por la luz incidente por lo tanto, 

la fotosensibilización es solo posible en la superficie siendo menor la transferencia de energía 

al oxígeno 18,19. 

Por otro lado se podría esperar que las especies monoméricas, a diferencia de los agregados, 

interaccionen con las biomoléculas (ácidos nucleicos, proteínas, entre otras) de forma más 

efectiva como consecuencia del menor volumen que presentan 20–22. 

En TFD y TFDA se requiere una concentración adecuada del Fs en el sitio de acción para 

producir daño a nivel celular. La formación de agregados podría alterar significativamente la 

actividad biológica siendo las especies monoméricas más fotoactivas 6,23. La presencia de los 

agregados juega un papel importante en procesos químicos y biológicos. 
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La agregación de compuestos fenotiazínicos es un fenómeno conocido y numerosos 

investigadores han reportado datos espectrales, en particular de MB en solución acuosa 24–26. 

Los antecedentes bibliográficos sugieren para los derivados fenotiazínicos, la formación de 

dímeros y agregados de orden superior 6,27,28. 

Numerosos reportes indican que la presencia de agregados en diferentes medios produce 

cambios significativos en los espectros de absorción y de emisión, impactando en la respuesta 

fotoquímica, ya que este fenómeno provoca una disminución en los rendimientos cuánticos 

de formación de los estados excitados y en consecuencia una menor generación de las 

diferentes EROs 29–32. 

Se ha encontrado que estudios de agregación relativos a compuestos fenotiazínicos, 

principalmente Th y MB, indican que los resultados obtenidos pueden ser inconsistentes y 

contradictorios 17. Por ejemplo, el máximo de absorción en solución acuosa para la especie 

monomérica de MB y Th se asignan a λ= 664 nm y λ= 600 nm respectivamente. Estos ensayos 

destacan que la forma monomérica está presente en soluciones acuosas a altas 

concentraciones del Fs 33,34. Otros investigadores señalan que la agregación está favorecida 

en medios acuosos ya que los Fs tiazínicos evidencian este fenómeno principalmente debido 

al carácter hidrofóbico de la estructura molecular 8,35,36. En nuestro grupo de investigación se 

corroboró el último comportamiento descripto a partir de diferentes estudios de agregación 

realizados en distintos medios 6. 

Por otra parte, en la actualidad se dispone de información relativa a la agregación de 

compuestos fenotiazínicos en solventes monomerizantes y a bajas concentraciones del Fs. 

Estos estudios permitieron identificar inequívocamente a la especie monomérica de Th, MB, 

AzB y de otras familias de Fs como azinas, oxazinas y oxazonas 6,30,37. 

Teniendo presente la importancia del estado de agregación de los Fs para su aplicación en TFD 

y TFDA, se desarrollaron estudios de agregación de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 en diferentes medios 

y en función de la concentración de Fs con el objetivo de identificar las especies 

predominantes. 

 

4.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

TBO (Certificado Aldrich, Nº CAS: 92-31-9, Lote 19804BA-472) se utilizó sin purificación previa, 

mientras que TBOBr2 y AzCBr2 fueron sintetizados y purificados mediante las metodologías 
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antes descriptas (capítulo 2, sección 2.3). La pureza de estos Fs fue corroborada por HPLC 

utilizando un cromatógrafo líquido Agilent 1100 Series, una columna Phenomenex Gemini C18 

110A de fase reversa (25 cm de longitud y 5 µm de tamaño de partícula) y como FM 

MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v. Se inyectaron volúmenes de muestra de 20 μL a 25ºC y una 

velocidad de flujo de 0,8 mL/min. La adquisición de los datos cromatográficos se realizó 

mediante el software Agilent ChemStation (Rev. B.03.01).  

Los estudios de agregación se desarrollaron en N,N-dimetilformamida (DMF), metanol 

(MeOH) y etanol (EtOH) de grado Pro-Análisis (Cicarelli, Sintorgan, Anedra y BioPack). Se 

utilizó agua ultrapura del sistema de purificación de agua Milli-Q (Millipore Corporation, 

EEUU) para la preparación de las soluciones acuosas y las mezclas DMF:H2O y EtOH:H2O.  

A partir de la solución madre correspondiente a cada Fs (0,4 mg/2 mL), se prepararon 

diferentes diluciones para obtener concentraciones en el rango de 1,31 µM-59,0 µM para TBO 

y 4,65 µM-233 µM para TBOBr2. También se analizó el comportamiento en mezclas DMF:H2O 

y EtOH:H2O a una concentración fija de Fs (TBO= 1,31 x10-5 M; TBOBr2= 4,67 x10-5 M y AzCBr2= 

1,99 x10-4 M) en proporciones de 0 % a 85 % H2O. Todos los ensayos se realizaron por 

duplicado empleando un espectrofotómetro Varian Cary 50. Las curvas espectrales se 

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

 

4.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.3.1. Evaluación de TBO y TBOBr2 en N,N-dimetilformamida 

 

Los espectros de absorción correspondientes a diferentes concentraciones de TBO en DMF 

(Figura 4.2.A) presentan dos bandas a 514 nm y 637 nm. Los datos bibliográficos indican que 

las especies monoméricas de estos compuestos absorben aproximadamente a 500 nm, lo cual 

permite señalar que la banda a 514 nm correspondería a la especie monomérica de TBO 6. Por 

otra parte, los monómeros de otras familias de Fs tales como azinas y oxazinas presentan 

máximos de absorción entre 470-480 nm 30,37. También es ampliamente conocido que DMF es 

un solvente que favorece la presencia de las especies monoméricas 38–41. 

El análisis del espectro de absorción normalizado de TBO (Figura 4.2.B) permite observar un 

equilibrio entre monómeros y agregados con el incremento de la banda a 637 nm en función 

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

concentraciones superiores a 20 μM, la forma agregada.  

 

 

Las especies monoméricas están presentes cuando las fuerzas que favorecen la solvatación 

son más intensas que las interacciones Fs-Fs 1,6,42. La estructura de TBO presenta un grupo 

amino primario cuyos átomos de hidrógeno podrían interactuar con las moléculas del 

disolvente, DMF en este caso 43–46. Esta experiencia permitió identificar la banda atribuible a 

la forma monomérica del Fs (λmax= 514 nm). 

Algunos estudios referidos al comportamiento de TBO asignan la banda de absorción a 631 

nm como correspondiente a la especie monomérica 26,47–51. Sin embargo, en estas 

investigaciones TBO no fue evaluado en solventes monomerizantes, tales como DMF y DMSO 

y en todos los casos se ensayaron concentraciones del Fs mayores a las estudiadas en esta 

Tesis Doctoral. Los estudios se desarrollaron en soluciones acuosas de polielectrólitos 52, 

surfactantes 48,50,51,53, biopolímeros 54, albumina sérica humana 47, materia orgánica natural 49, 

suspensiones bacterianas 26 y encapsulado en nanopartículas 55. Por lo expuesto, el análisis de 

TBO a diferentes concentraciones del Fs en un solvente monomerizante, en este caso DMF, 

permitió identificar la banda de absorción atribuible a la especie monomérica a 514 nm y la 

correspondiente al agregado a 637 nm.  

