UNIVERSIDAD

DE LOS ANDES Facultad de Ciencias

Universidad de Los Andes Q '

Departamento de Quimica

SINTESIS, CARACTERIZACION QUIMICA Y FOTOQUIMICA DE NUEVOS
ESTERES DERIVADOS DE LOMEFLOXACINA. ESTUDIO DE SU ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA FOTOINDUCIDA.

Trabajo Especial de Grado

Presentado ante la ilustre Universidad de Los Andes como requisito parcial para optar al

titulo de Licenciada en Quimica

Estudiante:
Arlene C. Giménez Suérez
Tutor Académico:

Dr. Carmelo Rosquete P.
Tutor Externo:

Dra. Tamara Zoltan F.

Meérida, 2015



TEG Arlene Giménez

DEDICATORIA

A mi familia, por la confianza que apostaron en mi, por su apoyo incondicional, por estar en
las buenas y en las malas, en las mejores y peores, alegrandose con los triunfos y apoyandome

en las derrotas. Gracias por nunca darse por vencidos conmigo. Esto es para ustedes. ..

Con una dedicacion especial a mi luz, mi motor, mis alas. .. gracias por recordarme lo buena
que puede ser la vida... gracias por devolverme las ganas... Esto va para ti mi princesa

Julieta, mientras estemos juntas, no habra nada que me detenga.



TEG Arlene Giménez

AGRADECIMIENTOS
Agradezco a Dios por la vida, que me permitié tener esta experiencia.

A mis abuelitos Ana y Epifanio, a mi tia Maddy, siempre apoyandome desde alla arriba,
gracias por cuidarme.

Les agradezco a mi madre Arlene y a mi hermana Ana, las mejores amigas que la vida pudo
darme, el mayor ejemplo, gracias por sus animos y sus regafios, gracias por la presion, se que
es porque esperan grandes cosas de mi. Gracias por estar ahi en todo.

A mi padre Segundo y mis hermanos Julio y Jorge por ensefiarme tantas cosas sobre la vida.

A mi abuelita Maria y a mis tias Fanny y Josefa, por siempre esperar tantas cosas bonitas de
mi, siempre dandome un gran impulso.

Un especial agradecimiento al Laboratorio de Fotoquimica del 1VVIC, lugar donde encontré
mas que una tutora, una amiga, doctora Tamara, gracias por sus ensefianzas, gracias por
compartir esa hermosa parte de la quimica conmigo y por tantos consejos académicos y
personales, siempre los atesorare, gracias por la gran oportunidad de trabajar a su lado,
disculpe todo lo malo!, a mis compafieros de laboratorio, mis compinches, Oly, Julio y
Marcel, Gracias por los espectaculares momentos vividos en esta experiencia, gracias por su
ayuda y su apoyo en todos esos trasnochos!.

Al profesor Carmelo, gracias por su paciencia y apoyo.

A mis amigos Kristal, Hector, Liz y Nicolas, por su incondicional amistad. A Eli, esas amigas
que la vida te da en un instante, que no solo te dan un impulso, sino que sabes que pase lo
que pase, van a estar ahi.

Gracias a la vida misma, que me puso en el lugar y en el momento correcto.

Gracias a mi hermosa hija Julieta por llegar y demostrarme lo que es el verdadero amor, no
sabia lo que era la felicidad hasta que te conoci, nunca dejare de agradecerle a dios por
ponerte en mi vida, la bendicion mas inesperada que llego a iluminar el momento mas oscuro
de mi vida.

A los que no nombro en este momento pero siempre han sido parte de mi vida, saben que de
una u otra manera les he demostrado mi agradecimiento, no solo es necesario que los
mencione aqui.

Gracias!



TEG Arlene Giménez

RESUMEN

La Lomefloxacina es una de las fluoroquinolonas con mayor actividad antibacteriana y
también es conocida por exhibir una severa fototoxicidad por exposicion al sol. La
fotosensibilidad es un término empleado para describir las reacciones no deseadas de
farmacos, pigmentos y aditivos de comidas con la radiacion proveniente de las emisiones
solares (UVA/UVB). En este trabajo se propone modificar la estructura la Lomefloxacina,
especificamente en el grupo carboxilato mediante las reacciones con fenol y B-naftol para
formar ésteres derivados de Lomefloxacina y aumentar su estabilidad frente a la radiacion
UVA y UVB, y asi evaluar su potencial aplicacion en fototerapia dindmica antibacteriana
frente a E. coli. Se realizo la purificacion del Clorhidrato de Lomefloxacina (LOM.HCI) que
es la presentacion comercial, se obtuvo un rendimiento del 73% de la base libre de
Lomefloxacina, La sintesis se llevo a cabo mediante la esterificacion, en medio acido
gaseoso, en una solucion acuosa de cloroformo con una relacion estequiométrica de 1:3
fluoroquinolona:alcohol obteniendo un rendimiento de 78% y 73% para el éster fenilico y el
éster naftilico, respectivamente. La caracterizacion estructural se llevé a cabo mediante
técnicas espectroscopicas como Espectroscopia de Absorcion en el Infrarrojo (FT-IR),
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (*H RMN y 3C RMN), Espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear Bidimensional (COSY y HMQC), Espectrometria de Masas,
Espectrofotometria Ultravioleta-Visible (UV-Vis) y Espectroscopia de Fluorescencia,
comprobando la inclusion de los grupos aromaticos en la estructura. La caracterizacion
fotoquimica consistio en 1- Determinacién de la fotoestabilidad de los productos de la
esterificacion encontrandose que los dos ésteres se degradan con la interaccion con los rayos
UVA y UVB, en menor proporcion que el compuesto de partida. 2- Determinacion de los
rendimientos cuénticos de fluorescencia: se observo una tendencia de Lomefloxacina> éster
fenilico de Lomefloxacina > éster naftilico de Lomefloxacina en agua, en PBS la tendencia
observada fue Lomefloxacina> éster naftilico de Lomefloxacina> éster fenilico de
Lomefloxacina. 3- Determinacion de los rendimientos cuanticos de generacion de oxigeno
singlete obteniéndose la tendencia Lomefloxacina > éster fenilico de Lomefloxacina > éster
naftilico de Lomefloxacina, infiriendo asi que la inclusion de grupos resonantes disminuye
el tiempo de vida media del estado triplete. 4- Determinacion de produccion de radicales
libres oxigenados, observando que la tendencia de la produccién de radicales libres por parte
de los compuestos es la siguiente: éster naftilico de Lomefloxacina> Lomefloxacina> éster
fenilico de Lomefloxacina, demostrando asi que el éster fenilico muestra preferencia por el
mecanismo de fotosensibilizacion tipo Il (mayor produccién de oxigeno singlete) que para la
transferencia electronica, al contrario, el éster naftilico muestra una marcada preferencia por
la produccién de radicales libres oxigenados (mecanismo de fotosensibilizacion tipo 1) que
por la transferencia energética al oxigeno. La determinacién de la actividad antibacteriana
fotoinducida demostrd que el éster fenilico de Lomefloxacina es el compuesto que mayor
inactivacién hace sobre la viabilidad celular de la E. coli, pudiendo atribuirse el mecanismo
tipo 11 en la que se genera la especie Oxigeno Singlete, y la accion que esta especie ejerce
sobre la viabilidad de la bacteria. Debido a que se encontr6 que la integridad estructural de
los compuestos se ve comprometida al exponerse a las radiaciones UVA y UVB, se sugiere
el estudio de la estructura de los compuestos obtenidos luego de la radiacion, asilandolos y
caracterizandolos estructuralmente para comprobar que la descomposicion es debido a la
liberacion del fluor y todas las variaciones estructurales que se derivan de esta.
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ABSTRACT

Lomefloxacin is an antibacterial fluoroquinolone known to exhibit a severe phototoxicity by
sun exposure. The photosensitivity is a term used to describe unwanted reactions of drugs,
pigments and additives in foods with solar radiation (UVA / UVB). In this paper we propose
to modify the structure of lomefloxacin, specifically in the carboxylate group by reactions
with phenol and B-naphthol to form esters derived of lomefloxacin and increase their stability
against UVA and UVB radiation, and assess their potential application in dynamic
phototherapy antibacterial against E.coli. Purification of Lomefloxacin Hydrochloride
(LOM.HCI) which is the commercial form, was performed, a yield of 73% of the free base
was obtained. The synthesis was carried out by esterification in acidic gaseous medium, in
an aqueous solution of chloroform with a stoichiometric ratio of 1: 3 fluoroquinolone: alcohol
to obtain a yield of 78% and 73% for the phenyl ester and naphthyl ester, respectively.
Structural characterization was carried out using spectroscopic techniques such as absorption
spectroscopy in the infrared (FT-IR), Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (*H NMR
and C NMR) Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy bidimensional (COSY and
HMQC), Spectrometry mass, spectrophotometry UV-Visible (UV-Vis) and fluorescence
spectroscopy, checking the inclusion of aromatic groups in the structure. Photochemical
characterization consisted of 1- Determination of the photostability of the esterification
products finding that the two esters degrade the interaction with both UVA and UVB rays,
lesser than the parent compound. 2- Determining the fluorescence quantum yields: a tendency
Lomefloxacin> phenyl ester Lomefloxacin> Lomefloxacin naphthyl ester observed in water,
the trend observed in PBS was Lomefloxacin> naphthyl ester Lomefloxacin> Lomefloxacin
phenyl ester . 3- Determination of quantum yields of singlet oxygen generation obtaining
lomefloxacin> phenyl ester Lomefloxacin> naphthyl ester Lomefloxacin tendency, thus
inferring that the inclusion of resonant groups decreases the half-life of the triplet state. 4-
Determination of the production of oxygenated free radicals, noting that the tendency of the
free radical production by the compounds is: Lomefloxacin naphthyl> Lomefloxacin> ester
phenyl ester Lomefloxacin, demonstrating that a preference for phenyl ester the mechanism
of type Il photosensitization (increased production of singlet oxygen) for electronic transfer,
on the contrary, the naphthyl ester shows a marked preference for the production of oxygen
free radicals (type | photosensitization mechanism) that transfer energy to oxygen.
Determining the photoinduced antibacterial activity showed that phenyl ester compound
Lomefloxacin has greater inactivation on viability of the cells of E. coli, this can be attributed
to the type 1l mechanism wherein the singlet oxygen species is generated, and the action that
his species has on the viability of the bacterium. Because it was found that the structural
integrity of the sintetized compounds is compromised by exposure to UVA and UVB
radiation, the study of the structure of the compounds obtained after radiation, is suggested,
to show that decomposition is due to the release of fluorine and all structural variations
arising from this.
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1. INTRODUCCION

La luz solar es imprescindible para la vida y siempre ha sido considerada como una fuente
de salud. Es muy conocido el hecho de que la radiacion solar da lugar a la formacién de
vitamina D y ello combate eficazmente el raquitismo. Sin embargo, junto a sus efectos
beneficiosos, la exposicidn prolongada a esta radiacion puede ocasionar en el hombre efectos
claramente nocivos: quemaduras (eritemas), dafios o incluso muerte de células, alteraciones

en el ADN, envejecimiento de la piel, cancer cutaneo, etc.

Debido a que el Sol emite fuertemente en la regién UV-visible-Infrarrojo, los seres vivos en
el planeta Tierra han evolucionado para aprovechar la energia que nos llega del Sol. La
especie humana también ha utilizado fuentes de luz visible y ultravioleta para efectuar
reacciones quimicas inducidas por la luz (reacciones fotoquimicas, fotdlisis, fotolitografia,

maquinas fotocopiadoras, impresoras laser, impresién de microcircuitos) (Fontal B, 2005).

La fotoguimica es un area de la quimica, que estudian los cambios producidos por la
interaccion de las moléculas con radiaciones no ionizantes (Vargas & Martinez, 2000). Las
reacciones fotoquimicas tienen gran importancia bioldgica, pues un proceso tan fundamental
como la fotosintesis entra en esta clasificacion. También la fotodisociacion del ozono en la
atmosfera, proceso que ayuda a filtrar la radiacion ultravioleta del Sol y que protege la vida

en la superficie de La Tierra, es un proceso fotoquimico.

Esta ciencia como area independiente se ha venido desarrollando en los ultimos 20 afios. No
obstante, desde hace siglos se ha evidenciado el interés del ser humano en las interacciones
de las moléculas con las radiaciones electromagnéticas y los cambios que éstas producen en

La Naturaleza.

Ya en el siglo XIX, Grotthus y Draper habian reconocido que cualquier efecto de la luz es
consecuencia de la energia luminica que absorbe el sistema en cuestion. Formalmente, la
absorcion de un foton de luz suministra la energia necesaria para producir que una molécula
pase de un estado basal o fundamental a un estado electrénico, ahora denominado estado
excitado. Muchos compuestos experimentan reacciones quimicas mucho mas facilmente si

se encuentran en un estado electronico excitado (Contreras R, 2007).
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Precisamente, en las reacciones fotoquimicas, la energia de activacion, barrera energética que
debe ser cruzada a fin de que se produzca la reaccion, es suministrada por la absorcion de
luz. El efecto inicial, como hemos dicho, consiste en el traslado de la energia luminica (E =
hv) hasta las moléculas del reactante, incrementado su energia a un nivel mas alto en el cual
aumenta su reactividad, a fin de poder disociarlo en fragmentos mucho mas reactivos que el
producto de partida. Obviamente, los fotones deben poseer la energia suficiente para llevar a

cabo el proceso deseado.

En la actualidad, el interés por la fotoquimica ha crecido enormemente. Una de las mayores
atracciones se ha centrado en las reacciones de fotosensibilizacion por medicamentos, sobre

todo en los ultimos diez afios (Vargas & Martinez, 2000).

Las quinolonas, compuestos ampliamente utilizados para el tratamiento de afecciones
originadas por bacterias gram-positivas y gram-negativas, han sido ampliamente estudiadas
por esta ciencia, ya que su fotolabilidad ha sido comprobada, y sus productos de reaccion han
demostrado poseer una alta toxicidad sobre el cuerpo humano, especialmente sobre la piel
(fototoxicidad y fotoalergia). Las fluoroquinolonas (FQ), son quinolonas de segunda
generacion, que incluyen atomos de fluor en su estructura, lo cual le otorga un aumento no
solo el rango de accion sobre las bacterias, sino que le ha conferido también un aumento en

sus efectos fototoxicos.

La fotosensibilizacion se refiere a un proceso de activacion por luz que requiere la presencia
de una sustancia que absorba la luz, Ilamada fotosensibilizador, que inicie un proceso fisico,
quimico o bioldgico en un substrato que no reacciona con la luz (Vargas F, 2002). La
fototerapia dinamica antibacteriana es una aplicacion de este tipo de fotorreaccion que tiene
la ventaja de una selectividad dual. Por una parte, el fotosensibilizador puede ser dirigido a
la célula destino o tejido infectado; y por la otra, la irradiacion puede dirigirse especialmente
a la lesion (Zoltan T, 2008).

En este Trabajo Especial de Grado, se realiz¢ el estudio de una de las fluoroquinolonas més
fototoxicas, la lomefloxacina (LOM), enfocandose en sus propiedades fotogquimicas y
fotofisicas, para luego sintetizar dos nuevos derivados, productos de esterificacion de esta
fluoroquinolona y estudiar mediante diferentes pruebas fotoquimicas su estabilidad frente a

la radiacion, asi como su actividad antibacteriana fotoinducida.
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2. MARCO TEORICO

2.1 La naturaleza cuantica de la luz y la materia.

2.1.1 Teoria Cuéntica de Planck (Chang R, 2002)

Las mediciones hechas en la Gltima parte del siglo X1X, mostraron que la cantidad de energia
radiante que emitia un objeto a una cierta temperatura, dependia de su longitud de onda. Sin
embargo, la explicacion de esta dependencia con la teoria ondulatoria establecida y con las

leyes de la termodinamica no era del todo satisfactoria.

En 1889 Planck resolvio el problema con una suposicidn que se apartaba en forma radical de
los conceptos establecidos. La fisica clasica asumia que los &tomos y las moléculas emitian
(o absorbian) cualquier cantidad arbitraria de energia radiante. En cambio, Planck proponia
que los atomos y las moléculas emitian (o absorbian) energia solo en cantidades discretas,
como pequefios paquetes o cumulos. A la minima cantidad de energia que se podia emitir (0
absorber) en forma de radiacion electromagnética, Planck la Ilamé cuanto. La energia E de

solo un cuanto de energia esta dada por:
E=hv (1)

Donde h es la constante de Planck, cuyo valor es de 6,63x10* J, y v es la frecuencia de la

radiacion.

Cuando Planck present6 su teoria, no podia explicar por qué las energias debian ser finitas o

cuantizadas.

La Teoria Cuantica no podia explicar el efecto fotoeléctrico (un fenémeno en el que los
electrones son expulsados desde la superficie de ciertos metales que se han expuesto a la luz)
pero en 1905, Einstein partié de una extraordinaria hipotesis al considerar que un rayo de luz
es, en realidad, un torrente de particulas. Tomando como punto de partida la Teoria Cuantica
de Planck, Einstein dedujo que cada una de esas particulas de la luz que ahora se conocen

como fotones, debe poseer una energia E, de acuerdo con la ecuacion 1.



TEG Arlene Giménez

Los electrones se mantienen unidos al metal por fuerzas de atraccién, y para emitirlos, se
necesita una luz que tenga una frecuencia suficientemente alta (una energia suficiente). El
rayo de luz que incide sobre una superficie metalica puede compararse con la de la descarga
de un rayo de particulas (fotones) sobre los atomos del metal. Si la frecuencia de los fotones
es de una magnitud tal que hv es exactamente igual a la energia del enlace de los electrones

en el metal, entonces la luz suministrara la energia suficiente para emitirlos.