A B 

Figura 4.2: (A) Espectros de absorción de TBO en DMF en función de la concentración (6,55 

μM-59,0 μM). (B) Espectros de absorción normalizados a las longitudes de onda de máxima 

absorción. 
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Por otra parte, los espectros de absorción de TBOBr2 en DMF en función de la concentración 

(Figura 4.3.A) evidencian una única banda a 485 nm asignada a la especie monomérica. 

Los espectros de absorción normalizados a la longitud de onda de máxima absorción (Figura 

4.3.B) permiten corroborar la presencia del monómero observando a todas las 

concentraciones ensayadas, una única banda espectral. 

 

 

Antecedentes bibliográficos señalan que la agregación de diversos compuestos fotoactivables 

puede disminuir en solventes orgánicos mediante la sustitución periférica del Fs por largas 

cadenas alquílicas o sustituyentes voluminosos 19,30,37,56. Del mismo modo se conoce que DMF 

podría desestabilizar la forma agregada de los Fs por la disrupción de los enlaces puente 

hidrógeno intermoleculares 41. 

El estudio del comportamiento de agregación en DMF permitió identificar la presencia de la 

especie monomérica de TBO y corroborar para TBOBr2 que la bromación estabiliza el 

monómero y evita la formación de agregados. 

 

4.3.2. Evaluación de TBO y TBOBr2 en metanol 

 

Los espectros de absorción en función de la concentración de TBO en MeOH, solvente 

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

A B 

Figura 4.3: (A) Espectros de absorción de TBOBr2 en DMF en función de la concentración 

(4,65 μM-233 μM). (B) Espectros de absorción normalizados a la longitud de onda de 

máxima absorción de TBOBr2.  
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desviaciones de la ley de Lambert-Beer en compuestos orgánicos se atribuyen al fenómeno 

de agregación y esto se ha observado para rangos de concentración en el orden de 10-6 M a 

10-4 M 42,57–59. En el caso de TBO las concentraciones evaluadas cumplen con la ley Lambert-

Beer evidenciando la presencia de una única especie del Fs a la λmax= 625 nm. El rango de 

concentraciones ensayadas permitió identificar la especie agregada de TBO a 625 nm y 

establecer que el desplazamiento de las bandas de absorción en MeOH, a mayores longitudes 

de onda, corresponde a agregados J por comparación con la forma monomérica descripta en 

DMF (sección 4.3.1) 60–63.  

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

es la única especie presente en MeOH. 

 

 

Por otra parte, los espectros de absorción de TBOBr2 en MeOH (Figura 4.5.A y 4.5.B) 

evidenciaron una única banda correspondiente a la especie monomérica (λmax= 490 nm). Los 

resultados obtenidos confirman que el solvente orgánico favorece la disrupción de las 

especies agregadas 30,64–67. Este efecto podría atribuirse al impedimento estérico causado por 

la incorporación, en la estructura de TBO, de dos sustituyentes voluminosos como los átomos 

de bromo dificultando las interacciones intermoleculares que estabilizan la forma agregada 

6,68–71. 

A B 

Figura 4.4: (A) Espectros de absorción de TBO en función de la concentración (1,31 μM-13,1 

μM) en MeOH. (B) Espectros de absorción normalizados a la longitud de onda de máxima 

absorción de TBO. 
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Los resultados obtenidos en función de la concentración del Fs en MeOH, indicaron que para 

TBO se estabiliza la especie agregada y para TBOBr2 la forma monomérica.  

 

4.3.3. Evaluación de TBO y TBOBr2 en etanol 

 

La evaluación de TBO en EtOH presenta resultados comparables a los obtenidos en MeOH 

(Figura 4.4). El espectro de absorción en función de la concentración de TBO (Figura 4.6.A) 

evidenció una banda a 628 nm que correspondería a la forma agregada. La representación 

gráfica normalizada a la longitud de onda de máxima absorción (Figura 4.6.B) muestra una 

única banda atribuible a la especie agregada de TBO a todas las concentraciones evaluadas.  

A diferencia de lo observado en MeOH, en este medio, una ampliación de los espectros de 

absorción normalizados a la longitud de onda de máxima absorción entre 550 nm y 600 nm 

(Figura 4.6.C) evidenció que el aumento de la concentración de TBO ocasiona un incremento 

en los valores de absorbancia. Este comportamiento indica la formación de agregados de 

orden superior. Antecedentes bibliográficos señalan que los Fs fenotiazínicos siendo 

compuestos catiónicos tienden a agregarse en soluciones diluidas y conducen a la formación 

de dímeros e incluso agregados superiores 37,72,73.  
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Figura 4.5: (A) Espectros de absorción de TBOBr2 en función de la concentración (46,50 μM-

162,8 μM) en MeOH. (B) Espectros de absorción normalizados a la longitud de onda de 

máxima absorción de TBOBr2. 
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Analizando los espectros de absorción y en base a los datos de literatura, el hombro entre 550 

nm y 600 nm que se observa en la Figura 4.6.B, podría atribuirse a la formación de un agregado 

de orden mayor. 

Es importante señalar que la banda asignada al agregado de orden superior (λmax≈ 580 nm) se 

observó entre las bandas correspondientes a la especie monomérica (λmax= 514 nm, Figura 

4.2) y a la forma agregada (λmax= 628 nm). En el caso particular de TBO se detectó un 

desplazamiento batocrómico del agregado de orden superior en comparación con la banda 

monomérica e hipsocrómico con relación a la correspondiente al agregado. La mayoría de los 

Fs que experimentan agregación en solución presentan una tendencia entre éste fenómeno y 

el cambio espectral dependiendo de la orientación de las moléculas 74,75.  

Este efecto determina que algunos compuestos formen diferentes tetrámeros (ensambles 

tipo ladrillo, lineal o escalera) con desplazamientos hacia el rojo o azul del espectro 

Figura 4.6: (A) Espectro de absorción de TBO en función de la concentración (1,31 μM-13,1 

μM) en EtOH. (B) Espectros de absorción normalizados a la longitud de onda de máxima 

absorción. (C) Ampliación de los espectros de absorción normalizados (550 nm-600 nm). 
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electromagnético con relación a los correspondientes agregados de menor orden (dímeros 

y/o trímeros) y la especie monomérica 6,76.         

En el caso de TBOBr2 se evidenció una única banda a 489 nm en los espectros de absorción en 

función de la concentración del Fs en EtOH (Figura 4.7.A), lo que indicaría la presencia de la 

especie monómerica. La Figura 4.7.B muestra una banda superponible en todo el rango de 

concentraciones ensayadas confirmando el predominio de la especie monomérica. 

 

 

Los resultados obtenidos concuerdan con estudios previos los cuales señalan que la 

introducción de átomos pesados favorecería la presencia de la especie monomérica en medios 

orgánicos 6,69,77,78. La Figura 4.7.C evidenció un aumento de la absorción con el incremento de 

la concentración de TBOBr2, entre 570 nm y 650 nm, lo que podría atribuirse a la formación 

de la especie agregada correspondiente al nuevo derivado dibromado. 