En 1925 Erwin Schrodinger desarrollé una ecuacion que describe al electrén en el &tomo de
hidrogeno con un comportamiento de onda/particula. La solucion de la ecuacién de onda de
Schrodinger demuestra que la energia de los niveles electronicos donde se encuentran los
atomos esté cuantizada; lo que significa, que solo niveles de energia electrénicos especificos
son permitidos (Wardle B, 2009).

2.1.2 El Espectro Electromagnético

Mediante los descubrimientos realizados por Planck y Einstein, se consider6 que la luz era
una manifestacion de una onda electromagnética que contenia un campo eléctrico y un campo
magnético oscilante, mutuamente perpendiculares y perpendicular a la direccion de
propagacion, que se desplazaba a la velocidad de la luz, c. Esta descripcion permite describir
la polarizacion de la luz. Si la descripcion es que la oscilacion de los campos eléctrico y
magnético es en un solo plano, entonces la luz es una onda polarizada en el plano (Fontal B,
2005).

A =Longitud d= la onda.

Campo electrico

—_—— ) "

——

Figura 1. Onda electromagnética. Luz polarizada en el plano. Direccion del campo
eléctrico y del campo magnético. A= Longitud de la onda.

El comportamiento dual onda-particula es la mejor descripcion de la radiacion
electromagnética actualmente. Dependiendo del tipo de experimento realizado, el

4
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comportamiento de la luz se puede explicar como ondulatorio (ondas electromagnéticas) o

como particulas (fotones).

James Clerk Maxwell demostro que la luz estaba compuesta por un mosaico de radiacion
electromagnética. Esta radiacion contiene desde las ondas radiofénicas, la luz visible y los
rayos-X hasta los rayos y. Cuando consideramos la luz como una onda electromagnética, la
firma espectral de un color puede identificarse a través de su longitud de onda (Chang R,
2002).

2.1.3 Regiones del espectro electromagnético (Fontal B, 2005)

El espectro electromagnético ha sido dividido en diferentes regiones cuyos limites son méas
0 menos arbitrarios y dependen en buena medida en nuestra capacidad de poder producir o
detectar esas regiones del espectro. El descubrimiento y especialmente el desarrollo de las
aplicaciones précticas de las diferentes regiones han dependido de la capacidad tecnoldgica
de producir fuentes de radiacién apropiadas y detectores o medidores sensibles apropiados
para esas regiones.

Rayos | Rayos Rayos Luz Rayos Ondas de
gamma X ultravioleta visible infrarrojos radio |
uvC uvB UVA
200 290 : 760
UVA | UVAII
320 340 400
i 7Nan0me!ros —

Figura 2. Regiones del espectro electromagnético.

En la figura 2 podemos observar que los rayos gamma (y) corresponden a la region de fotones
mas energéticos del espectro electromagnético, con energias en MeV (106 eV) y pueden
llegar a 1010 eV, o sea son 10.000 a 10.000.000 veces mas energeticos que fotones de luz

visible. Los rayos y estan asociados a los rayos cdsmicos, que son particulas cargadas
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altamente energeéticas que chocan con la atmosfera terrestre y vienen desde los confines del
Universo. Los rayos y simplemente pasan a través de la mayoria de 10s materiales y no pueden

ser reflejados por espejos como pueden ser los fotones dpticos y aun los fotones de rayos-X.

Los rayos X (o rayos Reentgen en honor a su descubridor) es otra region del espectro
electromagnético cuya longitud de onda (X) esta en el rango de 10 nandmetros a 100
picometros (108 a 101! cm) y energias entre 200 y 100.000 eV. Es una forma de radiacion
ionizante, por lo que puede ser peligrosa. Rayos X con longitudes de onda mayores que 0.1
nm se llaman rayos X suaves. Con longitudes de onda menores se llaman rayos X duros.
Estos rayos X duros se solapan con los rayos y de baja energia. La distincion entre los dos
rayos depende de la fuente de radiacion y no de la longitud de onda: los rayos X son
generados por procesos electronicos energéticos y los rayos y por transiciones en los nticleos

atébmicos.

La radiacion ultravioleta (UV) (que significa “mas alla del violeta™), la luz visible (Vis) y el
infrarrojo (IR) forman parte de la region dptica del espectro electromagnético. EI UV tiene
longitud de onda menor que la region visible, pero mayor que los rayos X suaves. EI UV se
subdivide en UV cercano (longitud de onda: 370-200 nm) y UV extremo o del vacio (200-
10 nm). Al considerar los efectos de la radiacion UV en la salud humanay el medio ambiente,
el UV frecuentemente se subdivide en UVA (380-315 nm), también llamado de Onda Larga
0 “luz negra” (invisible al ojo), UVB (315-280 nm), también Ilamado Onda Media y UVC
(<280 nm), también llamado de Onda Corta 0 “germicida”. El espectro visible es una porcion
pequefia del espectro electromagnético. Cualquier energia producida en esta estrecha banda

producira la sensacion de visién cuando estimula el ojo humano normal.

El infrarrojo (IR) es radiacion electromagnética de una longitud de onda mayor que la luz
visible, pero menor que las microondas. El nombre indica que esta “por debajo” del rojo, que
es el color visible de mayor longitud de onda. El IR se extiende desde 700 nm a 1 mm (1000
um). La zona de IR del espectro no se puede ver, pero si se puede detectar. El IR
frecuentemente se subdivide en cuatro regiones: a) infrarrojo cercano (NIR, 780-3.000 nm);
b) infrarrojo medio (MWIR, 3.000-6.000 nm); c) infrarrojo lejano (LWIR, 6.000- 15.000

nm); y d) infrarrojo extremo (0,015-1,0 mm).
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Las microondas son ondas electromagnéticas con longitud de onda mayores que el infrarrojo,
pero menores que las ondas de radio. Las microondas tienen longitud de onda
aproximadamente en el rango de 30 cm (frecuencia = 1 GHz) a 1 mm (300 GHz). También
se incluye el rango de 1 GHz a 1.000 GHz, aunque la mayoria de las aplicaciones van de 1 a
40 GHz. Los limites entre el infrarrojo lejano, las microondas y las ondas de radio de ultra

alta frecuencia son bastante arbitrarios.

Radio frecuencia (RF) u Ondas de Radio se refiere a la porcion del espectro electromagnético
en el cual las ondas electromagnéticas (menores frecuencias y mayores longitudes de onda,
de algunos milimetros a miles de kilémetros) son generadas por una corriente alterna
(particulas cargadas moviéndose para atrds y para adelante, cambian de direccion o se
aceleran) que se introduce en una antena. La atmoésfera de la Tierra es transparente a
longitudes de onda de unos pocos milimetros hasta 20 metros. Las ondas de radio viajan en
linea recta, pero son reflejadas por la ionosfera, permitiendo que las ondas viajen alrededor

del mundo.

2.2 Orbitales Atdmicos (Wardle B, 2009)

Resolviendo la ecuacion de onda de Schrodinger se obtiene una serie de funciones
matematicas llamadas funciones de onda, representadas por la letra y. El cuadrado de la
funcion de onda w?, indica la probabilidad de encontrar un electrén en una region especifica
del espacio, con los orbitales atdbmicos convenientemente dibujados como superficies de
enlace (regiones del espacio donde existe una probabilidad del 90 % de encontrar un electrén

dentro de un volumen encerrado).

En este modelo de la Mecénica Cuantica del atomo de hidrogeno, se usan tres numeros

cuénticos para describir un orbital atomico:

e EIl Numero Cuantico Principal, n, que puede tener valores de 1, 2, 3, etc., a medida
gue n se incrementa, el orbital atdmico es asociado a energias mayores.
e EIl NUmero Cuéantico del Momento Angular, |, que define la forma del orbital atomico

y puede tener valores de 0 a n-1 por cada valor de n. El valor por un orbital en
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particular es designado por las letras s, p, d y f, de acuerdo a los valores de 0, 1, 2 y
3 respectivamente.
e EIl NUumero Cuéantico Magnético, mi, que describe la orientacion del orbital atdmico

en el espacio y tiene valores que varian entre -1 y +1 pasando por 0.

Para entender como los electrones de los &tomos se acomodan en los orbitales disponibles,

es necesario definir un cuarto nimero cuantico:

e EI Ndmero Cuéntico de Espin, mz, que puede tener dos valores posibles, +1/2 0 -1/2.
Este valor es interpretado como las dos direcciones en las cuales el electron puede

estar orientado, Ty |.

El ndmero total de espin, S, de un nimero de electrones puede ser calculado mediante la
suma de los numeros cuanticos de espin de todos los electrones involucrados, y su estado

puede ser especificado por su multiplicidad de espin:
S=>)mp
Multiplicidad de espin = 2S + 1

El atomo de helio en su estado fundamental tiene dos electrones apareados en el orbital 1s
(1s?). Los electrones apareados (de espines opuestos) ocupan el orbital de energia mas bajo
(el Principio de Exclusion de Pauli prohibe que dos electrones con el mismo nimero cuéntico

de espin estén presentes en el mismo orbital).

Enermia
te
S=%-%=0
Multiplicidad de espin (2S +1) =1

Estas especies se refieren a un estado fundamental singlete y es designado como So.
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2.3 Orbitales Moleculares (Wardle B, 2009)

Algunos aspectos de los enlaces en las moléculas son explicados por un modelo llamado
Teoria de Orbitales Moleculares. De manera analoga a la utilizada en los orbitales atomicos
el modelo de la Mecénica Cuéntica es aplicado a las moléculas permitiendo solo ciertos
estados de energia que un electron puede tener. Esos estados cuantizados de energia son

descritos usando funciones de onda llamadas orbitales moleculares.

Para poder examinar los orbitales moleculares de la manera mas simple, se debe considerar
el caso de las moléculas diatdmicas. La interaccion de las funciones de onda de dos orbitales
atomicos idénticos, da lugar a funciones de onda distintas de los orbitales moleculares de la

molécula (figura 3).

f}:"\..r :.l:t:::nl:::n'...-

ran

Figura 3. Formacion de orbitales moleculares (OM) por la interaccion de dos orbitales
atébmicos (OA) idénticos.
Los orbitales moleculares enlazantes de menor energia son el resultado de la combinacion
de dos funciones de onda de igual simetria y similar energia. Los &tomos se mantienen unidos

por la atraccion entre el nucleo y los electrones en los orbitales moleculares enlazantes, y yas

= VYAt VyB.

Los orbitales moleculares antienlazantes poseen mayor energia, y se forman cuando las
funciones de onda de los dos orbitales atdbmicos se cancelan en la region del nacleo (simetria
opuesta), repeliendo los electrones desde la region donde y*ag = b - wye. LOs orbitales
moleculares antienlazantes por lo tanto representan una situacion que tiende a separar los

atomos antes de mantenerlos enlazados.

Si los dos orbitales atomicos son orbitales s, los orbitales moleculares resultantes se
denominan ¢ (sigma) al orbital molecular enlazante, y 6* al orbital molecular antienlazante

(figura 4).
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%
1s 1s ©

OH+OH— D
1s 1s 4]

Figura 4. Superficie de enlace del orbital enlazante ¢ y antienlazante c*.

Los orbitales moleculares formados por la mezcla de dos orbitales p paralelos son Ilamados

7 (pi) si es enlazante y m* si es antienlazante (figura 5).

P1 =Py s
Energia
-

P1 ] @

p1+p2 . .

D

=

Figura 5. Superficies de enlaces de los orbitales 7 (enlazante) y n* (antienlazante).

Adicionalmente a los orbitales moleculares enlazantes y antienlazantes es necesario
considerar los orbitales moleculares no enlazantes (n). Estos orbitales contienen pares de
electrones que no son enlazantes ni antienlazantes por lo tanto no forman parte del enlace
entre dos atomos, y estan localizados en solo un atomo. Los orbitales no enlazantes

generalmente tiene una energia mayor que los orbitales enlazantes.

Energia

Figura 6. Representacion esquematica de las energias de los orbitales moleculares en
las moléculas organicas.

10
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2.4 Absorcion de la luz

2.4.1 Estados electrdnicos excitados (Wardle B, 2009):

La excitacion electronica puede promover uno de los electrones del orbital 1s a un orbital de
mayor energia, por lo tanto, un electrén se mantiene en el orbital 1s y el otro se encuentra en
un orbital de mayor energia. Esta excitacion resulta en la formacion de un atomo de helio

electronicamente excitado.
En el estado de excitacion pueden existir dos posibilidades de configuracion de espin:

1. Los dos electrones tienen spines opuestos:

\

1

Energia

S=%-%=0
Multiplicidad de espin=(2S+1) =1
Dicha especie se refiere a un estado excitado singlete.

2. Los dos electrones con la misma configuracion de espin:

Energia

_t
t

S=¥+%=1
Multiplicidad de spin (2S +1) =3

En este caso se refiere a un estado excitado triplete.
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El estado fundamental singlete se designa como Sp con Sy, So.... usados para designar estados
singletes excitados de mayor energia. Similarmente T1, T»... son usadas para designar los

estados triplete excitados con incremento de energia.

Las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas son determinadas por la distribucion
electronica dentro de las moléculas. Sin tomar en cuenta la configuracion de espin de las

moléculas, las siguientes ideas son las mas importantes:

e Un estado excitado triplete siempre tiene menos energia que su correspondiente
estado excitado singlete. Esto encaja en las Reglas de Hund: cuando dos electrones
desapareados ocupan diferentes orbitales, hay menor energia de repulsion entre ellos
que cuando estan apareados.

»
Sz
T
Energia — 5§
T,
So

Figura 7. Representacion de las diferencias de energias de los estados electronicos.

e Cuando una molécula en su estado fundamental es excitada, existe una tendencia de
mantener la multiplicidad de spin. Las transiciones So — Tz son llamadas transiciones
prohibidas; esto es, pueden ocurrir pero son mucho menos probables que las
transiciones So— Si1. Los estados excitados triplete son generalmente transformados
al estado siguiente del Sz solo si la molécula o el medio favorece el proceso de cruce

entre sistemas, donde una molécula en el estado S es convertida a un estado triplete.
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2.4.2 Transiciones electrdnicas (Contreras R, 2007).

Usando la teoria de orbitales moleculares para discutir la absorcion de la luz de moléculas
organicas, nos concentramos en dos orbitales moleculares en particular. EI Orbital Molecular
Ocupado de Mayor Energia (HOMO, por sus siglas en inglés) que es el orbital molecular de
mayor energia en el estado fundamental de la molécula con electrones en é€l, y el Orbital
Molecular Desocupado de Menor Energia (LUMO) que es el orbital molecular de menor
energia sin electrones en él. Por lo tanto la transicion de menor energia en una molécula

organica seria la transicion HOMO — LUMO (figura 8).

Energia —_——

LUMO

HOMO 1t N E
} by

Figura 8. Representacion de los orbitales involucrados en la absorcién de luz, transicion
HOMO — LUMO.

Las bandas de absorcion en moléculas organicas son el resultado de transiciones entre

orbitales moleculares.

&

Energia

g

Figura 9. Representacion de los niveles de energia de los orbitales moleculares y de las
transiciones electronicas posibles entre ellos.
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La figura 9 muestra que existen, en principio, seis tipos de transiciones electronicas,
designadas 6 — ¢*, 6 — n*, 1 — n*, 1 —» o*, n —» ¢* yn — w*. La transiciéon ¢ — c*,
corresponde a la absorcion en el ultravioleta lejano, 6 — n* y m — o* se ocultan tras las =«
— 1* que tienen absorciones mas fuertes. De las transiciones electronicas mas estudiadas en
la fotoquimica orgénica, son las transiciones T — nw*y las y n — 7* las que producen estados

electronicos excitados mn* y nm* respectivamente.

2.4.3 Ley de Lambert-Beer (Wardle B, 2009)

El grado de absorcion de luz, varia notablemente de una sustancia a otra, la probabilidad de
absorcion viene indicada por el coeficiente de absorcion molar (¢). Cuando la luz es
absorbida, la intensidad de luz que entra en la sustancia, lo es mayor que la intensidad de la
luz emitida, 11, y existe una relacion exponencial entre la absorcion relativa (lo/l1) y la

concentracion (C) y el camino éptico (l) de la sustancia absorbente:
o/l = 107!
Tomando logaritmo en base 10 obtenemos
Log (lo/l1) = -eCl
Por lo tanto:
-Log (lo/l1) = &Cl

El lado izquierdo de la ecuacion es la absorbancia, A, y la relacion lineal entre la absorbancia,
concentracion y camino Optico es conocida como la Ley de Lambert-Beer:

A =¢Cl

La ley de Lambert-Beer puede ser aplicada en todos los casos, excepto cuando la intensidad
de la luz de irradiacion es muy alta, como cuando se usan laseres. En estos casos, una
proporcion considerable de la especie irradiada estara en estado excitado y no en estado

fundamental.
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Ya que A= ¢Cl
e=A/Cl(2)

Las unidades de ¢ utilizadas seria: cm™ (mol L™Y)*= L mol™* cm™,

Para una sustancia dada, el coeficiente de absorcién molar varia con la longitud de onda de
luz utilizada, Una grafica de ¢ (0 log €) vs la longitud de onda, es llamado el espectro de
absorcion de una substancia. EIl uso principal del espectro de absorcion desde el punto de
vista fotoquimico es que éste provee informacion sobre a qué longitud de onda Amax un
compuesto tiene su maximo valor del coeficiente de absorcion molar (emax), Por esto, la
irradiacion del compuesto a esta longitud de onda permite la fotoexcitacion éptima del
compuesto. Adicionalmente, la Ley de Lambert-Beer es frecuentemente utilizada en

determinaciones analiticas de concentraciones de las medidas de la absorbancia.