 

Figura 4.7: (A) Espectro de absorción de TBOBr2 en función de la concentración (11,63 μM-

162,8 μM) en EtOH. (B) Espectros de absorción normalizados a la longitud de onda de máxima 

absorción. (C) Ampliación de los espectros de absorción normalizados (570 nm-650 nm).  
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4.3.4. Evaluación de TBO y TBOBr2 en mezclas N,N-dimetilformamida:agua 

 

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

Fs fenotiazínicos 6,79–81 , y de otras familias tales como azinas 30,82, oxazinas y oxazonas 37,83, 

ftalocianinas 84 y porfirinas 85, se estudió a una concentración fija de TBO y TBOBr2, el 

comportamiento de estos Fs en diferentes mezclas DMF:H2O. El espectro de absorción de TBO 

a la concentración constante de 1,31 x 10-5 M (Figura 4.8.A) evidenció que el aumento de la 

proporción de agua disminuye la banda correspondiente al monómero (514 mn) e incrementa 

aquella atribuible a la especie agregada (637 nm). También se observó un punto isosbéstico 

aproximadamente a 550 nm lo que indicó un equilibrio entre las especies monomérica y 

agregada del Fs 86–88. 

Los espectros de absorción correspondientes a TBOBr2 registrados a una concentración fija de 

9,34 x 10-5 M (Figura 4.8.B) y diferentes proporciones DMF:H2O muestran la señal de absorción 

atribuible al monómero (495 nm) y la presencia de una banda a 647 nm la cual no se evidenció 

en los ensayos realizados en MeOH (Figura 4.5) y EtOH (Figura 4.7).  

 

 

Cabe señalar que con el incremento del porcentaje de H2O se observó un aumento 

significativo de la absorbancia a 647 nm, que se asignó a la forma agregada de TBOBr2. 

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

A B 

Figura 4.8: (A) Espectro de absorción de TBO= 1,31 x 10-5 M en diferentes mezclas DMF:H2O 

(0% a 30% H2O). (B) Espectro de absorción de TBOBr2= 9,34 x 10-5 M en distintas mezclas 

DMF:H2O (0% a 80% H2O). 

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

0,0

0,2

0,4

A
b
s
o
rb

a
n
c
ia

Longitud de Onda (nm)

 0

 25

 30

 40

 50

 60

 70

 75

 80

λmax= 495 nm λmax= 647 nm

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

A
b
s
o
rb

a
n
c
ia

Longitud de Onda (nm)

 0

 2,5

 5

 10

 15

 20

 25

 30

λmax= 637 nm

λmax= 514 nm

% H2O

% H2O



Capítulo 4: Estudios de Agregación 
  

138 

 

presencia de más de dos especies (monómero, agregado J y agregados de orden superior). 

Antecedentes bibliográficos indican que los compuestos lipofílicos presentan mayor tendencia 

a la agregación en soluciones acuosas 6,56,89–92. Esto se corroboró mediante la estimación de la 

lipofilicidad de TBO y TBOBr2 aplicando los programas de computación ChemDraw 

Professional 17.1 (cLogP) y Molinspiration (libre acceso: www.molinspiration.com; 

©Molinspiration Cheminformatics 2022; miLogP). Ambos software emplean para el cálculo de 

los coeficientes de partición teóricos (cLog P) aproximaciones por contribución de los distintos 

fragmentos de la molécula. El valor de Log P reportado en bibliografía para TBO es -0,30 93. 

Los parámetros de lipofilicidad de TBO y TBOBr2 estimados computacionalmente se muestran 

en la Tabla 4.1. 

 

 

Se determinó para TBOBr2, con ambos programas, un valor de cLog P mayor en comparación 

con TBO, lo cual era esperable ya que la introducción de dos átomos de bromo incrementa la 

lipofilicidad y esto se manifiesta en la formación de agregados J y de orden mayor en 

soluciones acuosas (Figura 4.8.B).      

 

4.3.5. Evaluación de TBOBr2 en una mezcla N,N-dimetilformamida:agua 20:80 v/v 

 

Con el objetivo de ampliar la información relativa al comportamiento de agregación de TBOBr2 

se lo estudió a la relación DMF:H2O 20:80 v/v en función de la concentración (11,7 μM-58,4 

μM) (Figura 4.9.A) evidenciando en todo el rango ensayado, un máximo de absorción a 647 

nm que corresponde a la forma agregada del Fs. El predominio de esta especie se corroboró 

como una única banda en los espectros de absorción normalizados a la longitud de onda de 

máxima absorción (Figura 4.9.B).  

 

ChemDraw Professional 17.1 Molinspiration

TBO -1,44 -0,15

TBOBr2 0,37 1,32

Predicción de c Log P
Fs

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

http://www.molinspiration.com/
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Los ensayos realizados permiten demostrar que el máximo de absorción correspondiente a la 

especie agregada del nuevo derivado dibromado experimenta un corrimiento batocrómico 

con relación al agregado de su precursor (TBO) (λmax≈ 637 nm; Figura 4.8.A). Estos resultados 

concuerdan con los datos de bibliografía que indican que la introducción de átomos pesados 

en una estructura química, produce un corrimiento batocrómico de la longitud de onda de 

máxima absorción en comparación con su precursor sin halogenar 94–96. 

 

4.3.6. Evaluación de TBO y TBOBr2 en mezclas etanol:agua 

 

Con el objetivo de corroborar la formación de agregados de orden superior en medios 

acuosos, se evaluó el comportamiento de TBO y TBOBr2, a una concentración fija, en mezclas 

EtOH: H2O (0 % a 90 % H2O) considerando que el EtOH es un solvente menos monomerizante 

que DMF. 

Los espectros de absorción normalizados de TBO (1,31 x 10-5 M; Figura 4.10.A) evidenciaron 

el predominio de la especie agregada con una banda de absorción a 630 nm. También se 

observó la formación de agregados de orden superior al aumentar el porcentaje acuoso, 

mostrando un incremento de la absorción en el rango de 550 nm-600 nm. 

 

Figura 4.9: (A) Espectro de absorción de TBOBr2 en función de la concentración (11,7 μM-58,4 

μM) en DMF:H2O 20:80 v/v. (B) Espectros de absorción normalizados a la longitud de onda de 

máxima absorción.  
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Los espectros de absorción normalizados a la longitud de onda de máxima absorción 

correspondientes al nuevo derivado TBOBr2 a la concentración de 4,67 x 10-5 M (Figura 

4.10.B), evidenciaron la presencia de la especie monomérica (λmax= 493 nm) tanto en 100 % 

de EtOH como así también en mezclas EtOH:H2O con una proporción de 10 % y 20 % de H2O. 

El aumento del porcentaje de agua (30 % a 85 %) señaló el predominio de la especie agregada 

de TBOBr2 con una banda de absorción a 646 nm. También se observó de manera pronunciada 

la formación de agregados de orden superior con un incremento de la absorción entre 575 

nm-625 nm. 

 

4.3.7. Evaluación de TBO en agua 

 

Considerando que TBO presenta buena solubilidad en H2O, se estudió en este medio el 

fenómeno de agregación a diferentes concentraciones del Fs. Los resultados obtenidos en el 

rango de 1,31 µM a 13,1 µM (Figura 4.11.A) mostraron una única banda de absorción a 631 

nm correspondiente a la especie agregada y un hombro entre 550 nm y 600 nm que aumenta 

con el incremento de la concentración del Fs. Los espectros de absorción normalizados a la 

Figura 4.10: (A) Espectros de absorción normalizados de TBO= 1,31 x 10-5 M a la longitud 

de onda de máxima absorción en mezclas EtOH:H2O (0% a 90% H2O). (B) Espectros de 

absorción normalizados de TBOBr2= 4,67 x 10-5 M a las longitudes de onda de máxima 

absorción en mezclas EtOH:H2O (0% a 85% H2O). 
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longitud de onda de máxima absorción (Figura 4.11.B y 4.11.C) corroboraron la formación de 

agregados de orden superior.  

 

 

Este ensayo permitió demostrar que TBO se ajusta al comportamiento descripto en 

bibliografía, el cual establece que el incremento de la concentración del Fs conduce a la 

formación de diferentes tipos de agregados 1,97. 

 

4.3.8. Evaluación de AzCBr2 en mezclas N,N-dimetilformamida:agua y etanol:agua 

 

El abordaje del fenómeno de agregación que experimentó AzCBr2 se desarrolló a una 

concentración constante (1,99 x 10-4 M) del Fs. Los espectros de absorción en función de la 

relación DMF:H2O (0 % a 75 % H2O) (Figura 4.12.A) evidenciaron la presencia del monómero 

con un máximo a 503 nm en DMF puro. La banda a 608 nm correspondería a la especie 

Figura 4.11: (A) Espectro de absorción de TBO en función de la concentración (1,31 μM-32,8 

μM) en H2O. (B) Espectros de absorción normalizados a la longitud de onda de máxima 

absorción. (C) Ampliación del espectro de absorción normalizado (550 nm-675 nm).  
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agregada de AzCBr2. El análisis espectral indicó la ausencia de un punto isosbéstico lo cual 

señala la presencia de tres especies, monómero, agregado y agregados de orden superior. 

El análisis de los espectros de absorción normalizados a las longitudes de onda de máxima 

absorción (Figura 4.12.B) mostró la disminución de la banda monomérica a 503 nm y el 

incremento de la correspondiente a la especie agregada a 608 nm con el aumento del 

porcentaje de agua. También se observó a las proporciones 50 % y 75 % de H2O, un incremento 

de la absorción en el rango de 550 nm a 600 nm lo que indicaría la presencia de agregados de 

orden superior. Los resultados demostraron que AzCBr2 presentó un comportamiento de 

agregación comparable al de TBOBr2 descripto en la sección 4.3.4. 

 

 

El ensayo de AzCBr2 en mezclas EtOH:H2O (Figura 4.13.A), permitió evidenciar las mismas 

bandas de absorción y consecuentemente las especies descriptas para DMF:H2O (Figura 4.12). 

Las proporciones de H2O, entre 0 % y 20 %, señalaron la presencia predominante de la especie 

monomérica a una λmax= 508 nm. Al realizar los ensayos con porcentajes de H2O entre 30 % y 

70 % se observó un predominio de la especie agregada. El contenido acuoso de 75 % y 80 % 

mostró una disminución de la absorción a 608 nm (especie agregada) y un incremento de la 

absorción entre 550 nm y 600 nm debido a la formación de agregados de orden superior.  

A B 

Figura 4.12: (A) Espectros de absorción de AzCBr2 (1,99 x 10-4 M) en diferentes mezclas DMF: 

H2O (0% a 75% H2O). (B) Espectros de absorción normalizados de AzCBr2 (1,99 x 10-4 M) a las 

longitudes de onda de máxima absorción en distintas mezclas DMF: H2O (0% a 75% H2O). 
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Los espectros de absorción normalizados a las longitudes de onda de máxima absorción en 

función de las relaciones EtOH:H2O (Figura 4.13.B) corroboraron el comportamiento de 

agregación que presenta el compuesto AzCBr2.  

 

 

Los estudios de agregación permitieron inferir para ambos Fs dibromados, TBOBr2 y AzCBr2, 

que la presencia de las especies monoméricas se favorece en solventes orgánicos mientras 

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

 

4.4. CONCLUSIONES PARCIALES 

 

Los ensayos realizados en solventes orgánicos puros permitieron identificar las especies 

monoméricas de TBO, TBOBr2 y AzCBr2.  

El estudio de TBO en un solvente monomerizante (DMF) permitió establecer de manera 

inequívoca la especie monomérica con un máximo de absorción a 514 nm. El aumento de la 

concentración del Fs y el ensayo de otros medios orgánicos favorecieron la formación del 

agregado J con una absorción máxima a longitudes de onda superiores a 600 nm. Por otra 

parte, en soluciones acuosas, TBO presentó un equilibrio entre los agregados J (posibles 

dímeros) y agregados de orden superior. 

Figura 4.13: (A) Espectros de absorción de AzCBr2 (1,99 x 10-4 M) en diferentes mezclas EtOH: 

H2O (0% a 80% H2O). (B) Espectros de absorción normalizados de AzCBr2 (1,99 x 10-4 M) a las 

longitudes de onda de máxima absorción en distintas mezclas EtOH: H2O (0% a 80% H2O). 
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La incorporación de átomos de bromo en la estructura de las fenotiazinas favoreció la 

presencia de la especie monomérica en todos los solventes orgánicos ensayados, mientras 

que, en soluciones acuosas TBOBr2 y AzCBr2 evidenciaron la formación de agregados J y de 

mayor orden. 

El análisis en diferentes mezclas acuosas, a una concentración constante de TBO, TBOBr2 y 

AzCBr2, indicó que el incremento del porcentaje acuoso favorece la formación de agregados 

de orden superior principalmente para los derivados dibromados.  

Los estudios realizados en distintos solventes orgánicos, medios acuosos y proporciones 

orgánico-acuoso permitieron establecer la tendencia de agregación de los Fs. Diversos 

parámetros tales como la lipofilicidad, el efecto de los sustituyentes, las interacciones 

intermoleculares y la concentración de los Fs contribuyeron a la interpretación del 

comportamiento de agregación de estos compuestos pertenecientes a la familia de las 

tiazinas.  

Finalmente se estableció que ambos Fs dibromados presentaron una tendencia de agregación 

similar en las condiciones ensayadas. 
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5.1. INTRODUCCIÓN 

 

La determinación de la eficacia fotodinámica de nuevos agentes fototerapéuticos se desarrolla 

mediante diferentes ensayos de fotocitotoxicidad. Los mismos se definen como la respuesta 

tóxica ocasionada en un organismo por exposición a agentes Fs e irradiación con luz 1,2. 

La absorción de luz por el Fs a una determinada longitud de onda, inicia reacciones 

fotoquímicas generando especies citotóxicas tales como 1O2, H2O2, O2
.- y OH.. Éstas son 

responsables de los efectos terapéuticos sobre las células diana mediante el estrés oxidativo 

en el sitio de acción y a través de la activación y transmisión de los procesos de señalización 

de muerte celular (necrosis o apoptosis) 3,4.   