2.5 Fotoquimica.

La fotoquimica estudia el efecto de la energia radiante en las reacciones quimicas y de las
velocidades y mecanismos de las reacciones iniciadas por la accion de la luz (Vargas &
Martinez, 2000).

La produccion de estados electronicamente excitados por la absorcion de un foton es la
caracteristica principal de la fotoquimica, y es lo que la separa de las otras ramas de la

quimica.

En algunos casos la excitacion electronica resulta en cambios quimicos, como la fotosintesis
en las plantas. En otras ocasiones, los estados electronicamente excitados pueden resultar en
la desactivacion por un gran nimero de procesos fotofisicos, resultando en la emisién de luz
(luminiscencia) o la conversion del exceso de energia en calor, de cualquier manera el estado
fundamental de la molécula se transforma. Los estados electronicamente excitados pueden
tambien interactuar con moléculas en su estado fundamental, resultando en la transferencia

de energia o reacciones de transferencia de electrones (Wardle B, 2009).
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Todos los procesos fotoquimicos y fotofisicos son iniciados por la absorcion de un fotén de
luz visible o ultravioleta dando como resultado la formacion de un estado electrénicamente
excitado.

R +hv — R*

Para una interaccion efectiva entre el foton y el material absorbente se debe cumplir:
e Debe haber una correspondencia entre la energia del foton y la energia de los
niveles electronicos del par de electrones en el absorbente.
e Laabsorcion mas fuerte ocurre cuando la funcion de onda inicial y final (y y y¥)

se asemejan mas entre si.

2.6 Leyes de la Fotoquimica (Vargas & Martinez, 2000)

Existen dos principios fundamentales o leyes relacionadas con la absorcion de la luz que son
la base para el entendimiento de las transformaciones fotoquimicas.

a) Principio de la Activacion Fotoquimica o Primera Ley de la Fotoquimica:

Enunciada por T. Von Grotthus en 1817. Segun ella “sélo aquellas radiaciones absorbidas
por un sistema son efectivas para conducir a una reaccioén fotoquimica”. La ley de Grotthus
fue mas tarde, en 1843, completada por J.W. Draper, y por ello también es conocida como
Ley de Grotthus-Draper. Este Gltimo descubri6 que “la velocidad de una reaccion es
proporcional a la intensidad de la luz que provoca”. Ademas, esta ley es la que explica
que la determinacion del espectro de absorcién sea el primer paso que se debe dar en el
estudio fotoquimico de una molécula, puesto que de esta manera se puede saber que

longitudes de onda son capaces de producir una reaccién quimica.

b) Principio de la Activacion por Fotones, Ley de la Equivalencia Fotoguimica o

Segunda Ley de la Fotoquimica:

Enunciada por Albert Einstein (1912-1913). Segln ella, “cada molécula activada por la luz
solo requiere la absorcion de un cuanto de luz o foton (hv) para que pueda ocurrir el proceso
fotoquimico”. Es decir, hay una correspondencia uno a uno en moléculas excitadas/fotones

absorbidos.
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2.6.1 Rendimiento cuantico (Zoltan T, 2008)

Los resultados de un proceso fotoquimico se expresan frecuentemente, mediante la Eficiencia
Cuéntica o el Rendimiento Cuantico de una reaccion; éste se define como el nimero de moles
de sustancia absorbente de luz, que reaccionan por cada Einstein (unidad de energia
fotoquimica, que indica la cantidad de moles de fotones necesarios para excitar un mol de
moléculas, su nombre proviene del autor de la 2 Ley de la Fotoquimica Albert Einstein
(Vargas & Martinez, 2000)) de radiacion absorbida. Una definicion diferente, pero
equivalente a la dada, reza que “el Rendimiento Cuantico es la relacién entre el nimero

de moléculas que reaccionan y la cantidad de cuantos de radiacion absorbida”.

Como Einstein enuncié en la segunda ley de la fotoquimica, cada molécula es activada por
la absorcién de un fotén. En consecuencia, es posible afirmar que cada reaccion tiene su

propio rendimiento cuéntico.

El rendimiento cuéntico @ (fi) se puede describir como:

® = N° de moles de moléculas gue han reaccionado

N° de Einstein absorbidos

también:

® = N° de moléculas gue han reaccionado

N° de cuantos absorbidos

De otra manera, si se llama X al producto final del proceso primario:
@ = N° de moléculas de X; producidas

N° total de fotones absorbidos

Los rendimientos cuanticos pueden medirse de modo experimental. Para ello hay que
determinar por medio de anélisis la energia luminosa absorbida, que la da el denominador, y
la cantidad de especies X formadas. Como las “especies” (tripletes, singletes vibracionales
excitados, etc.) son de vidas muy cortas y no identificables normalmente por medios

quimicos, se emplea frecuentemente, la espectroscopia.
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2.7 Secuencias Fotoguimica (Wardle B, 2009)

Una reaccion fotoquimica, por su gran complejidad, tiene asociada una gran cantidad de
procesos que constituyen una secuencia.
Esta secuencia consta fundamentalmente de tres etapas:

a) Procesos primarios:
1.- Excitacion: Durante esta etapa la molécula absorbe un fotdn y se excita. Segun las
caracteristicas de la radiacion incidente, se puede excitar al primer o segundo estado
electronico excitado.
2.- Desactivacion: la molécula excitada, por ser inestable, debe desactivarse, y puede hacerlo
a través de diversos mecanismo; ya sea por medio de choques con otra u otras moléculas, en
los cuales puede sufrir reaccidon quimica (procesos fotoquimicos propiamente dichos), o bien,
antes de chocar puede experimentar un proceso unimolecular de desactivacién, por medio de
diferentes mecanismos (simple remision, fluorescencia, fosforescencia, otros) que reciben el
nombre de procesos fotofisicos.

b) Procesos secundarios:
3.- Las especies presentes, como consecuencia de las etapas antes descritas, pueden, a su vez,

reaccionar entre si.

2.7.1 Procesos fotoquimicos y fotofisicos

Los estados electronicamente excitados de las moléculas estan dotados de un exceso de
energia debido a que se forman por la absorcidn de un fotdn. Estos estados excitados tienen
tiempos de vida cortos, perdiendo su exceso de energia en un periodo de tiempo muy corto a
través de varios procesos de desactivacion y volviendo a su configuracion de estado
fundamental. Si la molécula regresa o su estado original entonces el procesos de relajacion
es un proceso fisico, pero si se forma una nueva especie molecular entonces el proceso de

relajacion viene acompafiado de un cambio quimico.

Los procesos de relajacion fotofisicos pueden ser clasificados en (Wardle B, 2009):

Procesos Intramoleculares:

e Transiciones no radiativas de un estado electronico a otro de energia equivalente.

18



TEG Arlene Giménez

Estas pueden ocurrir entre estados electronicos que posean la misma multiplicidad
de espin, conocidas como conversion interna, o entre estados electronicos con
diferente multiplicidad de espin, conocidas como cruzamiento entre sistemas.
Transiciones radiativas, las cuales involucran la emisiébn de radiacion
electromagnética por parte de la molécula excitada a medida que regresa a estados
energéticos inferiores. La fluorescencia y la fosforescencia son los dos tipos de
transiciones radiativas. La fluorescencia constituye la emisién de radiacion de un
estado excitado con igual multiplicidad de espin que el estado basal (S1—So 0
T1—To). Debido a esto, se consideran transiciones cuanticamente permitidas y son
considerablemente rapidas (102 a 10 s). Si la multiplicidad del estado excitado
difiere de la correspondiente al estado basal (S1—To 0 T1—So), el proceso de emision
se denomina fosforescencia y por su condicién cuantica prohibida es relativamente
mas lento (10 a 100 s).

Procesos Intermoleculares:

Relajacion vibracional, donde las moléculas que tienen exceso de energia
vibracional, colisionan con otras, generando moléculas con niveles vibracionales
mas bajos de un estado electronico particular.
Transferencia de energia entre dos moléculas, en donde el estado electrénicamente
excitado de una molécula (donador) es llevado a un estado electrénico méas bajo al
transferirle energia a otra molécula (aceptor) que a su vez se promueve a un estado
electronico superior. El donador se conoce como sensibilizador y el receptor como
“quencher”.
Transferencia electronica, en la que una molécula fotoexcitada (donador) interactla
con otra (aceptor) en su estado basal formandose un par de iones que pueden,
posteriormente, sufrir una transferencia de electrones resultando en “quenching” del

donador excitado.

Como se ha visto hasta ahora, una molécula en estado excitado es capaz de volver a su

estado basal por una variedad de rutas, intramoleculares o intermoleculares, que pueden

traer como consecuencia una serie de transformaciones quimicas conocidas como procesos

fotoquimicos. Estos pueden ser de primer orden (monomoleculares) y de segundo orden

(bimoleculares).
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Tabla 1. Tipos de procesos fotoquimicos.

Clase Reaccion
MONOMOLECULARES
1.- Disociacion en Radicales libre A—B +C
2.- Disociacion en moléculas A—-B+C
3.- Isomerizacion ABC — ABC
4.- Fotoionizacion A—-A"+e
5.- Transferencia interna de electrones AB — A"+ B
BIMOLECULARES
1.- Abstraccion de hidrégeno A+RH — AH- +R-
2.- Fotoadicion (p. ej., dimerizacion) AB + AB — (AB):
3.- Transferencia externa de electrones A+D—>A"+D (0 A"+D")

Las propiedades de los estados excitados y su relajaciébn son convenientemente

representadas por el diagrama de Jablonski.

Estados Excitados Singlete Estados Excitados Triplete

Cruce Entre Sistemas

i Conversion Interna e
b Conversién Interna y Externa

N ____(-—— /‘ v=4 /

Energia 1y v=0

Absorcién Fluorescencia |_ Fosforescencia

Se

Estado Basal

Figura 10. Diagrama de Jablonski.

El diagrama de Jablonski muestra (Wardle B, 2009):
e Los estados electronicos de una molécula y sus energias relativas. Los estados
electrdnicos singletes son denotados como So, S1, S, etc. y los estados electronicos

triplete como To, T, To, etc.
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e Los niveles vibracionales asociados a cada estado son denotados comov =0, v =1,
v = 2, etc. en orden creciente de energia.

e Las transiciones radiativas se representan como flechas rectas y las no radiativas
como flechas onduladas.

e Si un estado electrénicamente excitado se forma como una molécula excitada
“vibrationally-hot” (v > 0), entonces ocurrira la relajacion vibracional del nivel de
energia electronico hasta que alcance v = 0. La relajacion vibracional de cada nivel
electrénicamente excitado se representa como una flecha vertical ondulada.

e Las transiciones no radiativas (cruce entre sistemas y conversion interna) entre los
estados electronicos son procesos isoenergéticos y se representan como flechas
onduladas desde el nivel v = 0 del estado inicial hasta un nivel “electronically-hot”

(v >0) del estado final.

La diferencia de energia entre los estados excitados para cada multiplicidad, es menor que la
existente entre el estado fundamental (So) y el primer estado excitado. Esto da lugar, a que
los estados vibracionales mas altos de los estados electronicos excitados, tengan energia
similar, a la de los estados vibracionales mas bajos de los estados electrénicos excitados mas
altos. Por ejemplo, como se nota en la figura 10, el nivel v = 3 del S; tiene energia similar al

nivelv=0deS;

2.8 Cinética de los procesos fotofisicos y fotoquimicos (Zoltan T, 2008)

En términos cinéticos, cuando una molécula organica M es excitada, ésta generalmente pasa

a un estado excitado singlete
M+hv — M* Kex

Donde kex es la intensidad dependiente de la velocidad de excitacion. El estado singlete
excitado M*, puede descomponerse, como se menciond anteriormente, mediante varios
procesos independientes, tanto de forma intramolecular como intermolecular, siendo los
procesos intramoleculares los que llevan a procesos fotoquimicos, con una constante de
velocidad kpe, los cruzamientos entre sistemas con una constante de velocidad Kisc, las

conversiones internas con kic como constante de velocidad y por fluorescencia k.
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Las vias por las cuales puede ocurrir la descomposicién de dicha molécula excitada, pueden

ser representadas por los siguientes procesos:

IM* —  Productos Kpc
IM* —  3M* + calor Kisc
IM* —  1M* + calor Kic
IM* — 1M + Ovf Ks

En un esquema cinético comun, estos procesos son independientes y el estado singlete decae

exponencialmente con una constante de velocidad expresada como:
ks = kpc + Kise + Kic + ks

La cual, es el inverso de la medida del tiempo de vida fluorescente. El estado triplete es
entonces, generado directamente por los procesos de cruzamiento entre sistemas. El
rendimiento cuantico Ot para la produccion del estado triplete en este esquema viene dado

por:

Dependiendo de la frecuencia de la radiacion incidente y del estado inicial en el estado de
absorcion logrado en el evento inicial, pueden encontrarse multiples estados vibracionales
asociados con el primer estado electronico excitado (S1) o con el estado singlete superior
(Sn). Los procesos de desactivacion no radiantes, los cuales tienen valores de constante de
velocidades muy altas, compiten con el cruzamiento entre sistemas y con la fotoquimica de

los estados singletes altamente excitados.

Con el diagrama de Jablonski, mostrado en la figura 11, es posible explicar de manera
cinética los procesos (descritos anteriormente) que sufre una molécula cuando absorbe un

fotén de luz.
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k'ise

A 4 ‘I'

== =mcccccmcccccaaaad]

So

Figura 11. Diagrama de Jablonski en funcién de las constantes de velocidad entre los
procesos de los estados electronicos.
La figura 11 muestra una ilustracion de los canales de desintegracion disponibles en los
estados tripletes. Los estados tripletes antes formados, pueden sufrir procesos similares a los
sufridos por los estados singletes. Los procesos intramoleculares son entonces fotoquimicos
con una constante de velocidad k”pc, un cruzamiento entre sistemas K'isc, y una fosforescencia,
Kp.

3M* —  Productos K pc
3M* —  IM* + calor K'isc
3M* —  IM* + Dvp Kp

La desintegracion intramolecular usualmente observada, es exponencial y tiene una constante

de velocidad definida por:
ks= Kpe + Kisct kp

2.9 Quinolonas

Las quinolonas son antimicrobianos de amplio uso en la actualidad, debido a su gran eficacia
clinica en el tratamiento de infecciones en el tracto respiratorio, urinario, tejidos blandos y
enfermedades de transmision sexual (Fernandez E, 2005). Son compuestos que presentan una

alta fotolabilidad, alta actividad antibacteriana, pero que presentan poca fotoestabilidad.
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Figura 12. Estructura general de las quinolonas.

Durante los afios ochenta, se introdujo un atomo de fltor en la posicién 6 y un anillo de
piperazina en el carbono 7, originandose nuevas estructuras (6, 7, 9 y 10 de la figura 13), las
cuales presentaron mejoras tanto en actividad biolégica como en propiedades
farmacocinéticas (buena absorcién oral y amplia distribucion tisular); convirtiendo a esta
generacion de quinolonas en farmacos de primera linea frente a numerosas infecciones y
constituyendo un nuevo grupo de agentes antimicrobianos Ilamados piperazinil

fluoroquinolonas o simplemente fluoroquinolonas (Leyva S, 2008).

Los antibioticos quinolonas que contienen flior como sustituyente son comunmente
Ilamados fluoroguinolonas, la gran actividad terapéutica que presentan estos compuestos,
han alentado al desarrollo de tres generaciones de FQ. EI compuesto quimico de partida es el
acido nalidixico, Algunos derivados mantienen el ndcleo naftiridinicocarboxilico, pero en
otras es reemplazado por el acido quinolinecarboxilico, en ambos casos el nucleo es
substituido con atomos de haldégeno en 2 0 més posiciones tal como en la lomefloxacina
(Quintero B, 2000).

En afios recientes casi todas las quinolonas usadas como agentes antibacterianos, tanto los de
la primera generacion (1, 2, 3 de la figura 13) como los de la segunda (4, 5, 6, etc., de la
misma figura) han mostrado un alto indice de fototoxicidad. Se ha estudiado la
fotoestabilidad y las actividades biologicas de éstos compuestos farmacoldgicos,

especialmente los de los analogos fluor-sustituidos.

El maximo de absorbancia de este tipo de compuestos, que corresponde a la transicion n—m*
del grupo carbonilo, se encuentra localizado entre 265 y 285 nm. Una segunda banda menos
intensa pero significante se observa entre 320 y 420 nm y todos estos compuesto muestran

una moderada fluorescencia entre 370 y 418 nm cuando son excitados a su maxima
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absorbancia. Estas caracteristicas espectroscopicas han sido Utiles en los estudios de las

cinéticas de fotodegradacion (Vargas, Rivas, Fernandez, Florez, & Padrén, 2006).

En general las quinolonas sufren pérdida del grupo carbonilo como paso principal de su
fotodegradacion (Vargas, Rivas, & Machado, 1991). En el caso del acido pipemidico (2),
norfloxacina (6), ciprofloxacina (7) y lomefloxacina (10) (ver figura 13) la decarboxilacion
puede favorecerse por la influencia del par de electrones desapareados en el atomo de
nitrégeno proporcionando aromaticidad al anillo piperazinico que crea una extensa

resonancia por deslocalizacion.

o [¢]

o o
N‘ X ‘ OH o OH
oRe s
1 CaHs HN\) 2 Cats 3 CoHs

Acido Nalidixico Acido Pipemidico Acido oxolinico

5 CoHs
Rosoxacina Cinoxacina

Norfloxacina . .
Ciprofloxacina

0‘ (0]

CH,

o
9
Ofloxacina

10

Lomefloxacina

Figura 13. Representacion estructural de algunas quinolonas conocidas.
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A continuacion se muestra en la figura 14 un mecanismo postulado general de la fot6lisis de
las quinolonas antibacterianas (Vargas, Rivas, Fernandez, Florez, & Padrén, 2006). Es
importante resaltar el papel que juega el oxigeno en este proceso. Este es un factor importante
en la formacion de productos oxigenados y los intermediarios perdxidos involucrados en la

actividad fototoxica de estos compuestos.

o o
R
= ‘ ‘ OH
\
R X T
R
hv l -COOH
o o
R R
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| — ]+
\ \
R X T R X r\‘l
R R
o o
R’ ‘ OOH R’ od
= =
] — ]
\ \
R X r\‘u R % ,\‘,
R R

Figura 14. Mecanismo postulado para la fotdlisis de las quinolonas.