El efecto fotocitotóxico ocasionado por el Fs representa la contribución de numerosos 

factores. La citotoxicidad depende del tipo de célula a tratar, de la concentración del agente 

terapéutico en el sitio de acción, la localización extracelular y/o intracelular, la dosis de 

irradiación, la disponibilidad de oxígeno y el tiempo entre la administración del fármaco y la 

exposición a la luz 5–8. La citotoxicidad de los Fs se evalúa en distintos microorganismos (TFDA) 

o líneas cancerígenas (TFD).  

Antecedentes bibliográficos indican que la TFDA es efectiva en infecciones causadas por 

diversos patógenos 9. Las EROs producidas por el Fs dañan los componentes celulares o bien 

alteran las actividades metabólicas de manera irreversible produciendo la muerte de los 

microorganismos 10–16. 

Los Fs fenotiazínicos más estudiados como agentes terapéuticos en TFDA son MB y TBO. Se 

han reportado resultados significativos en la aplicación de estos compuestos para el 

tratamiento de infecciones localizadas 15 provocando la eliminación de diferentes bacterias 

Gram-positivas y Gram-negativas 17–19, hongos 20,21, parásitos 22,23 y virus 24,25. Los ensayos de 

cinética de muerte empleando Staphylococcus aureus ATCC 25923, cepas clínicas de S. aureus 

resistentes a meticilina y fluoroquinolonas (MRSA61), como así también Escherichia coli ATCC 

25922 26,27 son las alternativas metodológicas más aplicadas para evaluar la acción de nuevos 

Fs.  
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La TFD ha ganado prevalencia como una estrategia para el abordaje de tratamientos 

oncológicos debido a la localización selectiva del Fs en el sitio de acción determinada por las 

diferencias fisiológicas del tumor y el tejido sano 28–30. La irradiación en el área conlleva la 

formación de especies citotóxicas provocando la destrucción selectiva de las células 

cancerígenas 31. Cabe señalar que MB ha presentado resultados positivos en ensayos clínicos 

contra adenocarcinoma, carcinoma de vejiga y cáncer mamario 32,33. Por su parte, TBO cuenta 

con antecedentes promisorios en el tratamiento clínico de cáncer bucal y próstata 34,35. 

El ensayo de fototoxicidad in vitro validado por agencias reguladoras europeas y la FDA, 

correspondiente a la absorción de rojo neutro 3T3 (3T3 NRU-PT, por sus siglas en inglés) se 

aplica para identificar el potencial fototóxico de un compuesto 36–38. Esta prueba permite 

evaluar la fotocitotoxicidad mediante la reducción relativa de la viabilidad de las células 

expuestas al Fs en presencia y ausencia de luz. 

La viabilidad celular y el porcentaje de toxicidad también se determinan mediante el ensayo 

colorimétrico de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, por sus siglas 

en inglés). Este método indirecto permite estimar la capacidad de las estructuras 

mitocondriales para convertir la sal de tetrazolio en un producto de coloración violácea 

insoluble en agua, denominado formazán 39,40. 

El ensayo conocido como fotohemólisis de glóbulos rojos (GR) es una de las metodologías in 

vitro más antiguas y sencillas que permite evaluar el efecto fotocitotóxico, este protocolo fue 

propuesto hace más de cien años por Sacharoff, G. and Sachs, H. (1905) 41. En este sentido, 

los eritrocitos de mamíferos constituyen un modelo adecuado debido a las modificaciones 

que presentan las membranas biológicas como consecuencia de la producción de EROs con 

posterioridad a la irradiación con luz 42–44. 

La fotohemólisis permite evaluar la capacidad de los nuevos Fs para interactuar y fotooxidar 

proteínas y lípidos insaturados presentes en la membrana plasmática de los eritrocitos. Esta 

alteración en las macromoléculas, produce cambios en la estructura básica de la membrana 

afectando la permeabilidad y conduciendo a la muerte celular 45,46. El daño es monitoreado 

mediante espectrofotometría UV-Visible a 413 nm, máximo de absorción correspondiente a 

la hemoglobina liberada con posterioridad a la ruptura de la membrana plasmática 44,47.  

Antecedentes bibliográficos demuestran que el porcentaje de fotodaño sería indicativo de la 

actividad fotodinámica 48–53. También es posible elucidar el mecanismo de fotosensibilización 

predominante (Tipo I o Tipo II) mediante el agregado de azida de sodio (NaN3) que previene 
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el fotodaño en la membrana de los eritrocitos inhibiendo el 1O2 (mecanismo Tipo II) y manitol 

permite la eliminación de los radicales libres (mecanismo Tipo I) 54–57. 

Con el objetivo de conocer la capacidad fototóxica y el mecanismo de acción de TBO, TBOBr2 

y AzCBr2, se evaluó la hemólisis desencadenada por el tratamiento fotodinámico de los GR. 

 

5.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se realizaron numerosas pruebas preliminares con la finalidad de determinar las condiciones 

experimentales óptimas 44,58–60.  

La sangre que se extrajo por punción venosa con anticoagulante EDTA (aprox. 5 mg), se 

centrifugó en un tubo falcon a 3000 rpm durante 5 min eliminando por aspiración el plasma y 

la capa de leucocitos. Luego se lavó 3 veces con solución reguladora de pH 7,4 (PBS) y se 

centrifugó nuevamente. Se tomó una alícuota de 500 μL de eritrocitos que se resuspendieron 

en 50 mL de PBS. 

Se tomaron alícuotas de 3 mL de la suspensión de eritrocitos y se incubaron con TBO, TBOBr2 

y AzCBr2 (20 µM) en oscuridad durante 30 min a 37 °C. Posteriormente las muestras se 

irradiaron con lámpara LED Osram Parathom®, 5W-8,4 mW/cm2 por 15, 30 y 60 min. Se 

utilizaron como controles los mismos tratamientos en oscuridad y un ensayo realizado sin Fs 

tratado con luz. Todas las muestras se mantuvieron 24 h a 37 °C en oscuridad con 

posterioridad a la irradiación. Luego los tubos de ensayo se centrifugaron (3000 rpm durante 

5 min) y 100 µL del sobrenadante se diluyeron en 1 mL de agua destilada. 

A las suspensiones de GR en presencia y ausencia de los Fs (20 μM) se agregó NaN3 (50 mM) 

o manitol (50 mM). Las muestras se trataron siguiendo el procedimiento descripto 

anteriormente. El Esquema 5.1 ilustra los pasos involucrados en el desarrollo experimental. 

El contenido de hemoglobina se determinó mediante la absorción a 413 nm utilizando un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-Visible 160A.  

Los resultados se expresaron como porcentaje de hemólisis, considerando como 100 % la 

absorbancia correspondiente a una muestra lisada en agua destilada (Ecuación 5.1). 

El grado de hemólisis se determinó por duplicado y los datos obtenidos se procesaron 

mediante el programa OriginPro 8 SRO (OriginLab Corporation). 
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% 𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 =
𝐴𝑏𝑠 (𝐹𝑠 𝑖𝑟𝑟)−𝐴𝑏𝑠 (𝐹𝑠 𝑜𝑠𝑐)

𝐴𝑏𝑠 (100)−𝐴𝑏𝑠 (𝑖𝑟𝑟)
 𝑥 100                        Ecuación 5.1 

 

5.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.3.1. Evaluación del efecto fotocitotóxico 

 

Las membranas biológicas constituyen un blanco terapéutico para un gran número de Fs 

pertenecientes a diferentes familias tales como clorinas, ftalocianinas y porfirinas, entre otras. 

Plasma
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Eritrocitos

5 mL de Sangre con EDTA 

Centrifugación a 3000 rpm x 5 min 

Eritrocitos 3 lavados con PBS 

Centrifugación a 
3000 rpm x 5 min 

Descarte de sobrenadante 

500 µL Eritrocitos 

Resuspensión
en 50 mL de PBS

Se separan 
por aspiración 

Esquema 5.1: Ensayo de fotohemólisis 
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Los GR se consideran células modelo que permiten evaluar el efecto fotocitotóxico y en 

consecuencia la actividad fotodinámica de nuevos agentes fototerapéuticos 44,57,61. Una de las 

principales ventajas de utilizar eritrocitos radica en que las determinaciones 

espectrofotométricas, con relación a la liberación de hemoglobina, son más simples y rápidas 

frente a la tinción celular y el conteo 61. Este ensayo es apropiado para la exploración de los 

mecanismos fisiológicos y moleculares implicados en la TFD 57. Con el objetivo de inferir la 

actividad fotodinámica in vitro de los nuevos Fs se evaluó de manera comparativa la 

fotohemólisis generada por TBO, TBOBr2 y AzCBr2 en un modelo biomimético de membrana 

celular. La hemólisis ocasionada luego de la irradiación de los GR tratados con los Fs 

fenotiazínicos es producto del efecto fotodinámico del agente terapéutico 44,62. 

La representación gráfica de porcentaje de hemólisis en función del tiempo de irradiación 

(Figura 5.1) muestra que TBOBr2 evidenció una mayor fotohemólisis en comparación con TBO 

y AzCBr2, alcanzando un 85 % a los 60 min. En las mismas condiciones experimentales, TBO y 

AzCBr2 manifestaron un 50 % y 25 % de hemólisis, respectivamente. 

Los resultados obtenidos permiten inferir que TBOBr2 presentaría mayor actividad 

fotodinámica en medios biológicos. Sin embargo la evaluación de la fotooxidación de DMA 

(capítulo 3, sección 3.4.2.3.2), indicó que este Fs exhibió el menor valor de ф∆ en comparación 

con TBO y AzCBr2. Esta discrepancia entre los ensayos de fotodescomposición de DMA y 

fotohemólisis de GR podría explicarse en términos de la localización del Fs en los eritrocitos y 

la interacción del mismo con los distintos componentes celulares. Algunos autores indican que 

la naturaleza hidrofílica/lipofílica de los Fs afecta fuertemente la unión de éstos a las células y 

en consecuencia su actividad fotocitotóxica 52. El trabajo desarrollado por Kato y col., señala 

que la citotoxicidad generada por Fs porfirínicos sería independiente de la eficiencia de los 

mismos para generar 1O2, considerando que la fotohemólisis observada es atribuible a la 

afinidad del Fs por la membrana celular de los eritrocitos 63. Por otra parte otros antecedentes 

bibliográficos indican que el ф∆, el sitio de localización intracelular y el mecanismo de muerte 

celular son aspectos relevantes en la eficiencia fotodinámica 64,65. 

Se sabe que la producción de 1O2 en solución (ensayo de fotooxidación de DMA) no siempre 

se ajusta a lo observado en medios celulares ya que el microambiente biológico puede inducir 

cambios significativos en la fotofísica y fotoquímica de los Fs 61,62,66. 
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Por lo expuesto, se infiere que distintos factores tales como el microambiente biólogico, el 

carácter hidrofílico/lipofílico y el sitio de localización intracelular de TBOBr2, entre otros, 

contribuiría a un mayor efecto fotocitotóxico. 

 

 

El ensayo de fotohemólisis de GR evidenció que el Fs TBOBr2 sería el mejor candidato para su 

aplicación en TFD y TFDA. 

 

5.3.2. Determinación del mecanismo fotodinámico 

 

Se determinó el mecanismo de fotosensibilización predominante mediante la adición de NaN3 

(atrapador de 1O2) y manitol (atrapador de radicales libres) 67,68.  

Los resultados obtenidos (Figura 5.2) indicaron que el agregado de NaN3 y manitol 

disminuyeron el porcentaje de hemólisis generado por TBOBr2 y AzCBr2. 

El Fs TBOBr2 presentó 29 %, 79 % y 85 % de hemólisis a los 15, 30 y 60 min de irradiación, 

respectivamente. La adición de NaN3 provocó la disminución de estos porcentajes por debajo 

del 10 % a todos los tiempos ensayados. También se observó que manitol ocasionó una caída 

en la hemólisis generada por este Fs presentando un 12 %, 47 % y 74 % a los distintos tiempos 

evaluados, respectivamente (Figura 5.2.A). 

Por otra parte en ausencia de los atrapadores de EROs, AzCBr2 generó 10 %, 11 % y 25 % de 

fotohemólisis a 15, 30 y 60 min de irradiación, respectivamente. Estos valores disminuyeron a 

Figura 5.1: Porcentaje de fotohemólisis en función del tiempo de irradiación (concentración 

de Fs= 20 μM).  
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menos de 2 % con la adición de NaN3 a todos los tiempos ensayados, mientras que, manitol 

provocó un descenso de los porcentajes a 0 %, 2,5 % y 11 % a los distintos tiempos evaluados 

(Figura 5.2.B). 

 

 

Reportes bibliográficos señalan que el daño generado a la membrana celular de los eritrocitos 

ejercida por el tratamiento fotodinámico, se debe a la formación de EROs y que el mismo 

podría evitarse mediante la incorporación de antioxidantes 52,69. 

La disminución significativa en los porcentajes de fotohémolisis obtenidos para ambos Fs 

dibromados con el agregado de NaN3 indican que actúan predominantemente por el 

mecanismo tipo II, es decir, mediante la producción de 1O2. De esta manera NaN3 atrapa la 

especie fotocitotóxica generada por los Fs produciendo un efecto protector sobre los 

eritrocitos.  

La adición de manitol por otra parte, señala que el mecanismo de fotosensibilización Tipo I 

(radicales libres) puede contribuir en menor proporción a la hemólisis inducida por TBOBr2 y 

AzCBr2. 

Antecedentes bibliográficos indican que los Fs pertenecientes a otras familias de compuestos 

actúan con el predominio de un mecanismo 52,57,70, conociéndose que las fenotiazinas lo hacen 

principalmente mediante la producción de 1O2 71–73. Este comportamiento fue el observado 

en los ensayos realizados para TBOBr2 y AzCBr2 los cuales ejercen su acción mediada por 

ambos mecanismos fotodinámicos, destacándose el Tipo II.  

A B 

Figura 5.2: Porcentaje de fotohemólisis en función del tiempo de irradiación con adición de 

NaN3 y manitol. (A) TBOBr2 (20 µM) y (B) AzCBr2 (20 µM). 
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5.4. CONCLUSIONES PARCIALES 

 

El ensayo de fotohemólisis permitió demostrar que TBO, TBOBr2 y AzCBr2 son capaces de 

ocasionar daño celular fotoinducido. Los tres Fs presentaron diferentes grados de hemólisis 

en las condiciones ensayadas. El porcentaje de fotodegradación de los GR frente a TBOBr2, 

indicó que este compuesto desencadena mayor daño en la membrana citoplasmática, por lo 

que sería un óptimo candidato para su aplicación en TFD y TFDA, en comparación con TBO y 

AzCBr2.  