2.9.1 Reacciones quimicas importantes para las propiedades medicinales de las
quinolonas (Leyva S, 2008)

e Quelacion

La estructura de &cidos carboxilicos forman quelatos con iones metalicos, en soluciones que
van de condiciones neutras a basicas. La proximidad del grupo carbonilo en la posicion 4,
origina una fuerte donacion electronica que permite la formacion de un anillo (figura 15). La
quelacion ocurre con iones metalicos como aluminio (111), magnesio (I1), calcio (I1), hierro
(I1'y 1) y cobre (1), originandose complejos insolubles en agua, que pueden interferir en los

niveles de sangre del farmaco cuando se ha administrado oralmente. Esto no solamente
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produce inconvenientes para la formulacion, sino que también se forman interacciones
farmaco-alimento o interacciones farmaco-farmaco, que llevan a niveles pobres de quinolona
en sangre, particularmente cuando se administra la fluoroquinolona junto con antiacidos,

siendo este problema aligerado cuando la administracion del medicamento es en un medio

acido.
M
’I
O" i
F \
‘ O
R; T
R4

Figura 15. Quelatos de las fluoroquinolonas con metales.
e Caracter acido-base (Fasani, Mella, & Albini, 2004).

La presencia de dos sitios susceptibles de ser protonados en la estructura quimica influye en
las propiedades fisicoguimicas de las quinolonas, como son la solubilidad y el coeficiente de

particion del farmaco bajo diferentes condiciones de pH.

Se debe tomar en cuenta que las FQs son aminoacidos y la adicion de nucle6tidos o bases
cambian las formas idnicas presentes (figura 16). La conversion fotoquimica de la
lomefloxacina en el compuesto 1 ocurre con un rendimiento cuantico maximo bajo
condiciones de pH neutro cuando estd presente en su forma zwitterionica LOM-H, y se
mantiene como especie dominante en la reaccion bajo un medio acido (a pesar de que el
cation LOM-H;" esté presente) aunque con una eficiencia menor. Experimentos preliminares
demuestran que el fltor también es liberado bajo condiciones de medio basico desde el anién
LOM.
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LOM-

Figura 16. Estructura de la lomefloxacina a diferentes pH.

e Variaciones estructurales y actividad bioldgica.

En general, de los sustituyentes encontrados sobre el nitrégeno del anillo quinoldnico, el
mejor sustituyente dentro del grupo de los alifaticos es el etilo. Incrementos en la cadena,
ramificaciones y grupos polares ocasionan una disminucion en la actividad biologica. Las

quinolonas con un grupo N-etilo son ligeramente més potentes.

Los estudios de relacion estructura-actividad realizados en las fluoroquinolonas han indicado
el gran impacto en potencia, espectro, solubilidad, farmacocinética que tiene la naturaleza

del sustituyente de la posicion 7.

Estudios previos han demostrado que el proceso fotoquimico principal bajo condiciones de
pH neutras es la desfluorinacion. La presencia de un &tomo halégeno en la posicién 8 en el
anillo central de la quinolona (10) refuerza altamente su caracter fototoxico. Este hecho
acoplado a la formacién de intermediarios muy reactivos como el catién radical arilo en el
proceso de desfluorinacion, sugiere que el efecto bioldgico adverso puede relacionarse a
reacciones irreversibles que involucran enlaces covalentes de esta especie a algin

componente celular.
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e [Fotoquimica de las quinolonas.

Las fluoroquinolonas presentan un cierto riesgo de provocar reacciones de fototoxicidad, lo
que hace recomendable evitar la exposicion al sol de los pacientes tratados durante periodos
largos. Las primeras quinolonas utilizadas en la practica clinica, como el &cido nalidixico,
que no contienen un atomo de halégeno sobre C-6 ni una amina heterociclica sobre C-7,
experimentan reacciones como decarboxilacion, oxidacién y/o dimerizacion. Muchas
quinolonas, particularmente aquellas con sustituyentes halogenados, absorben luz en la
region de 350 a 425 nm y son transformadas en estados singletes o tripletes. La distribucion
de productos en la fotodescomposicion depende de las caracteristicas del medio y de la
estructura molecular de la fluoroquinolona.

El dafio ocasionado por la fotodegradacion de estos compuestos se conoce como

fotosensibilidad inducida por drogas o fotosensibilidad medicamentosa.

2.10 Fotosensibilidad inducida por drogas o fotosensibilidad medicamentosa
(Vargas & Martinez, 2000)

Se presume que el dafio ocasionado por las drogas fotoldbiles ocurre cuando la luz penetra
en la piel e interacciona con el principio activo de la droga, generandose como consecuencia,
reacciones fotoquimicas en el organismo que dan lugar a sustancias con propiedades toxicas.
Por esta razon los procesos de fotosensibilizacién son mas apreciables a nivel cutaneo,
aunque también pueden existir otros efectos adversos no tan visibles, pero potencialmente
mas perjudiciales en otras zonas del cuerpo, debido a que los fotoproductos de dichas
reacciones se distribuyen en el organismo a través del sistema circulatorio, y éstos también

podrian ser toxicos.

Para que una droga produzca dafios cutaneos, es necesaria la existencia de ciertas
condiciones. En primer lugar, que la droga absorba la luz y genere una especie
electronicamente excitada que pueda causar dafos biologicos. Esta condicion se ve afectada
por algunos factores concernientes a las propiedades opticas de la piel, la distribucion de la
droga in vivo y su biodisponibilidad; ademas, la habilidad de producir fotorreacciones o

transferencia de energia, la falta de mecanismos de reparacién bioldgica y la metabolizacion.
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Una vez que la luz penetra la piel y alcanza las células que contienen la droga, algunos

componentes pueden ser dafiados por fotorreacciones, tales como la membrana celular o el

ADN localizado en el nucleo.

Las reacciones de fotosensibilidad se dividen en dos grupos:

a)
b)

Reacciones fotoalérgicas
Reacciones fototoxicas. Las cuales a su vez se subdividen en:

Reacciones no fotodindmicas, y reacciones fotodinamicas.

Ambos procesos son capaces de inducir dafios en la piel. Sin embargo, existen algunos rasgos

caracteristicos de los mismos que los difieren notablemente.

a)

b)

Caracteristicas de las reacciones fotoalérgicas:

Luego de la segunda o subsiguientes exposiciones a la radiacion proveniente de la luz
solar aparece una manifestacion alérgica (dos o tres dias después de la irradiacién) lo
cual sugiere que existe un periodo de incubacién.

Es indispensable la presencia del fotosensibilizador para que la fotoalergia haga su
aparicion por primera vez.

La persona afectada puede quedar fotosensibilizada de por vida, es decir, a sucesivas
exposiciones a la luz se podria esperar la reaccién alérgica sin necesidad de estar
presente el xenobidtico.

Los efectos alérgicos ocurren en zonas no irradiadas y la curacion es lenta, pudiendo

tardar anos.
Caracteristicas de las reacciones fototéxicas:

La manifestacion cutanea ocurre instantdneamente, y aparece independientemente de
la presencia de una sustancia exdgena.

En caso de que el fotosensibilizador se encuentre presente, la reaccion dependera
directamente de la dosis de la sustancia y de las radiaciones que les sean suministradas
al afectado.

Las dolencias que resultan de estas reacciones, se restringen a la zona irradiada y no
hay diseminacion de las lesiones.

Una vez suprimido el fotosensibilizador, desaparece la lesion.
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2.10.1 Pruebas para la determinacion de fototoxicidad de la droga (Vargas &

Martinez, 2000)

La informacién para la determinacion de los mecanismos de fototoxicidad inducida por

farmacos, tienen origen en:

La determinacion del rendimiento cuantico de su fotodegradacion.

Elucidacién de las especies intermediarias que conllevan a la formacion de
fotoproductos estables.

La interaccion de su estado excitado con oxigeno, de igual forma un estudio de sus
metabolitos.

El estudio fotoquimico e investigacion de la fotolabilidad a la luz de un farmaco.

La fototoxicidad de agentes se puede determinar utilizando modelos in vitro. Estos modelos

tienen dos funciones: primero, puede proveer un método seleccionado para encontrar la

fototoxicidad potencial de sustancias extrafias tales como drogas, materiales de plantas,

fragancias, perfumes y constituyentes de cosméticos, antisépticos y otros agentes quimicos.

Segundo, puede proveer alguna visualizacion del mecanismo celular envuelto en las

reacciones adversas.

Modelos de ensayos:

a) Test sobre Candida albicans, desarrollado por Daniels.

b) Test de fotohemdlisis.

c) Oxidacion de la histidina.

d) Fotosensibilizacion del macréfago del raton.

e) Test de fototoxicidad sobre linfocitos y neutrofilos.

f) Test de asociacion a proteinas.

211 Fotosensibilizacion y fotosensibilizadores (Garcia D, 2005)

La fotosensibilizacion supone la generacion, mediante absorcion de luz, del estado excitado

de una molécula, llamada fotosensibilizador, de manera que ésta, durante el tiempo de vida

de su estado excitado, sea capaz de ceder o transferir su exceso de energia a otra molécula
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presente en el medio circundante, obteniéndose un estado excitado de la misma, una

descripcion de dicho proceso se muestra a continuacion:
Sens + Luz — Sens*
Sens* + Molécula — Sens + Molécula*

La nueva molécula excitada, durante su tiempo de vida, puede reaccionar con otras especies
quimicas (Q) existentes en el medio, dando lugar a productos de reaccion o, en caso de que
no lo haga, terminara regresando a su correspondiente estado fundamental tras la liberacion

de su exceso de energia (AE) al medio circundante, representandose esto como:
Molécula* + Q — Productos
Molécula* — Molécula + AE

Es de destacar que los procesos de fotosensibilizacion se dan generalmente en los estados

excitados tripletes del fotosensibilizador.

2.11.1 Mecanismos fotoquimicos (Vargas F, 2002)

El fotosensibilizador, una vez en su estado triplete excitado, puede regresar a su estado
fundamental mediante dos mecanismos fotoquimicos, denominados tipo | y tipo I, los cuales

se muestran en la figura 17.
TIPO I

P* 45 > P+ ST
P+ 03 2> P+ 0y

M + hv —> Fp* 3P* + 0> P+ Oy

TIPO 1l
P*+30; > P+ 10,
10, + 5 = 5(0)

Figura 17. Esquema de los mecanismos fotoquimicos.
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Las reacciones tipo | involucran la transferencia directa de electrones (o hidrdgenos) del
fotosensibilizador al sustrato (o solvente). En medios libres de oxigeno, el fotosensibilizador
excitado (PS”) puede reaccionar directamente con sustratos organicos mediante intercambios
electrénicos, con la subsecuente formacion de sustratos oxidados (S*) y fotosensibilizadores
reducidos (PS). En medios con oxigeno presente, la formacion del fotosensibilizador
reducido puede estar seguido de su reaccion con oxigeno molecular para producir especies
radicalarias de oxigeno altamente reactivas, tales como aniones superoxido ( O2) y radicales

hidroxilos (OH’) entre otras.

Por otra parte, en las reacciones tipo 11, las cuales ocurren generalmente en medios altamente
oxigenados, se produce una transferencia energética entre el fotosensibilizador excitado (°P”)
y el oxigeno molecular en su estado triplete basal (°0,), generando una especie excitada
altamente reactiva de oxigeno denominada oxigeno singlete (*O2), el cual puede formar

aductos con sustratos organicos [S(O)].

Ambos procesos pueden ser competitivos y, dependiendo de las caracteristicas del

fotosensibilizador, un mecanismo puede prevalecer sobre el otro.

2.11.2 Fotosensibilizadores (Garcia D, 2005)

Como se acaba de ver, a la hora de producir oxigeno singlete eficazmente, el método mas
recomendable, por su simplicidad y rapidez, es la fotosensibilizacion. Este método requiere

la utilizacion de colorantes, organicos o inorganicos, en general accesibles comercialmente.

2.11.3 Fotogeneracion de oxigeno singlete (Garcia D, 2005)

El oxigeno singlete es el estado excitado de menor energia del oxigeno molecular O2. El
oxigeno en estado fundamental, es decir, con su configuracion electronica de minima energia,
tiene dos electrones desapareados o de espines paralelos, por lo que se trata de un estado de
multiplicidad triplete. Por otro lado, su estado excitado de menor energia, el oxigeno singlete
(*0,), posee dos electrones apareados o de espines contrarios y un exceso de energia de 94,2
kJ mol~ respecto al estado fundamental, como se muestra en la figura 18 (Bezman, Burtis,
TPJ, & Thayer, 1978) (Dahl, 1987).
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942 T l Estado excitado singlete
(10, 0 05('Ay))

Energia kJ mol?!

0 T 1|A Estado fundamental triplete
('0)

Figura 18. Estado fundamental (triplete) y excitado (singlete) de la molécula de oxigeno.

El oxigeno singlete no se puede generar mediante absorcion directa de luz por la molécula
de oxigeno, por lo que la fotosensibilizacion, constituye el método de eleccion para la
preparacion de oxigeno singlete. Este método es aplicable tanto a pequefia como a gran
escala, puesto que no hace uso de reactivos sofisticados, sino que se requieren colorantes
comerciales o de fécil preparacion, asi como luz visible y no son necesarios montajes

experimentales de especial complejidad.

El proceso de fotosensibilizacion, mediante el cual tiene lugar la fotogeneracion de oxigeno

singlete, se detalla a continuacion (figura 19).

e FeD [
L e
v 10,

v

H + & H

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

Figura 19. Proceso de fotosensibilizacion para la fotogeneracion de oxigeno singlete.

Podemos describir de forma mas detallada el proceso de fotogeneracion de oxigeno singlete;

inicialmente una molécula de fotosensibilizador absorbe un fotdn de luz ultravioleta o visible,
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generandose inmediatamente su estado excitado singlete. Dicho estado evoluciona
rdpidamente hasta un estado excitado triplete mas estable y de tiempo de vida mas largo, el
cual puede colisionar con una molécula de oxigeno en estado fundamental. En dicha colision,
mediante un proceso de transferencia de energia por intercambio electrénico, se genera de
nuevo el fotosensibilizador en estado fundamental y oxigeno singlete. En el proceso global
el exceso de energia de excitacion de la molécula del colorante fotosensibilizador se
transfiere al oxigeno presente en el medio, mediante una colisién que ocurre durante el
tiempo de vida del estado excitado del fotosensibilizador, resultando asi la formacion de

oxigeno singlete.

Todo el proceso tiene lugar en una millonésima de segundo, aproximadamente, por lo que es
extremadamente rapido y puede ocurrir tanto en medios liquidos como en medios gaseosos,
siempre que haya un fotosensibilizador, luz y oxigeno presentes en el medio. Ademas, el
proceso es fotocatalitico pues Unicamente se consumen luz y oxigeno, ya que el

fotosensibilizador se recupera sin modificacién alguna al final de proceso.

2.11.4 Requisitos de un fotosensibilizador de oxigeno singlete

Los requisitos que debe poseer todo fotosensibilizador para producir oxigeno singlete

eficientemente son los siguientes (Bezman, Burtis, TPJ, & Thayer, 1978):

e Intensa absorcion de luz UV-Vis (preferentemente en la region visible entre 400
y 750 nm) con coeficientes de absorcion molar (g) superiores a 10* Mt cm™,

e Poseer una elevada eficiencia de paso del estado excitado singlete (S1) al estado
excitado triplete (T1) del fotosensibilizador (®isc), proxima al 100 %, asi como
una energia del estado triplete (T1) del fotosensibilizador superior a la del oxigeno
singlete (> 95 kJ mol™) para que exista una transferencia de energia eficiente
desde el fotosensibilizador al oxigeno.

e Largos tiempos de vida del estado excitado (6), en el orden del us o superior, con
objeto de permitir que haya tiempo suficiente para la colision entre las moléculas
de fotosensibilizador y las moléculas de oxigeno presentes en el medio.

e Alto rendimiento cuantico de produccion de oxigeno singlete (®a) en distintos

medios. El nimero de eventos que ocurren de produccién de oxigeno singlete
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dividido por el numero de fotones absorbidos por el fotosensibilizador y por
unidad de tiempo debe de ser lo més alto posible. En general, los buenos
fotosensibilizadores tienen valores de ®a proximos a la unidad.

e Buena estabilidad térmica y fotoquimica. A fin de evitar la descomposicion de las
moléculas de fotosensibilizador, incluso por el propio oxigeno singlete
fotogenerado.

e Capacidad de ser inmovilizados en soportes poliméricos de modo asequible, de

cara a facilitar el desarrollo de aplicaciones.