Por otra parte los Fs dibromados evidenciaron la participación de ambos mecanismos de 

fotosensibilización en el daño generado a la membrana de los eritrocitos, actuando 

principalmente mediante el mecanismo tipo II, es decir, por la generación de 1O2. Cabe 

destacar que esta especie reactiva del oxígeno es el principal agente citotóxico en los 

tratamientos fotodinámicos, siendo TBOBr2 un candidato promisorio para la aplicación en TFD 

y TFDA. 
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El desafío de este trabajo de Tesis Doctoral consistió en el desarrollo de nuevos agentes 

fototerapéuticos a partir de la derivatización de Fs pertenecientes a la familia de fenotiazinas, 

AzA y TBO, con antecedentes promisorios de aplicación en TFD y TFDA. 

Los compuestos dibromados de AzA, TBO y AzC se obtuvieron con porcentajes de pureza 

relativa superiores al 86 %. Los derivados TBOBr2 y AzCBr2 presentaron un corrimiento 

hipsocrómico de la longitud de máxima absorción como consecuencia de la introducción de 

átomos pesados en la estructura química. Esta estrategia de síntesis favoreció la presencia del 

monómero del Fs, especie que potencia la actividad fotocitotóxica de los mismos. 

El Fs AzABr2 evidenció un corrimiento batocrómico en la máxima longitud de onda ampliando 

las posibilidades terapéuticas. Sin embargo, el mismo presentó inestabilidad química lo que 

imposibilitó el desarrollo de estudios posteriores.  

La evaluación de distintas condiciones en la síntesis de Buchwald-Hartwig, a partir de ambos 

prototipos, permitió la obtención de nuevos productos de interés con rendimientos que no 

superaron el 18 % desestimando el abordaje de estudios más profundos relativos a estos 

derivados. 

Se demostró que la introducción de dos átomos de bromo en la estructura de TBO y AzC, 

produjo una disminución de hasta 4 unidades en el valor de pKa, con relación a sus respectivos 

precursores, presentando valores cercanos al pH fisiológico. Esto sería favorable dado que en 

medios biológicos los nuevos derivados estarían presentes como una combinación de especies 

neutras y catiónicas, permitiendo la incorporación y acumulación en diferentes células blanco. 

Otro aspecto a destacar de los nuevos agentes terapéuticos dibromados, TBOBr2 y AzCBr2, es 

su estabilidad fotoquímica, propiedad directamente relacionada con la eficacia fotodinámica 

considerando que una mayor fotoestabilidad implicaría una mejor actividad fotocitotóxica de 

los compuestos en estudio.  

La determinación del valor de ф∆ de los nuevos Fs fue un desafío complejo que necesitó del 

abordaje de diferentes metodologías directas e indirectas. Los ensayos de fotooxidación de 

DMA permitieron determinar los valores de ф∆ relativos de TBOBr2 y AzCBr2 los cuales 

presentaron una producción de 1O2 comparable y significativamente superior a la de TBO, 

respectivamente. 
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El estudio de agregación de las fenotiazinas en solventes orgánicos puros permitió identificar 

las especies monoméricas de TBO, TBOBr2 y AzCBr2 que presentan un máximo de absorción 

cercano a los 500 nm. Es importante destacar que el monómero de TBO ha sido reportado y 

asignado erróneamente por numerosos investigadores. Las determinaciones realizadas 

evidenciaron que los monómeros de los derivados tiazínicos forman agregados J con máximo 

de absorción a longitudes de onda superiores a los 600 nm. Adicionalmente, se demostró que 

los Fs dibromados son capaces de formar agregados de orden superior en soluciones acuosas. 

Finalmente al comparar los resultados obtenidos para TBO, TBOBr2 y AzCBr2 podemos afirmar 

que la presencia de halógenos en la estructura desestabilizó el agregado J de estos Fs, 

favoreciendo la presencia de la especie monomérica en medios orgánicos y la formación de 

agregados superiores en medios acuosos. Los estudios realizados permitieron establecer la 

tendencia de agregación de los nuevos compuestos dibromados presentando un 

comportamiento similar en todas las condiciones ensayadas. 

El ensayo de fotohemólisis demostró que TBO, TBOBr2 y AzCBr2 son capaces de ocasionar daño 

celular fotoinducido. El porcentaje de fotodegradación de los GR frente a TBOBr2 indicó que 

este compuesto desencadena un daño significativo en la membrana citoplasmática por lo que 

sería un óptimo candidato para su aplicación en TFD y TFDA. Además, se determinó que los 

nuevos derivados dibromados presentan actividad fotodinámica principalmente mediante el 

mecanismo Tipo II, siendo TBOBr2 un candidato promisorio para su aplicación en el 

tratamiento de patologías oncológicas y microbianas. 
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Los resultados obtenidos en el desarrollo de esta Tesis Doctoral dan lugar a las siguientes 

proyecciones: 

 

 Evaluación de la actividad fotodinámica de los nuevos Fs dibromados frente a 

diferentes células tumorales y microorganismos. 

 

Se propone evaluar la actividad fotodinámica de los nuevos compuestos fenotiazínicos 

halogenados, frente a líneas celulares y microorganismos patógenos considerando su 

potencial aplicación en TFD y TFDA. La bromación optimizó numerosas propiedades de 

relevancia biológica y farmacéutica de los prototipos ensayados, lo que permite inferir 

mejoras significativas en la actividad fotodinámica de los nuevos Fs de segunda generación. 

El abordaje de esta proyección se sustenta en antecedentes bibliográficos que señalan 

resultados promisorios para compuestos halogenados para el tratamiento de diferentes tipos 

de cáncer. 

Por otra parte, un área de investigación emergente se relaciona con las enfermedades 

infecciosas, como consecuencia del problema actual de la resistencia a antimicrobianos. Esta 

situación desencadena la urgente búsqueda de nuevos enfoques antimicrobianos que superen 

el desarrollo tradicional de los antibióticos. La TFDA ha surgido en este sentido como una 

estrategia prometedora en la erradicación de diversos tipos de microorganismos. Se han 

evaluado diferentes Fs en comparación con sus respectivos prototipos, obteniendo mayor 

inactivación microbiana por parte de los nuevos compuestos bromados.  

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral y los antecedentes bibliográficos indican que 

los nuevos Fs dibromados son candidatos promisorios para su aplicación en TFD y en TFDA. 

 

 Desarrollo y caracterización de nuevos Fs de tercera generación, a partir de los Fs 

dibromados sintetizados. 

 

El desarrollo de Fs de tercera generación, o nanofotosensibilizadores, incluye a los de segunda 

generación acoplados a portadores moleculares. Los nanotransportadores son de diversos 
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tipos tales como, micelas, liposomas, nanopartículas (NPs) metálicas y poliméricas, entre 

otros. Se demostró, en los últimos años, que la nanoencapsulación de Fs mejora 

significativamente las propiedades fotodinámicas. Este proceso, también afecta a la 

solubilidad de fármacos en agua, aumenta la selectividad del Fs por las células diana y reduce 

las dificultades de la fotodegradación. 