Uno de los grandes inconvenientes, por lo inevitable, que todos los materiales
fotosensibilizadores tienden a presentar, a medida que aumenta el tiempo de utilizacion, es
la fotodegradacion del fotosensibilizador debida a reacciones de fotodescomposicion del
mismo, que son competitivas con la fotogeneracion de oxigeno singlete. Este efecto provoca
disminuciones importantes en el espectro de absorcion del fotosensibilizador o en el de
reflectancia del material con el tiempo de irradiacion. Para minimizar esta limitacion hay que
usar fotosensibilizadores lo mas fotoestables que sea posible y, en el caso de que la
fotodegradacion provenga de reacciones con el propio oxigeno singlete fotogenerado, utilizar
polimeros que sean muy permeables al oxigeno, para facilitar la difusion del oxigeno singlete

hacia el medio a tratar (Garcia D, 2005)

2.11.5 Aplicaciones de los fotosensibilizadores

e [Fototerapia clasica y fototerapia dinamica (Vargas & Martinez, 2000)

La fototerapia, consiste basicamente en el uso de radiacion de diferentes longitudes de onda,
dependiendo del efecto terapéutico deseado. Este tipo de terapia, es utilizada en un grupo
especifico de patologias que son de alta incidencia, tomando como ejemplo problemas

dérmicos.

En los tratamientos terapéuticos en los que estd involucrado el uso de la luz podemos
conseguir dos vertientes. La primera conocida como fototerapia clasica, en la cual existe una
interaccion directa de la fuente de radiacion con la zona o tejido afectado. La segunda,

conocida como fototerapia dinamica, esta basada en la interaccion de la luz con moléculas
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fotosensibles, previamente administradas al paciente, y que actian de manera especifica con
el tejido, siendo esta interaccion la responsable directa del tratamiento terapéutico. De esta
forma se puede definir la fototerapia dinamica como una modalidad de fototerapia, en la cual

se emplean drogas o moléculas xenobioticas activadas por luz.

Se ha descrito que los mecanismos de los procesos fotoquimicos asociados al uso de
fotosensibilizadores estan intimamente relacionados con la presencia de oxigeno. De hecho
se ha reportado (Mosinger & Micka, 1997), (Korineck, y otros, 2007) que el mecanismo de
las reacciones fotodindmicas en solucidn, incluyen la formacion de un estado triplete excitado
de la droga (o fotosensibilizador) y una transferencia directa de energia (o electrénica) al
oxigeno disuelto en el medio, el cual se encuentra en su estado triplete fundamental,
produciéndose asi especies altamente oxidantes de oxigeno, siendo éstas las responsables de

los efectos terapéuticos.

El uso de fotosensibilizadores (no toxicos) en la terapia fotodinamica combinada con
irradiacion de baja intensidad (320-600 nm) en presencia de oxigeno para producir especies
citotoxicas, tiene la ventaja de una selectividad dual. Por una parte el fotosensibilizador puede
ser dirigido a la célula destino o tejido especifico, y ademas, la irradiacion puede dirigirse

especialmente a la lesién (Vargas, Rivas, Fernandez, Florez, & Padron, 2006).

Para los fines de ésta investigacion discutiremos sobre uno de los usos especificos de los
fotosensibilizadores sobre bacterias.

e [Fototerapia dindmica antibacteriana (Vargas F, 2002)

La fototerapia dindmica antibacteriana se basa en la utilizacion de un fotosensibilizador no
toxico que es llevado al sitio de la infeccién microbiana. Cuando interacciona con el agente
patdgeno, la iluminacion del fotosensibilizador a una longitud de onda adecuada puede llevar
a la inactivacion del agente patdgeno a través de la produccidn de especies de radicales libres
altamente reactivas, que inducen dafio oxidativo a los lipidos, proteinas y al ADN/ARN, y/o
a la formacion de un aducto entre el fotosensibilizador y la bacteria. Actualmente el mayor
uso de la terapia fotodindmica antibacteriana es en la desinfeccion de productos sanguineos,

particularmente en la inactivacion de virus, también se han desarrollado protocolos clinicos
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basados en esta técnica, por ejemplo para el tratamiento de las infecciones orales. Se ha
demostrado que ésta técnica es efectiva en ensayos in vitro contra bacterias (incluyendo
aquellas que presentan resistencia a las drogas), levaduras, virus y parasitos. Esta terapia es
conocida como una terapia de gran potencial y un bajo costo, debido a que le tratamiento se

hace localizadamente en el area infectada.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Entre 7 quinolonas que se sometieron a estudios, se encontrd que la lomefloxacina (LOM) es
la segunda fluoroquinolona mas toxica, ésta es activa contra un amplio rango de bacterias
gram-positivas y gram-negativas y es usada en el tratamiento de infecciones respiratorias,
tracto urinario, articulaciones, piel, boca, oido, nariz, garganta, ojos y en infecciones

obstétricas y ginecoldgicas (Shah, Rathod, Savale, & Patel, 2002).

La LOM absorbe radiacion en la region entre 320 y 330 nm, mostrando que cuando es
expuesta a la luz UVA se descompone. La fotodescomposicion de la droga constituye un
importante tema de investigacion dado que el proceso de fotodegradacidn puede resultar en
una pérdida de la eficacia de la droga y asi como también puede generar efectos adversos
debido a la formacién de productos fototoxicos de degradacion (El-Bary, Soliman, Ali, El-
Wahed, & EI-Menshawee, 2005).

La fototoxicidad de fluoroquinolonas es inhibida por la adicion de catalasa y aumentada por
la adicién de superoxido dismutasa, esto sugiere que las especies reactivas de oxigeno
especialmente el radical hidroxilo, sean las responsables de la fototoxicidad (Araki &
Kitahoka, 1998).

La fotoestabilidad de una fluoroquinolona es influenciada por sus sustituyentes, por lo tanto
estas moléculas deben poseer caracteristicas que sean capaces de contrarrestar estos efectos
adversos. Luego de muchos estudios se ha demostrado que la incorporacién de grupos ésteres
aromaticos a estas moléculas aumenta su fotoestabilidad (Vargas, y otros, 2009). En tal
sentido, en el Laboratorio de Fotoquimica del IVIC se plantea realizar modificaciones en la
estructura de la lomefloxacina, especificamente en el grupo carboxilato, para incrementar su

fotoestabilidad y estudiar su actividad antibacteriana fotoinducida.
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5. ANTECEDENTES

Las quinolonas han sido el centro de numerosos estudios de interés cientifico y clinico desde
su descubrimiento en la década de los 60. Muchas de las investigaciones se basaban en el
potencial de esta clase de droga, en especifico el acido nalidixico que fue la primera

quinolona creada (Andeson & MacGowan, 2003).

Los primeros reportes de los efectos fototoxicos del &cido nalidixico fueron realizados en
1964, mediante la aparicion de recurrentes erupciones en la piel por un paciente que estaba
siendo tratado por una infeccion en el tracto urinario con esta quinolona (Zelickson AS,
1964).

Numerosas investigaciones sobre los efectos adversos en la salud ocasionados por el uso de
esta clase de antibacterianas han sido reportadas (Halkin H, 1988) desde la aparicion de estos
compuestos, asi como también la fotoquimica de estos productos, incluyendo estudios que
pudieran dar a conocer la estructura de los fotoproductos formados, causantes de estos efectos
fototoxicos (Ferguson, Phillips, McEwan, Moreland, & Johnson, 1988).

164 212 90 30 K06

Longitud de onda (nm)

Figura 20. Monitoreo de la fotodegradacion del acido nalidixico mediante la variacién de
sus espectros de absorcion.

En 1987 se reportdo el primer estudio de degradacion fotolitica para un compuesto
farmacéutico que ya se encontraba en el mercado para ese afio, el ibuprofeno (Castell,

Gomez, Miranda, & Morera, 1987), siguiendo a ésa, muchas investigaciones sobre los
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farmacos que se conocian causaban dafos en la salud al ser consumidos y de alguna manera

ocurria la exposicion a la radiacion de la luz.

Vargas y colaboradores (Vargas, Rivas, & Machado, 1991) realizaron la fotodegradacion
del acido nalidixico mediante la observacién del cambio en su espectro de absorcion cada 20

minutos al ser irradiado durante 24 horas (figura 21).

Para los autores, mediante el cambio observado en el espectro, se puede concluir que el
proceso de fotodegradacién de la molécula sigue un proceso de decarboxilacion. La
formacion del fotoproducto incluye la reaccion del intermediario radical con el oxigeno
presente en el medio y el rompimiento del hidroperdxido formado, como se ha sugerido
anteriormente en los estudios de las drogas anti-inflamatorias no esteroideas (Castell, Gomez,
Miranda, & Morera, 1987) (Bosca, Miranda, & Vargas, 1990).

En la figura 21 se puede observar el mecanismo de decarboxilacion propuesto por los autores

para la formacion del fotoproducto 2 caracterizado.

CHLCH, CHACH, | CH,CH,
CHy N N SHs, N N CHs, N %
=
J | o BB oo o | | e | |
COOH [MeOH) [-1a7) TR -
O o o
1
oz
fszCHs CHCH,
CH, N N CH, 5 ]!4
S
| L — | |
OH OGH
O 3]

Figura 21. Mecanismo propuesto para la fotodegradacion del &cido nalidixico en medio
oxigenado (Vargas, Rivas, & Machado, 1991).
Matsumoto y colaboradores (Matsumoto, Kojima, Nagano, Matsubara, & Yokota, 1992)
realizaron un estudio sobre el comportamiento de varias fluoroguinolonas en solucion, al ser
irradiadas en dosis variables de luz UVA de entre 0,3 y 3 J/cm?. Los fotoproductos fueron
analizados por HPLC, comprobando un cambio en la estructura de los compuestos de partida
y se comprobd que hubo una pérdida de la actividad antibacteriana, acompafiada de un

incremento en la citotoxicidad.
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En ese estudio, la irradiacion con luz UVA indujo cambios en los espectros de los antibioticos

fluoroquinolonas obtenidos del mercado (figura 22).

-
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Figura 22. Efecto de la irradiacion UVA en algunas fluoroquinolonas conocidas. Una
solucion conteniendo 20 pg/mL de fluoroquinolonas fue irradiada con UVA
y sus espectros tomados a diferentes tiempos de la irradiacion.

Con esos estudios, los autores concluyeron que con los cambios en los espectros de absorcion
mediante la irradiacion se puede determinar la transformacién, y en este caso la completa

degradacion de los compuestos de partida.

En el trabajo realizado por Martinez y colaboradores (Martinez, Sik, & Chignell, 1998) se
muestra una compilacién de los trabajos de fototoxicidad y fotocarcinogenicidad realizados
hasta ese afio por diferentes autores para demostrar el potencial del dafio fototoxico que

poseen diferentes quinolonas, mediante diferentes tipos de ensayo in vivo.
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Tabla 2. Fototoxicidad relativa y potencial fotocarcinogenico/mutagenico de algunas
fluoroguinolonas.

Ensayo Efecto Orden de potencial
Raton albino Fototdxico LOM > ENX, NA > OFLX, CPFX
Celu,IaS 3T.3 Fototoxico LOM > ENX > CPFX > OFLX
de ratén albino
Raton Fototéxico LOM > FLER > ENX > NOR, OFLX, CPFX
Raton albino Fototoxico LOM > ENX > OFLX, CPFX, NOR
CO”I‘;J(;:LOSS de Fotot6xico LOM > ENX > OFLX > NA > NOR > CPEX
L. FLER > LOM, PEFX >> CPFX > ENX, NOR,
Humano Fototoxico
OFLX
Skh ;itlzn sin Fotocarcinogénico LOM > FLER > OFLX > CPFX, NA
Salmonella
typhimurium Fotomutagénico LOM, FLER >> CPFX
TA 104

Luego se estudi6 el rendimiento cuantico de 'O, y el efecto quenching de algunas
fluoroquinolonas sobre el 'O, mediante medidas de Iuminiscencia a 1.270 nm.
Adicionalmente se midid la generacion del radical superéxido (O2) mediante resonancia
paramagneética electronica (EPR).

Tabla 3. Rendimientos cuanticos de oxigeno singlete para algunas fluoroquinolonas en PBS
apH 7,5y en metanol.

Compuesto Dr** (UJN ¢
FLER 0,029 0,016
LOM 0,072 0,016
PEFX 0,045 0,028
CPFX 0,092 0,040
ENX 0,061 0,009
NOR 0,081 0,017
OFLX 0,076 0,007

CINOXACIN 0,16 0,73

** En 50 mM D0 buffer fosfatado a pH 7,5.
T En metanol.
$Ordenados por orden decreciente de fototoxicidad en humanos.
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Los autores demostraron que la fotodegradacion de los quinolonas estudiadas se ven
influenciadas por el medio de reaccién tanto por el pH como por la polaridad del solvente

que se utilice para el estudio.

En el mismo afio, Fasani y colaboradores (Fasani, Profumo, & Albini, 1998) realizaron un
estudio sobre la reactividad de cuatro antibioticos fluoroquinolonas para comparar la
fotosensibilidad de cada una de ellas, analizando estructuralmente la variacion de la
fotolabilidad y del potencial fototdxico de los intermediarios, mediante la variacion de las

condiciones del medio en el que se encontraban las fluoroquinolonas durante la irradiacion.

Tabla 4. Comparacion entre las propiedades fotoquimicas de algunas fluoroquinolonas.

Substrato @ (102)** D F) i
Norfloxacina 0,081 0,0035
Enoxacina 0,061 0,01
Lomefloxacina 0,072 0,38

Ofloxacina 0,076 0,0005

** En solucién de PBS deuterado, determinado por fosforescencia. + En DMSO, y determinada por EPR

1 En soluciones de PBS con flujo de argon.

Tabla 5. Fotodescomposicion de fluoroquinolonas.

Substrato Condiciones ** RenQimjento % de Iibf:racién de
cuantico fluor+t
Argon 0,06 100
Agua =
Norfloxacina ) Alre 0,01 08
Buffer Argon 0,0042 89
Aire 0,007 49
Argon 0,13 99
Enoxacina Agua Aire 0,08 100
Buffer Argon 0,01 100
Aire 0,02 73
Agua Argc’)n 0,55 100
i Aire 0,49 100
Lomefloxacina :
Buffer —rdon 04 95
Aire 0,3 30
Agua Argén 0,0012 80
Ofloxacina Alre 0,0016 87
Buffer |— 9o 0,0015 35
Aire 0,0025 50

** Buffer= 0,067 M buffer fosfatado pH 7,4. Argén: corriente de argén purificado por 1 hora.
T Porcentaje de liberacion de fluor con respecto al reactante.
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Mediante los estudios de fototoxicidad y fototumorigenicidad llevados a cabo con estas
fluoroquinolonas, los autores demostraron que los efectos fototoxicos son totalmente
dependientes de la estructura de las fluoroquinolonas. En particular, La lomefloxacina y otros
derivados que contienen fltor en el C-8, son los compuestos que demuestran mayor grado de
fotodescomposicion. La conclusion a la que llegaron fue que el flior existente en la estructura
de las fluoroquinolonas, a pesar de aumentar la absorcion oral y la actividad antibacteriana,
esta directamente relacionado con el incremento de los efectos adversos de estas drogas.

Luego en 2004, los mismos autores (Fasani, Mella, & Albini, 2004) realizaron un estudio,
mediante el andlisis de su derivado éster metilico, para demostrar como la variacion
estructural de la fluoroquinolona, aumenta la fotoestabilidad de ésta frente a la radiacion,

observando una disminucidon del rendimiento cuantico de descomposicién de la molécula.

F
(0] (o]

HN/—\N // OH HN/—\N // —CHgy
H3C>—/ F N / \o H3C>—/ F N / \\0
1 2

LOM-H (1) y LOM-Me (2)
Figura 23. Estructuras de los compuestos estudiados.

Tabla 6. Rendimiento cuantico de la fotodescomposicién de LOM-H y su derivado éster
metilico en solucion acuosa.

Quinolona Solvente D descomposicion
H.0 @ 0,55
LOM.H H»0, Et2NH 0,01 M 0,20
H.0, EtNH0,2 M 0,21
H20, NaOH 0,01 M 0,20
H,0®) 0,40
LOM-Me H20, EtzNH 0,02 M 0,33
H20, NaOH 0,01 M 0,30

@ Splucion Buffer a pH 7 por adicion de NaHCOs.
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Los andlisis realizados por HPLC a los fotoproductos obtenidos de la irradiacion de los dos
compuestos (lomefloxacina y su derivado éster) demostraron que la estructura del derivado

no varid a lo largo de la irradiacion.

En 2006 Ray y colaboradores (Ray, Agrawal, Misra, Farooq, & Hans, 2006) publicaron un
trabajo donde se demuestra la influencia de la variacion de la longitud de onda incidente
sobre la fotogeneracion de las especies reactivas de oxigeno singlete y radical superéxido por

cuatro diferentes fluoroquinolonas.

A 14 2 OOfkxcin BNodioxacin B Encxacin BLomefoxcin

O Ofloxacin @Norfloxacin M Lomeflaxacin OEnoxacn

Absoebancs # 440 nmy

Absorbancia 3 440 nm

Abuorbandia 8 430 nm
o b BT o B
Ld
e —
"
o
3
i g
;—i :
£
S g
. -

Concantracitn de la droge pg/me

Figura 24. (A) Produccion fotoquimica de 'Oz por algunas fluoroquinolonas al ser
irradiadas con UVA. (4,32 Jicm?). (B). Produccion fotoquimica de 'Oz por
algunas fluoroquinolonas al ser irradiadas con UVB (2,16 J/cm?). (C)
Produccion fotoquimica de O, por algunas fluoroquinolonas al ser irradiadas
con luz solar por 60 minutos.

Tabla 7. Porcentaje de 1O, generado por diferentes drogas mediante irradiacion con UVA,
UVB vy luz solar con varios quencher.

UVA (4,32 J/lcm?) UVB (2,16 J/cm?) Luz solar (60 min)
Droga NaNs DABCO NaNs DABCO NaN3 DABCO
(100pg/mL) (10mM) | (25mM) | (10mM) | (25mM) | (10mM) | (25mM)
Enoxacina 42,8 53,74 40,23 52,84 40,45 76,0
Lomefloxacina 81,33 53,7 83,2 65,25 87,0 71,7
Ofloxacina 37,79 70,32 36,0 73,54 28,78 86,8
Norfloxacina 36,66 83,7 36,0 82,4 37,3 89,0
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B Lomeficcacn B Norfliccacn [ Enoxacin 0 Ofloxacin

Radical Superduido yv

Radical Superéuido M

oncentracém de la droga pg/mi

2~ por algunas fluoroguinolonas a diferentes

concentraciones al ser irradiadas con UVA. (1,44 J/cm?). (B) Produccion
algunas fluoroquinolonas a diferentes
concentraciones al ser irradiadas con UVB (0,70 J/cm?). (C) Produccion
algunas  fluoroquinolonas a diferentes
concentraciones al ser irradiadas con luz solar por 20 minutos.

fotoquimica de Oz

fotoquimica de Oy

por

por

Tabla 8. Porcentaje de generacion del anion superdxido mediante irradiacion a diferentes
longitudes de onda.

Droga (50 pg/mL) | UVA (1,44 J/cm?) | UVB (0,70 J/cm?) | Luz solar (20 min)
Enoxacina 84,8 91,0 86,3
Lomefloxacina 78,9 78,2 85,9

Ofloxacina 84,7 87,2 86,37
Norfloxacina 77,0 75,0 89,6

También se demostro el efecto de diferentes “quenchers” sobre la generacion de las diferentes

especies reactivas de oxigeno, notando un aumento de la fotogeneracion de estas especies en

presencia de DABCO (1,4-diazobiciclooctano), este compuesto es un iniciador de radicales

libres.

47



TEG Arlene Giménez

Los autores concluyeron que la exposicion a la luz durante el consumo de este tipo de
antibidticos debe ser minimo, ya que los efectos de las especies generadas tienen una fuerte

reaccion con las biomoléculas del cuerpo.

En el trabajo presentado por Vargas y colaboradores (Vargas, y otros, 2008) se sintetizaron
dos derivados éster naftilicos de dos quinolonas conocidas y se determiné su habilidad para

generar especies reactivas de oxigeno tales como 1O,, "OH y H,0- a través de la fotdlisis con

luz UVA,
i i
”><oh |/%,/kn(J-L‘,R /\j:j)LﬂR
A AT
| L
CsHs

CHa
1Y3 2y4

1 y 2:R=H (Cinoxacina y acido nalidixico)

= N
3y 4:R= |

Figura 26. Estructuras de las quinolonas estudiadas y sus derivados ésteres naftilicos.

Se realizaron los estudios de fotoestabilidad bajo irradiacién de los compuestos sintetizados,
mostrando una variacién casi imperceptible en los espectros de absorcion luego de 2 horas

de irradiacién con luz UVA.

La generacion de cantidades cuantificables de oxigeno singlete, "OH y H>O, fueron
determinada mediante la prueba de la oxidacion de la histidina y la quimioluminiscencia del

luminol respectivamente.
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Figura 27. Generacion de especies peroxidicas determinadas por quimioluminiscencia.
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AQD.

| .

1 3 2 4 Rose Bengal
Figura 28. Influencia de la irradiacion de los compuestos 1 a 4 en el ensayo de la oxidacion
de la Histidina a 440 nm. La Rosa de Bengala fue usada como patrén.
Los autores observaron que la habilidad para generar especies peroxidicas de los derivados
sintetizados (figura 28) fueron 3 > 4 (figura 27), en contraste, su habilidad para generar
oxigeno singlete (figura 28) fue 4 > 3, y al ser comparados con los compuestos de partida, se

observo un incremento en la generacion de ambas especies (figuras 29 y 30).
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Figura 29. Ensayo de la viabilidad celular microbiana basado en la cuantificacion de ATP
presente medido por quimioluminiscencia en 5 horas de incubacion de la E. coli
con los compuestos 2 y 4.
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Figura 30. Ensayo de la viabilidad celular microbiana basado en la cuantificacion de ATP
presente medido por quimioluminiscencia en 5 horas de incubacion de la E. coli
con los compuestos 1y 3.
Con esta investigacion los autores demostraron que los productos sintetizados mostraron
mejores capacidades de fotosensibilizadores que los compuestos de partida. La actividad
antibacteriana de los compuestos sintetizados sin irradiar y bajo irradiacién fueron probados
sobre Escherichia coli y comparados con los compuestos de partida, observando un aumento
en la actividad antibacteriana fotoinducida en la irradiacion de los derivados ésteres naftilicos

sintetizados.
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6. HIPOTESIS PRELIMINAR

“El producto derivado de la reaccion de la esterificacion de la lomefloxacina serd un
compuesto que presente gran estabilidad al ser irradiado con luz UVA y UVB y poseera

actividad antibacteriana fotoinducida de amplio espectro”.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Sintetizar, caracterizar quimica y fotoquimicamente los ésteres derivados de lomefloxacina,

y estudiar su actividad antibacteriana.

7.2 Objetivos especificos

e Sintetizar derivados de Lomefloxacina mediante la esterificacion con
alcoholes aromaticos tales como fenol y B-naftol.

e Optimizar diversas variables del método de esterificacion validado en el
Laboratorio de Fotoquimica del IVIC.

e Caracterizar  estructuralmente  mediante  técnicas  espectroscopicas
. . . ., . ., 1
convencionales los derivados obtenidos de la reaccion de esterificacion ("H-

NMR, 13C-NMR, I.R y Espectrometria de Masas).

e Estudiar la fotoestabilidad de dichos derivados frente a irradiacion UVA y
UVB mediante espectrofotometria UV-Visible.

e Determinar el rendimiento cuantico de fluorescencia de estos compuestos
esterificados.

e Determinar el rendimiento cuantico de generacién de oxigeno singlete de los
compuestos sintetizados.

e Determinar la eficiencia de los compuestos sintetizados para producir
radicales libres oxigenados

e Estudiar la actividad antibacteriana que poseen los ésteres derivados de

Lomefloxacina frente a la bacteria blanco Escherichia coli (E. coli)
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8. PARTE EXPERIMENTAL

7.1  Purificacion del Clorhidrato de Lomefloxacina (LOM.HCI) (Fasani, Barberis,
Mella, Monit, & Albini, 1999)

Para la obtencion de la base libre de Lomefloxacina (LOM-H) se prepar6 una solucién 0,02
M en agua. La fase organica fue extraida con 25 mL de cloroformo por cada 50 mL de

solucion acuosa, repitiéndose la extraccion por triplicado.

7.2 Sintesis de los ésteres derivados de Lomefloxacina (Vargas, y otros, 2008)

La sintesis se llevé a cabo modificando el método reportado por Vargas y Colaboradores,

mediante la reaccion de la Lomefloxacina con Fenol y -naftol, en medio &cido.

Una solucion de Lomefloxacina 0,02 N y el alcohol correspondiente en cloroformo
acidificada con HTPSA (Acido p-toluensulfénico) se sometieron a agitacion constante
durante 2 dias, haciendo pasar Acido Clorhidrico gaseoso generado in situ mediante la
reaccion entre el acido sulfurico concentrado y Cloruro de sodio en un flujo de argén hasta

observar la aparicion de un precipitado en la solucion.

HCI (gas)

—_—
fr—

R'OH

Figura 30. Reaccion general de sintesis.
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Para la sintesis de los derivados esterificados se optimizaron las condiciones de reaccion a

través de la modificacion de variables experimentales, tales como, la relacion estequiométrica

de los reactivos de partida, los tiempos de reaccion y los solventes empleados. Todas las

reacciones se llevaron a cabo bajo condiciones de presion ambiental.

El precipitado obtenido fue lavado con diclorometano y cloroformo. La pureza de los

productos fue comprobada por cromatografia de Capa Fina en Silica gel teniendo como fase

movil una mezcla de cloroformo: metanol 9:1

7.3

Caracterizacion mediante técnicas espectroscopicas

Espectroscopia de Absorcion en el Infrarrojo (IR-TF). Los espectros IR se
realizaron en un espectrofotdémetro con Transformada de Fourier Perkin Elmer,
Spectrum 100 Series, todos en estado sélido sobre pastillas de KBr.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear unidimensional (*H RMN vy
13C RMN) y bidimensional (COSY y HMQC). Los espectros de RMN
unidimensionales se realizaron en un espectrémetro Bruker Avance con un barrido
de 300 MHz empleando Dimetilsulféxido deuterado (DMSQO-ds) como solvente y los
bidimensionales en el espectrémetro Bruker Avance de 500 MHz con el mismo
solvente.

Espectrometria de Masas. Los espectros de masas se realizaron en un espectrometro
Thermo Finnigan TSQ Quantum Ultra AM, aplicando la técnica de ionizacion de
Electro-Spray (ESI, por sus siglas en inglés) utilizando metanol como solvente.
Espectrofotometria Ultravioleta-Visible (UV-Vis). Los espectros de absorcion
UV-Visible fueron realizados en un espectrofotdmetro Perkin EImer modelo Lambda
35, empleando soluciones de los compuestos sintetizados de concentracion conocida
en Agua y Buffer fosfatado pH 7,2 (PBS). A partir de ellos se determinaron las
absortividades molares (¢) mediante la ecuacién 2 de cada una de las bandas
caracteristicas observadas.

Espectroscopia de Fluorescencia. Los espectros de fluorescencia se realizaron en
un espectrometro Perkin Elmer modelo LS45. Se midieron los barridos espectrales
de excitacidon y emision en soluciones de concentracion conocida en Agua y PBS pH

7.2 de cada uno de los compuestos sintetizados.
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7.4  Caracterizacion Fotoquimica de los esteres derivados.

Los estudios de irradiacion se realizaron empleando dos reactores fotoquimicos Rayonet, los
cuales poseen una serie de lamparas fluorescentes UVA (320 - 400nm, 3,3mW/cm2) y UVB
(280 - 320 nm, 3,3 mW/cm2) a lo largo de la pared cilindrica del reactor que rodean la celda
y un ventilador para mantener la temperatura de la muestra a temperatura ambiente y

minimizar la excitacion térmica de la solucion.

7.4.1 Estudio de la Fotoestabilidad frente a irradiacion UVA y UVB

Para el estudio de las posibles variaciones estructurales que pudieran sufrir las moléculas al
ser expuestas a radiacion incidente de longitud de onda especifica, se prepararon soluciones
de concentracién conocida en diferentes solventes (agua y PBS pH 7,2) a los cuales se les
tomo el espectro UV-Visible inicial, y fueron sometidas a irradiacion contenidas en una celda
de cuarzo en los reactores Rayonet por 1 hora, su espectro fue tomado cada 1 minuto para
observar si existen disminuciones y/o corrimientos en las bandas caracteristicas de los

espectros iniciales.

7.4.2 Determinacion del rendimiento cudantico de fluorescencia (Zoltan T, 2008).

El Rendimiento cuantico de fluorescencia fue calculado mediante la relacion del maximo de
fluorescencia de los compuestos a analizar y el méaximo de fluorescencia de un
fotosensibilizador patron cuyo rendimiento cuantico de fluorescencia es conocido. El patron
utilizado fue Rodamina B cuyo rendimiento cuantico de fluorescencia es 0,31 (en agua y en
PBS pH 7,2) (Magde, Rojas, & Seybold, 1999). Para calcular el Rendimiento cuéntico de
fluorescencia fue necesario hacer una curva de calibracién con el patron, ya que las
concentraciones a las cuales el patrén emitia diferian de las concentraciones a las cuales los

compuestos emitieron fluorescencia.

La ecuacion utilizada para calcular el rendimiento cuantico de los esteres derivados fue:

%= )" ¢

Donde:

cbjf = Rendimiento Cuantico de Fluorescencia del analito.
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cbff = Rendimiento cuantico de fluorescencia de la referencia (Rodamina B).
I, = Intensidad mé&xima de emision de fluorescencia del analito.

Ir = Intensidad maxima de emision de fluoresencia de la referencia (Rodamina B).

7.4.3 Determinacion del rendimiento cuantico de oxigeno singlete (*O2) (Zoltan,
Vargas, & lzzo, 2007).

Para determinar el rendimiento cuantico de oxigeno singlete se utilizd6 una metodologia
validada en el Laboratorio de Fotoquimica del IVIC. Esta metodologia consistié en un
método indirecto, relativo a un patron cuyo rendimiento cuantico de generacion de O, fuese
conocido. Como patron se utilizo la Rosa de Bengala cuyo rendimiento cuantico de oxigeno
singlete en agua es 0,76 y en PBS pH 7,2 es 0,75 (Redmond & Gamblin, 1999). EI mismo se
fundamenta en la reaccion especifica de la Histidina con el oxigeno singlete. En dicha
reaccion se genera un intermediario endoperoxido, el cual reacciona de manera especifica
con la N,N-p-dimetilnitrosoanilina, cuya banda a 440 nm disminuye como funcion de la

produccion de O, La reaccion general de esta metodologia se muestra a continuacion:

HO [¢]

Histidina

OH

OH

<

440 nm
N

PN

H;C CHs3
Peréxido Transanular

Nitrosoanilina

Figura 31. Reaccion especifica de la Histidina con el Oxigeno Singlete (*O2)
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La metodologia experimental consistid en colocar en una celda de cuarzo 1,5 mL de la
quinolona, 1,5 mL de histidina y 0,750 mL de nitrosoanilina (las tres a una concentracion de
0,1 mM). La mezcla se llevo a irradiacion (equipo Rayonet) y el avance en la produccion de
oxigeno singlete fue seguido mediante la disminucion de la banda caracteristica de la
nitrosoanilina a 440 nm. Este método también fue realizado sin irradiacion para demostrar

que la variacion en 440 nm es una reaccion inducida por luz.

Para calcular el rendimiento cuédntico de oxigeno singlete se utilizé la relacion entre la
variacion de la absorbancia del analito y de la referencia, en un tiempo de 20 minutos para el
agua y 9 minutos para el PBS (tiempo en el cual la variacion comienza a ser constante). La

ecuacion utilizada para determinar este rendimiento fue la siguiente:

AAbsy\ (3)
P, = (AAbsR) 1o,

Donde:

<1f>{‘02 = Rendimiento Cuantico de Oxigeno Singlete del analito.
cbfoz = Rendimiento cuantico de Oxigeno Singlete de la Rosa de Bengala.

AAbs, = Variacion de la absorbancia a un tiempo determinado del analito.

AAbsi = Variacion de la absorbancia a un tiempo determinado de la Rosa de Bengala.

7.4.4 Determinacion de produccién de radicales libres oxigenados (Zoltan T, 2008)

La reaccion de la adenina nicotinamida dinucleétido reducido (NADH por sus siglas en
inglés: Nicotinamida Adenina Dinucletide), genera, en presencia de radicales libres
oxigenados (ROS) (Figura 323), peroxido de hidrogeno. De esta forma y en funcion de la
reaccion del H20> (producido por el NADH en presencia del fotosensibilizador) (ver Figura
334) con el luminol, la eficiencia de esta reaccion puede ser medida en funcién de la radiacién
emitida, siendo la intensidad de radiacién directamente proporcional a la cantidad de

radicales libres producidos por el sistema.
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generados por <4
el compuesto

H H
Nicotinamida Adenina Dinucletido reducido Nicotinamida Adenina Dinucletido oxidada

Figura 32. Reaccion enzimatica del NADH con radicales libres oxigenados (ROS).

Como el sistema con NADH no discrimina entre los tipos de radicales libre oxigenados
producidos, se utilizé la reaccion enzimatica de la Superdxido Dismutasa (SOD), la cual
reacciona de manera especifica con el radical anién superéxido (O2"), generando peréxido
de hidrogeno y oxigeno molecular. De esta forma, y a fin de tener una idea de la proporcion
de radicales oxigenados producidos, se realizd un segundo experimento idéntico al descrito
a continuacion, pero en presencia de SOD. La proporcion fue obtenida tomando en cuenta
que cuando al sistema se le suministra SOD (en presencia del NADH y los compuestos
estudiados) una disminucion de la sefial luminica obtenido, nos presenta una idea cualitativa
de la presencia o no de radicales tipo anién superéxido (O2"), debido a que la produccién de

oxigeno molecular disminuye la concentracion total de peréxido de hidrogeno.

La produccién de radicales libres se estudié mediante estudios de quimioluminiscencia,

basada en la reaccion luminica de luminol con peréxido de hidrdgeno segun:

o

NH OH" o-
| + M0 —

‘ NH |O
fe) 2

Figura 33. Reaccion del luminol.
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La radiacion producida en esta reaccion fue medida en un lumindémetro (Thermo Labsystems

Luminoskan Ascent model # 392).

La metodologia experimental se llevo a cabo en una placa de 96 pozos, en las que se
colocaron 50 pL del compuesto sintetizado y 50 uL. de NADH (ambos a una concentracion
de 0,1 mM) y se determiné la produccion de radicales libres, en funcién del tiempo de
irradiacion (fibra dptica, Cole Palmer), mediante la medida de radiacion producida como
consecuencia de la reaccion con el luminol (50 uL 0,1 mM afiadido de manera automatica
por el luminémetro) como una funcion del tiempo de irradiacion. Los controles de la reaccion
de realizaron mediante la sustitucién del compuesto a estudiar por agua, mientras que la
eficiencia de la fotorreaccion fue determinada mediante la verificacion del sistema en

ausencia de radiacion.

Para los estudios en presencia de SOD, se procedio de igual manera que en el sistema anterior,
simplemente afiadiendo al sistema 50 pL (100 uM: 294,45 unidades) de dicha enzima.