Los sistemas de vehiculización basados en NPs, presentan dimensiones en el rango de 1 a 200 

nm, mejorando la disponibilidad del Fs en el sitio blanco y proporcionando mayor impacto 

terapéutico. Nuestro grupo de investigación ha desarrollado NPs de poliacrilamida como 

portadores de agentes fototerapéuticos pertenecientes a las familias de las azinas y 

fenotiazinas, evidenciado una mayor generación de 1O2 y estabilidad fotoquímica. Se 

determinó que estas NPs ofrecen ventajas terapéuticas con comparación con el Fs libre ya que 

previenen diferentes efectos adversos tales como la degradación química y fotoquímica, la 

agregación y baja solubilidad acuosa, entre otros. Adicionalmente se potenció la actividad 

fotocitotóxica frente a distintos microorganismos indicando un potencial significativo para su 

aplicación en TFDA. Otros sistemas portadores, como liposomas y micelas, han sido 

desarrollados y aplicados para la incorporación de nuevos Fs sintetizados en el grupo de 

investigación, demostrando una mejora relevante en la fotoactividad frente a los Fs de 

segunda generación. 

Se propone a futuro vehiculizar los derivados TBOBr2 y AzCBr2, sintetizados y caracterizados 

en esta Tesis Doctoral, en diferentes nanotransportadores con la finalidad de preparar nuevos 

sistemas que potencien las propiedades fisicoquímicas, fotofísicas y fotoquímicas, 

incrementando su efecto fotodinámico. 
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Abs: Absorbancia. 

ABDA: Ácido dimalónico de 9,10-dimetilantraceno, por sus siglas en inglés, 9,10- 

anthracenediyl-bis (methylene) dimalonic acid. 

ALA: Ácido aminolevulínico, por sus siglas en inglés, Aminolevulinic Acid.  

ANMAT: Administración nacional de medicamentos, alimentos y tecnología médica. 

AzA: Azure A, por sus siglas en inglés. 

AzB: Azure B, por sus siglas en inglés. 

AzC: Azure C, por sus siglas en inglés.  

AzCBr2: Azure C dibromado, por sus siglas en inglés. 

Bcl-2: Familia de proteínas, por sus siglas en inglés, B-cell lymphoma 2. 

BODIPY: Compuestos de la familia de los 4-4-diflouro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos. 

Br: Bromo (átomo). 

Br2: Bromo molecular (vapores de Br2). 

Buffer: Solución amortiguadora de pH. 

CHCl3: Cloroformo. 

CH2Cl2: Diclorometano. 

cLog P: Coeficiente de partición teórico. 

Cs2CO3: Carbonato de cesio. 

DMA: 9,10-dimetilantraceno. 

DMF: N,N-dimetilformamida. 

DPADS: Difenilantraceno-2,7-disulfonato de sodio, por sus siglas en inglés, sodium 

diphenylanthracene-2,7-disulfonate. 

DPATC: Difenilantraceno-2,3,6,7-tetracarboxilato de potasio, por sus siglas en inglés, 

potassium diphenylanthracene-2,3,6,7-tetracarboxylate.    
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D2O: Agua deuterada. 

EMA: Agencia europea de medicina, por sus siglas en inglés, European Medicinal Agency. 

FDA: Administración de alimentos y medicamentos, por sus siglas en inglés, Food and Drugs 

Administration.  

EROs: Especies reactivas del oxígeno. 

EtOH: Etanol. 

FE: Fase estacionaria. 

FM: Fase móvil. 

Fs: Fotosensibilizador. 

1Fs: Fotosensibilizador en estado singlete fundamental. 

1Fs*: Fotosensibilizador en estado singlete excitado. 

3Fs*: Fotosensibilizador en estado triplete excitado. 

GI: Porcentaje de grado de ionización. 

GR: Glóbulos rojos. 

HAc: Ácido acético glacial. 

HCl: Ácido clorhídrico. 

HPD: Derivado de hematoporfirina, por sus siglas en inglés, hematoporphyrin derivative. 

HPLC: Cromatografía líquida de alta eficacia, por sus siglas en inglés, High Performance 

Liquid Chromatography. 

HRMS: Espectrometría de masas de alta resolución, por sus siglas en inglés, High Resolution 

Mass Spectrometry.  

1H-RMN: Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones. 

H2O: Agua. 

H2O2: Peróxido de hidrógeno. 

IFA: Ingrediente farmacéutico activo. 

I0: Intensidad de fosforescencia de oxígeno singlete a tiempo cero. 
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Jorto: Constate de acoplamiento orto. 

LDL: Lipoproteínas de baja densidad, por sus siglas en inglés, Low Density Lipoprotein. 

LED: Diodos emisores de luz, por sus siglas en inglés, Light Emitting Diodes. 

MAL: Aminolevulinato de metilo o metil- aminolevulinato, por sus siglas en inglés, methyl 

aminolevulinate. 

MB: Azul de metileno, por sus siglas en inglés, Methylene Blue. 

MeOH: Metanol. 

Min: Minutos. 

MV: Violeta de metileno, por sus siglas en inglés, Methylene Violet. 

M+: Ión molecular. 

NaCl: Cloruro de sodio. 

NBS: N-Bromosuccinimida. 

NMB: Nuevo azul de metileno, por sus siglas en inglés, New Methylene Blue. 

NPs: Nanopartículas. 

N2: Nitrógeno gaseoso. 

O2: Oxígeno molecular. 

1O2: Oxígeno singlete. 

O2
.-: Radical anión superóxido. 

.OH: Radical hidroxilo. 

PBS: Solución reguladora de pH fosfato (pH=7,4), por sus siglas en inglés, Phosphate Buffer 

Solution.  

Pd: Paladio. 

Pd (OAc)2: Acetato de paladio. 

pKa: Constante de ionización o disociación ácida. 

RB: Rosa de bengala. 
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Rf: Relación de frente. 

S: Sustratos biológicos. 

S +/-: Radicales catiónicos y/o aniónicos.  

TEAP: Solución acuosa de fosfato de trietilamina, por sus siglas en inglés, Triethylamine 

Phosphate Aqueous Solution. 

TBO: Azul de toluidina O comercial, por sus siglas en inglés. 

TBOBr2: Azul de toluidina O dibromado, por sus siglas en inglés. 

TFD: Terapia fotodinámica. 

TFDA: Terapia fotodinámica antimicrobiana. 

TLC: Cromatografía en capa fina, por sus siglas en inglés, Thin Layer Chromatography. 

Th: Tionina, por sus siglas en inglés, Thionine. 

T° Amb: Temperatura ambiente. 

tR: Tiempo de retención. 

δ: Corrimiento químico, expresado en partes por millón (ppm). 

λ: Longitud de onda. 

λmax: Longitud de onda de máxima absorción. 

≥: Mayor o igual a. 

˂: Menor a.  

ф∆: Rendimiento cuántico de formación de 1O2. 

τ: Tiempo de vida de 1O2. 

 