7.5  Determinacion de la actividad antibacteriana fotoinducida (Zoltan T, 2008)

La actividad antibacteriana de los fotosensibilizadores fue determinada utilizando

Escherichia coli como bacteria blanco.

Para la determinacion de la viabilidad celular de las bacterias enfrentadas a los
fotosensibilizadores, se uso el “kit” para determinacion de respiracion celular (bactiter Glo,
Promega, especifico para bacterias) por quimioluminiscencia. Este “kit” esta basado en la
reaccion enzimatica de la luciferasa (en presencia de luciferina para producir oxiluferina mas
luz) con el ATP producido por el sistema in vitro, siendo dicha produccién proporcional a la

cantidad de bacterias vivas en el sistema.

De esta forma, la intensidad de luz producida (medida en un luminémetro) es una evaluacion
directa de la viabilidad de las células en el sistema bajo estudio, basada en la reaccion

mostrada a continuacion:
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COOH
S N (0]
/ Luciferasa S /N /
YV + ATP + O, _ » />—< + hv
N S Mg, N S
Luciferina Oxiluciferina

Figura 34. Reaccion enzimatica de la luciferasa.

Para dicho ensayo se utilizaron cultivos de E. coli frescos que se encontraban en fase
exponencial, este crecimiento fue monitoreado por turbidimetria por UV a 660 nm, como
funcién del tiempo de incubacion a 37°C. Los cultivos fueron centrifugados lavados y
diluidos con PBS, hasta una absorbancia (a 660 nm) de aproximadamente 0,1 A. Volumenes
fijos de este cultivo (50 pL), fueron enfrentados al mismo volumen en diferentes
concentraciones de los fotosensibilizadores a ser estudiados. La mezcla bacteria/compuesto
fue irradiada (Equipo LuzChem) por un periodo de 1 hora. Luego del tiempo de irradiacion
la viabilidad relativa de las bacterias (en funcion de los cultivos en ausencia de los
fotosensibilizadores) fue determinada utilizando el kit de respiracion celular (50uL de la
mezcla comercial sin diluir, afiadida de manera automatica por el Luminémetro) midiendo la
radiacion producida por cada una de las mezclas. Para los calculos de la actividad
antibacteriana se determind como una funcion de bacterias control en ausencia de
fotosensibilizador. El procedimiento control fue llevado a cabo de manera idéntica pero en

ausencia de radiacion.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Purificacion del Clorhidrato de Lomefloxacina (LOM.HCI)
En la purificacion se obtuvo un sélido blanco de la base libre de Lomefloxacina (LOM-H),

el porcentaje de rendimiento de la purificacion fue de 76 %.

9.2 Sintesis de los ésteres derivados de Lomefloxacina
En la sintesis de los esteres derivados se obtuvo un sélido blanco con un rendimiento del 78%

para el éster fenilico y un solido rosado claro con un 73% de rendimiento para el éster

naftilico.

Para la obtencion de estos productos fue necesario optimizar diferentes variables al método
de esterificacion reportado por Vargas y colaboradores (Vargas, y otros, 2008), observados
en la Tabla 9:

Tabla 9. Variables para optimizar el rendimiento de reaccion para el éster fenilico derivado.

Re!acpn . Tiempo Rendimiento
estequiométrica de .,

Solvente . |, de reaccion

Lomefloxacina:alcohol reaccion (%)
(moles) (horas)

1:1 24 36
1:2 24 44
Cloroformo 13 o =3
1:3 48 78
1:3 10 40
Diclorometano 1:3 24 58
1:3 48 75

La relacion estequiométrica entre la Lomefloxacina y el alcohol elegido fue de 1 mol de
Lomefloxacina por cada 3 moles del alcohol, con un tiempo de 48 horas de reaccién, en

cloroformo.

Ya que la reaccion de esterificacion es una reaccion reversible (Figura 35), para obtener un
buen rendimiento del éster, hay que desplazar el equilibrio hacia el lado del producto, por lo
que se hace necesario emplear uno de los reactivos en exceso (Fessenden & Fessenden,

1991), el reactivo elegido para esto fue el alcohol por disponibilidad y precio. Al observar la
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variacion de los rendimientos con respecto al incremento de la relacion estequiométrica de
los reactivos (Tabla 9) podemos observar como el rendimiento aumenta, por lo que podemos

inferir que si se logra desplazar el equilibrio en la reaccion.

0 H* oH /o
R—</ 4+ ROH =e—= R OH - R—< + H,0
OH OR’ OR

Figura 35. Resumen del mecanismo de esterificacion (Fessenden & Fessenden, 1991).

A medida que aumenta el impedimento estérico en el intermediario, disminuye la velocidad
de formacion del éster, asi como su rendimiento (Fessenden & Fessenden, 1991), la razon es
que la esterificacion es una reaccion reversible, en la cual se favorecen las especies menos
impedidas, en este caso los reactivos, razon por la cual podemos observar que a mayor tiempo

se alcanza el equilibrio de reaccion (Tabla 9).

Producto de los cambios en las afinidades entre el solvente y el compuesto sintetizado se
obtuvieron rendimientos mayores en aproximadamente 5% ya que se disminuyo las pérdidas

de producto en los procesos de lavado.

9.3 Caracterizacion mediante técnicas espectroscopicas
9.3.1 Espectroscopia de Absorcion en el Infrarrojo (IR-TF).

9.3.1.1 Ester fenilico de Lomefloxacina
Los espectros de absorcién en el infrarrojo fueron realizados para corroborar la existencia de

los grupos funcionales en las moléculas sintetizadas. La asignacion de las vibraciones
caracteristicas para cada grupo funcional es mostrada en las tablas 10 y 11 para el éster

fenilico y el éster naftilico, respectivamente.
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-l

Figura 36. Espectro IR-FT obtenido para el éster fenilico derivado.

Tabla 10. Asignacion de las sefiales del IR-FT para el éster fenilico.

v (cm?) Asignacion
3405,25 Vibracion de tensién N-H amina secundaria
3080,00 Vibraciones de tension del C-H
2771,18 Vibracién tension C-H alcano
1910,06 Sobretono aromatico
1703,63 Vibracion de tension C=0 ésteres aromaticos
1628,10 Vibracion tension C=0 cetona alifatica
1532,63 Vibracion deformacion N-H en el plano
1475,83 Vibracién tension C=C
1413,92 Vibracién deformacién C-H
1281,44 Vibraciones de tension asimétrica C-O-C
1234,89 Vibracion tension simétrica C-O-C
1148,67 Vibracién tension C-O-C
1050,96 Vibracion tension C-O
934,83 Vibracion tension C-N
Vibraciones de flexion fuera del plano del C-H aromaticos
852,68 monosustituidos
740,05 Vibraciones de flexion fuera del plano del C-H aromaticos
683,38 monosustituidos
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9.3.1.2 Ester naftilico de Lomefloxacina
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Figura 37. Espectro IR-FT obtenido para el éster naftilico derivado.

Tabla 11. Asignacion de las sefiales del IR-FT para el éster naftilico.

Sefial (cm™) Asignacion
3453,53 Vibracion de tensién N-H amina secundaria
3060,50 Vibraciones de tension del C-H
2788,10 Vibracion tension C-H alcano
1913,86 Sobretono aromatico
1720,64 Vibracion de Tension C=0 esteres aromaticos
1681,74 Vibracion tension C=0 cetona alifatica
1656,43 Vibracién de tension C=0 forma endlica
1625,96 Vibracion Deformacion N-H en el plano
1478,92 Vibracion Tensién C=C
1411,94 Vibracién Deformacion C-H
1192,65 Vibraciones de tension Asimétrica C-O-C
1126,92 Vibracién Tensién Simétrica C-O-C
1040,28 Vibracién Tension C-O-C
1011,59 Vibracion Tension C-O
933,76 Vibracion Tension C-N
852,08 Vibraciones de flexién fuera del plano del C-H
740,05 aromaticos mono sustituidos
683,38
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9.3.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

9.3.2.1 Ester fenilico de Lomefloxacina
Los espectros de RMN *H y *C (Figura 38 y Figura 41) confirman la inclusion del anillo

aromatico por las sefiales observadas en las zonas caracteristicas para estos compuestos (7-8
ppm).
La aparicion de la sefial caracteristica del Carbono del éster (175,42 ppm) (Figura 41)

confirma la formacion del producto.

Para la completa asignacion de las sefiales de RMN *H y 3C fue necesario realizar espectros
bidimensionales: COSY H-'H (experimento de correlacion heteronuclear directa) (Figura

40) y HMQC (correlacion heteronuclear multiple cuantica *H-3C) (Figura 43).

En la tabla 12 podemos observar la asignacién de los protones e identificacion de cada uno

de ellos sobre la molécula (Figura 39).

La asignacion de los protones del anillo piperazinico se hicieron posibles mediante el espectro
COSY, asi como el protén que se encuentra sobre el nitrogeno del anillo.

— 8000
H7 - C
500 C r
H9 H©6 5000 |—7000
H 10 H3 0 JJL\\_,AL r 6000
T o L
N} w N [ [
8 8 L — 5000
9.10 9.00 8.90 8.80 8.70 8.60 8.50 LA B ~
ppm (f1) 1.50 1.40 1.30 1.20 1.10 C
ppm (f1) — 4000
H 12 -
H 1 H13 1000 ;3000
500 C
0 :
- — 2000
-500 C
% H1,245/|[F
' 1T 1T ' T 1T ' 11 H8 ;1000
7.900 7.850 -
ppm (f1) C
o
L L [ |l
° ps P g C
~ © N ©
—-1000
T ' T T T T ' T T T T ' T T T T ' T T T T ' T T T T ' T T T T ' T T T T ' T T T T ' T T
7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 3.50

Figura 38. Espectro RMN H del éster fenilico de Lomefloxacina en DMSO-De.
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Figura 39. Identificacion de los protones del éster fenilico de Lomefloxacina.

T. Zoltan / A. Gimenez| / TZAG-00 DiSUd6 / Ccosy (_X?
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Figura 40. Espectro COSY del éster fenilico de Lomefloxacina en DMSO-De.
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Tabla 12. Asignacion de las sefiales del RMN H del éster fenilico de Lomefloxacina.

Desplazamiento

Multiplicidad

N° de protones

Asignacion numeracion

(ppm) (ver figura 39)
9 S 1 H 10
8,917 S 1 H7
8,677 S 1 H3
7,911 d,d 1 H 13
7,499 d 2 H12
7,11 d 2 H11
4,589 m 2 H 8
3,577 t 1 H?2
3,460 t 2 H 4
3,423 d 2 H1
3,271 t 2 H5
1,445 t 3 H9
1,267 d 3 H6
R 1) N
c10 =m0
C23=1 C
C15 f—=2000
W b c14 i
ci | -
€3 7 c18 £21 -
o C‘r,’ c12§ . o2 B
c8 016. I -
' 422=20 | -
..J.. dbacdl., ! a L“ y il '. i. l el g bty ik it -

15
pem (F1)

Figura 41. Espectro RMN 3C del éster fenilico de Lomefloxacina en DMSO-De.

Figura 42. Identificacion de los carbonos del éster fenilico de Lomefloxacina.
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Figura 43. Espectro HMQC de éster fenilico de Lomefloxacina en DMSO-De.

Tabla 13. Asignacion de las sefiales del espectro de 2C para el éster fenilico de
Lomefloxacina.

Desplazamiento (ppm) Tipo de Carbono Asignacion (ver figura 42)
175,427 C=0 3
164,991 C-(C=0)-0-C 17
152,803 F-C(Ar*)-C-F 6
151,223 -O-C(Ar) 18
145,530 C(An)-F 8
137,574 N-C=C 1
127,932 Ar 23=19
127,103 N-C(Ar) 7
125,379 Ar 21
121,456 Ar 22 =20
107,165 C(Ar)- C-F o 0O=C-C-C=0 502

53,719 ARC 16
53,239 AR 12
50,931 N-CH-CHs 13
46,785 N-CH2-CH3 10
43,045 N-C-C-N 15
15,763 N-CH2-CH3 11
15,203 N-CH-CHjs 14

* Ar = Carbono perteneciente a un ciclo aromatico.
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9.3.2.2 Ester naftilico de Lomefloxacina
De manera analoga a la realizada para la asignacién de los protones y carbonos del éster

fenilico, se realizaron los espectros de resonancia magnética nuclear unidimensionales *H
(Figura 44) y de 3C (figura 47). Con la ayuda de los espectros bidimensionales se realizé la
identificacion de los protones y carbones de este producto en (Figura 46 y Figura 49), y su

respectiva asignacion sobre la molécula se encuentran sobre las figuras 45 y 48.

Desplazamiento (ppm) Tipo de Carbono Asignacion (ver figura 48)
175,46 C=0 3
165,37 C-(C=0)-0-C 17
152,05 F-C(Ar*)-C-F 6
151,31 -O-C(Ar) 18
145,48 C(Ar)-F 8
144,60 N-C=C 1
137,69 Ar 26
132,44 F-C-C(Ar)-N 9
128,03 Ar 20
127,12 Ar 21
127,04 N-C(Ar) 22
125,43 Ar 25 =24
124,59 Ar 7
122,32 Ar 23
121,40 Ar 4
118,69 Ar 19
107,15 0=C-C-C=0 6§ O-C-C(Ar) 2027
106,84 C(Ar)-C-F 5

Ar-N-C
53,58 C 16
53,27 Ar'g'C 12
50,97 N-CH-CH3 13
46,62 N-CH2-CH3 10
43,09 N-C-C-N 15
15,87 N-CH2-CH3 11
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Figura 44. Espectro RMN *H del éster naftilico de Lomefloxacina.

Figura 45. Identificacion de los protones del éster naftilico de Lomefloxacina.
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Figura 46. Espectro COSY del éster naftilico de Lomefloxacina.

Tabla 14. Asignacion de las sefiales del RMN H del éster naftilico de Lomefloxacina.

Desplazamiento et/ A3|gnacu_§[1

(ppm) Multiplicidad N° de protones numeracion
(ver figura 45)

9 S 1 H 10
8,917 S 1 H7
8,677 S 1 H3
7,911 d,d 1 H12
7,499 d 3 H 14,13
7,11 d 3 H 15, 11
4,589 m 2 H 8
3,578 t 1 H?2
3,449 t 2 H4
3,417 d 2 H1
3,246 t 2 Hb5
1,445 t 3 H9
1,267 d 3 H6
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Figura 48. Identificacion de los carbonos del éster naftilico de Lomefloxacina.
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Figura 49. Espectro HMQC del éster naftilico de Lomefloxacina.
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Tabla 15. Asignacion de las sefiales del espectro de 3C para el éster naftilico de
Lomefloxacina.

Desplazamiento (ppm) Tipo de Carbono Asignacion (ver figura 48)
175,46 C=0 3
165,37 C-(C=0)-0-C 17
152,05 F-C(Ar*)-C-F 6
151,31 -O-C(Ar) 18
145,48 C(Ar)-F 8
144,60 N-C=C 1
137,69 Ar 26
132,44 F-C-C(Ar)-N 9
128,03 Ar 20
127,12 Ar 21
127,04 N-C(Ar) 22
125,43 Ar 25 =24
124,59 Ar 7
122,32 Ar 23
121,40 Ar 4
118,69 Ar 19
107,15 0O=C-C-C=0 6 O-C-C(Ar) 2027
106,84 C(Ar)-C- F 5
53,58 r© 16
53,27 ARYC 12
50,97 N-CH-CHjs 13
46,62 N-CH2-CH3 10
43,09 N-C-C-N 15
15,87 N-CH2-CH3s 11

9.3.3 Espectrometria de Masas

9.3.3.1 Ester fenilico de Lomefloxacina
En la figura 50 se muestra el espectro de masas obtenido para el éster fenilico, pudiendo

identificar los diferentes fragmentos que son asignados en la tabla 16. En la Figura 51 se puede
observar el pico del ion molecular (correspondiente al peso molecular), que al ser de tan poca

intensidad con respecto a las demas fragmentaciones observadas, no se ve en la figura 50.
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Figura 50. Espectro de Masa obtenido para el éster fenilico de Lomefloxacina.
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Figura 51. Pico obtenido para el ion molecular el éster fenilico.
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Tabla 16. Identificacion de las fragmentaciones observadas en las figuras 50 y 51.

lones Intensidad Observacion (m/z)
M* d 427,44
M -RO f 334,34
M--RO-CO m 308,33
M*—-R m 352,34
M*-RO-CO-F-F m 268,35
M*-RO-CO-F- m—d 288,34

RO= grupo fendlico; R= Ciclo aromaético;

Podemos observar que la fragmentacion que presenta la intensidad mas fuerte (334,34 m/z)
lo que nos indica mayor probabilidad de formacion, esto es porque cuando el compuesto
pierde el grupo fenolico, queda el carbanion mas estable de la molécula, ya que la carga es

estabilizada por resonancia con la carga del oxigeno lateral del grupo carbonilo.

9.3.3.2 Ester naftilico de Lomefloxacina
De manera analoga mediante la figura 52 se muestran las fragmentaciones obtenidas al realizar

la espectrometria de masas para el éster naftilico, identificando los principales fragmentos en

la tabla 17, y el ion molecular (peso molecular) es observado en la figura 53.
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Figura 52. Espectro de Masas para el éster naftilico de Lomefloxacina.
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Figura 53. Pico obtenido para el ion molecular del éster naftilico de Lomefloxacina

Tabla 17. Identificacion de las fragmentaciones observadas en las figuras 52 y 53.

lones Intensidad Observacion (m/z)
M* d 477,50
M -RO f 334,34
M- -RO - CO m 308,33
M*-R m 352,34
M*-RO-CO-F-F m 268,35
M*-RO-CO-F- m—d 288,34

RO= grupo naftilico; R= doble ciclo aromético

En ambos casos observamos que el ion que presenta mayor intensidad (334,34 m/z) es aquel
que se indica la formacion del carbanién mas estable, al fragmentarse el grupo aromatico junto
con el oxigeno dejando el carbono junto a un grupo carbonilo que estabiliza la carga por

resonancia.
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9.3.4 Espectrofotometria Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

9.3.4.1 En agua
Los espectros de absorcion fueron realizados a una concentracion de 2 x 10° M, obteniendo

una absorbancia menor a 1 para todos los espectros, para no infringir con las limitaciones de

la ley de Beer.

Los espectros obtenidos para los tres compuestos (reactivo de partida y los dos productos de

la esterificacidn) se muestran a continuacion:
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Figura 54. Espectro UV de Lomefloxacina en agua [2 x 10 M].
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Figura 55. Espectro UV del éster fenilico de Lomefloxacina en agua [2 x 107 M].
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200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Figura 56. Espectro UV del éster naftilico de Lomefloxacina en agua [1,9 x 10° M].

Los coeficientes de extincion molar (g) fueron calculados con la ecuacion 2 para cada uno de
los compuestos estudiados en la banda de absorcion principal (A1) observadas en los espectros,

los valores obtenidos se muestran en la Tabla 18.

Se puedo observar la aparicion de una nueva banda con mayor coeficiente de extincién molar
en los espectros de los compuestos sintetizados en la region de los 200-220 nm, debido a la

inclusion de los grupos aromaticos.

Se observa una disminucion en los coeficientes de absortividad molar con respecto al
compuesto de partida (Tabla 18), pero aun asi manteniéndose en el orden de los 10* Lmoltcm-

! caracteristica necesaria para ser utilizados como fotosensibilizadores.

Tabla 18 Coeficientes de Extincién Molar en Agua.

Molaridad e x 104
Compuesto (mol L) A (nm) (L mol1 cmd) A2 (nm) Az (nm)
Lomefloxacina | (2 x10° M) 283,69 3,66 323,11 205,39
Ester fenilico
de (2x105M) | 281,20 2,89 326,56 221,16

Lomefloxacina

Ester naftilico
de (1,98 x10°M)| 282,67 1,53 323,97 222,33
Lomefloxacina
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La tendencia observada para la variacién del coeficiente de extincién molar es de:
Lomefloxacina > éster fenilico de Lomefloxacina > éster naftilico de Lomefloxacina.

La relacion de los (€) de la banda de los productos que aparece en 220 nm con respecto a la
banda caracteristica de 280 nm, aumentan debido a que ocurren un mayor numero de

transiciones electronicas al aumentar el tamafio del grupo resonante incluido.

9.3.4.2 En PBS (solucion de buffer fosfatado a pH 7,2)
De igual manera se realizaron los espectros de absorcion en una solucion de buffer fosfatado

a pH 7,2 a una concentracion de 2,5 x 10°> M, manteniendo los valores de absorbancia < 1.

Los espectros obtenidos son mostrados a continuacion:
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Figura 57. Espectro UV de Lomefloxacina en PBS [2,48 x10™° M].
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Figura 58. Espectro UV del éster fenilico de Lomefloxacina en PBS [2,5x10° M].
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Figura 59. Espectro UV del éster naftilico de Lomefloxacina en PBS [2,48 x10™° M].

No se observan corrimientos significativos como efecto de la variacién del pH ni de la
presencia de sales disueltas en el medio, manteniendo el mismo comportamiento de las bandas

y el valor de los coeficientes de absortividad de los espectros realizados en agua.

Tabla 19. Coeficientes de Extincion Molar en PBS

Molaridad € x10*
Compuesto (mol L) M (nm) (L mol cm?) A2 (nm) A3 (nm)
Lomefloxacina (2,48 x 10° M)| 281,53 2,76 326,88 203,23
Ef;f;efﬁg')'(;cc‘indae (2,5x10°M) | 281,64 2,85 326,56 219,43
Eigerggﬁf&';i?n‘;e (2,48 x 10°M)| 281,72 1,82 326,39 222,33

9.4 Caracterizacién Fotoquimica de los esteres derivados.
9.4.1 Estudio de la Fotoestabilidad frente a irradiacion UVAy UVB

9.4.1.1 Fotoestabilidad en agua

Para poder comparar la estabilidad de los compuestos sintetizados con respecto al compuesto
de partida, fue necesario estudiar los cambios espectrales sufridos por éste (Lomefloxacina)
al ser irradiada con luz UVA y UVB. En el compuesto de partida se puede observar
disminucion y corrimientos en las tres bandas caracteristicas del espectro de absorcion

(Figuras 60 y 61), junto con la formacidon de tres puntos de inflexion.
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Figura 60. Fotodegradacion de In_momefloxacina en UVA.
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Figura 61. Fotodegradacion de Lomefloxacina en UVB.
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Figura 62. Fotodegradacion del éster fenilico de Lomefloxacina en UVA.
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Figura 63. Fotodegradacion del éster fenilico de Lomefloxacina en UVB.

Al comparar con los estudios de fotoestabilidad realizados con los compuestos sintetizados
figuras 62, 63, 64 y 65), observamos disminucion y corrimiento en las bandas entre los 260-
380 nm forméandose solo dos puntos de inflexion en el espectro, observandose que la banda
que aparece al realizar la esterificacion (200-225 nm), se mantiene inalterada por lo que

podriamos inferir que esta zona de la molécula se mantiene estable frente a la radiacion.
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Figura 64. Fotodegradacion del éster naftilico de Lomefloxacina en UVA.
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Figura 65. Fotodegradacion del éster naftilico de Lomefloxacina en UVB.

En diferentes estudios de la fotolisis del Acido Nalidixico (quinolona de primera generacion)
se ha reportado que la descomposicion fotoquimica de este compuesto y sus derivados era
debido a la pérdida del grupo —COOH en la posicion 3 (Albini & Fasani, 1998). Este
compuesto es el precursor de toda la gama de quinolonas utilizadas como antibioticos, entre
las que estan el compuesto estudiado en este trabajo, la Lomefloxacina. Para ésta, la principal
via propuesta para su fotodescomposicion es por la liberacion del flior que se encuentra
presente en el C-8, con un rendimiento cuantico de liberacion de fluor reportado en 0,5
(Polischuk, Karaseva, Emelina, & Karasev, 2012), lo que origina el rompimiento del anillo
piperazinico que se encuentra en la posicion C-7 o la ciclacién del grupo alquilico de la
posicion N-1 con el carbocation dejado en la posicion C-8 al ser liberado el flGor. Segln
estudios (Fasani, y otros, 1997) (Martinez, Li, & Chignell, 1997) se ha demostrado que la
esterificacion de la Lomefloxacina reduce la tasa de liberacion de fltor seis veces, y diferentes
estudios del éster metilico de este compuesto y el aislamiento y caracterizacion de sus
productos de fotodegradacion, han demostrado que la cantidad de fotoproductos obtenidos
disminuye (Fasani, Mella, & Albini, 2004). Para comprobar que el paso principal de la
fotodegradacion de los compuestos sintetizados es la liberacion del fltor en el C-8, se haria
necesario el estudio de los compuestos obtenidos en la fotodegradacion, mediante su

aislamiento y caracterizacion estructural.
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Figura 66. Porcentaje de fotodegradacion de las principales bandas de los compuestos en
UVA.
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Figura 67. Porcentaje de Fotodegradacion de las principales bandas de los compuestos en
UVB.

En las figuras 66 y 67 podemos observar una comparacion entre los porcentajes de

degradacidn de las bandas caracteristicas en los espectros UV-visibles de los compuestos de

partida y los ésteres sintetizados, al ser irradiados durante 1 hora, observando que los

compuestos no poseen estabilidad frente a la radiacion.
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9.4.1.2 Fotoestabilidad en PBS (solucion de buffer fosfatado a pH 7,2)

El estudio de la fotoestabilidad en este medio, se observa que la Lomefloxacina sufre fuertes
cambios en los espectros a lo largo de la exposicion ante las radiaciones UVA y UVB (Figura
68 y 69), para los productos de la esterificacion se observa una mayor estabilidad ante la
radiacion UV A que ante la UVB pero si comparamos con los espectros de la fotodegradacion

realizadas en agua (figura 60 y 61), los productos muestran menor estabilidad en PBS.

Se ha reportado gue el rendimiento cuantico de liberacion del Fltor en pH ligeramente mayor
a 7 es casi del doble que en agua, alcanzando un valor aproximado de 0,98 (Martinez, Li, &
Chignell, 1997), a lo cual puede atribuirse este aumento de la Fotodegradacion de los

compuestos en este medio.

La estabilizacion de la banda en los 220 nm es igualmente observada (Figuras 70, 71, 72y
73), a pesar que se aumenta la variacion de las otras dos bandas con respecto al compuesto de
partida. Por lo que podemos inferir que se mantiene la integridad estructural en la

esterificacion realizada.
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Figura 68. Fotodegradacion de T_nomefloxacina en UVA.
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Figura 69. Fotodegradacion dg Lomefloxacina en UVB.
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Figura 70. Fotodegradacion del éster fenilico en UVA.

0.72

0.60 J\
0.50 |
0.40 |
0.30 |
0.20 |
0.10 |

0.00
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 71. Fotodegradacion del éster fenilico en UVB.
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Figura 72. Fotodegradacion del éster naftilico en UVA.
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Figura 73. Fotodegradacion del éster naftilico en UVB.
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Figura 74. Porcentaje de fotodegradacion de las principales bandas de los compuestos en
UVA.
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Figura 75. Porcentaje de fotodegradacion de las principales bandas de los compuestos en
UVB.

9.4.2 Determinacion del rendimiento cuantico de fluorescencia.

9.4.2.1 Rendimiento Cuantico de Fluorescencia en Agua
Para la caracterizacion de un fotosensibilizador, es de gran importancia determinar la

eficiencia de relajacion fluorescente, como una funcion de su rendimiento cuantico, a fin de
verificar la tendencia del compuesto a alcanzar el nivel singlete excitado y utilizar el fenémeno

de relajacion radiante como ruta para regresar a su estado fundamental (Zoltan T, 2008).

Los espectros de fluorescencia obtenidos en agua se muestran a continuacion:
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Figura 76. Espectro de fluorescencia de Lomefloxacina en agua [1 x 107 M].
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Figura 77. Espectro de fluorescencia del éster fenilico de Lomefloxacina en agua [1x 10 M].
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Figura 78. Espectro de fluorescencia del éster naftilico de Lomefloxacina en agua [1 x 107 M].
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Figura 79. Espectro de fluorescencia de Rodamina B (patron) en agua [3,9 x 107 M].

La tendencia que se observa para los € se mantiene para los rendimientos cuénticos de
fluorescencia de los compuestos y es la siguiente:
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Lomefloxacina> éster fenilico de Lomefloxacina > éster naftilico de Lomefloxacina

Tabla 20 podemos observar que no existen diferencias significativas entre las longitudes de
onda de emision de los compuestos, ya que se ha reportado que la fluorescencia de estos
compuestos es debido a las transferencia electrénica entre el heterodtomo y el sistema ©
conjugado de los anillos aromaticos (Polischuk, Karaseva, Emelina, & Karasev, 2012), y
como esta parte de la molécula no ha sido modificada, la emision por radiacion fluorescente

se mantiene en los 3 compuestos a la misma longitud de onda.

Comparando los rendimientos cuanticos de fluorescencia (figura 80) podemos observar que
existe una relacion directa entre las variaciones de los coeficientes de absortividad molar
(Tabla 18) y los rendimientos cuanticos de fluorescencia, pudiendo inferir asi que la via

principal de desactivacion que utilizan los 3 compuestos es por relajacion fluorescente.

La tendencia que se observa para los € se mantiene para los rendimientos cuanticos de
fluorescencia de los compuestos y es la siguiente:

Lomefloxacina> éster fenilico de Lomefloxacina > éster naftilico de Lomefloxacina

Tabla 20. Rendimientos Cuanticos de Florescencia en Agua

Compuesto A abs (nm) A emis (nm) D
Rodamina B 551,51 575,05 0,31
Lomefloxacina 278,53 446,12 0,46

Ester fenilico de

) 277,86 446,82 0,24
Lomefloxacina

Ester naftilico de

) 277,37 445,21 0,14
Lomefloxacina
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Figura 80. Comparacion rendimiento cuantico de fluorescencia en Agua

9.4.2.2 Rendimiento Cuantico de Fluorescencia en PBS (solucién de buffer
fosfatado a pH 7,2)

De igual manera se realizé el estudio del rendimiento cuantico de fluorescencia variando el

pH e incluyendo sales disueltas en el medio.

Los espectros de fluorescencia obtenidos se muestran a continuacion:
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Figura 81. Espectro de fluorescencia de Lomefloxacina en PBS [1,2 x 107 M].
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Figura 82. Espectro de fluorescencia del éster fenilico de Lomefloxacina en PBS [3, x 107 M].
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Figura 83. Espectro de fluorescencia del éster naftilico de Lomefloxacina en PBS [5 x 107 M].
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Figura 84. Espectro de fluorescencia de la Rodamina B en PBS [4,9 x 107 M].
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En la Tabla 21 podemos observar que las longitudes de onda de emisién con respecto a las
obtenidas en agua tienen un desplazamiento hacia el rojo de aproximadamente 30 nm, y que
los rendimientos cuanticos de fluorescencia de los esteres aumentan con respecto a los
obtenidos en agua, observando asi un comportamiento diferente con la variacion del pH y las
sales disueltas en el medio, pudiéndose atribuir esto a un aumento en la simetria del estado

excitado con respecto al estado fundamental.

Tabla 21. Rendimientos Cuanticos de fluorescencia en PBS.

Compuesto A abs (nm) A emis (nm) D
Rodamina B 552,32 575,25 0,31
Lomefloxacina 275,53 414,01 0,40
Ester fenilico de Lomefloxacina 275,48 414,32 0,32
Ester naftilico de Lomefloxacina 275,28 419,5 0,29
1
0,8
0,6 Hrodamina B
H Lomefloxacina
0,4 .
M Ester fenilico
0,2 M Ester naftilico
0

Rendimiento cuantico de Fluorescencia

Figura 85 Comparacion rendimiento cuéntico de fluorescencia en PBS
La tendencia que se observa para los rendimientos cuanticos de fluorescencia varia en PBS

observandose la tendencia

Lomefloxacina >éster naftilico de Lomefloxacina > éster fenilico de Lomefloxacina.
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9.4.3 Determinacion del rendimiento cuantico de oxigeno singlete.
La determinacion de la eficiencia de formacion del O, es de vital importancia en la
caracterizacion de nuevos fotosensibilizadores que utilizan el mecanismo tipo Il (transferencia

energética) para ser utilizados en las fototerapias (\Vargas, y otros, 2008).

El oxigeno singlete (*O,), es una especie altamente oxidativa que ha sido ampliamente
estudiada fotoquimicamente, es facilmente generada debido a la disponibilidad del oxigeno
molecular en los medios bioldgicos, y debido a que reacciona con diversos componentes de
la membrana celular para provocar la muerte de la célula; es de gran uso en la fototerapia

dindmica.

Como se menciond anteriormente (seccion 7.4.3), las determinaciones de la formacion 1O, se
llevaron a cabo utilizando metodologias indirectas. Se llevé a cabo la degradacion de la
histidina en presencia de nitrosoanilina. Es de hacer destacar que los controles en ausencia de

radiacion no mostraron degradacion apreciable de la histidina.
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Figura 86. Produccion de Oxigeno Singlete de los Compuestos y la Rosa de Bengala al ser
irradiados con luz UVA en agua.
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Figura 87. Comparacion de la Produccion de Oxigeno Singlete de los compuestos y la Rosa
de Bengala al ser irradiados con luz UVA en PBS.

Para la cuantificacion del O producido por los compuestos, se utilizaron curvas de
calibracion, en funcién de los cambios de absorbancia del reactivo selectivo (nitrosoanilina),
como una funcién del cambio de concentracion, el cual se puede relacionar directamente en
el sistema experimental, con la concentracion de 'O, producido. (Zoltan, Vargas, & 1zzo,
2007)

Para la determinacion del rendimiento cuantico de formacion de 1O, (®,,,) se utiliz6 como

patron la Rosa de Bengala, cuyos valores de rendimiento cuantico se encuentran reportados
(Redmond & Gamblin, 1999).

Los rendimientos cuanticos obtenidos luego de ser calculados con la ec. 2 son mostrados a

continuacion:

Tabla 22. Rendimientos cuanticos de fluorescencia en agua y PBS.

compueo | (1m0, | Ao | o,
Rosa de Bengala 0,2919 0,75 0,0479 0,75
Lomefloxacina 0,1023 0,26 0,0405 0,63
Ester fenilico 0,0931 0,24 0,0315 0,49
Ester naftilico 0,0312 0,08 0,0134 0,21
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Figura 88. Comparacion entre la produccion de Oxigeno Singlete de los compuestos
irradiados y a oscuras en agua.
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Figura 89. Comparacion en la produccién de Oxigeno Singlete entre los compuestos
irradiados y a oscuras en PBS.

La tendencia observada para los rendimientos cuanticos de formacion de Oz es la siguiente
Lomefloxacina > éster fenilico de Lomefloxacina > éster naftilico de Lomefloxacina.

Podemos observar que el rendimiento cuantico de O para el éster naftilico de Lomefloxacina
disminuye drasticamente en agua (en comparacion con los otros dos compuestos) y tiene una
variacion significativa cuando es realizado en PBS, aunque se mantiene con un valor menor

que para los deméas compuestos.
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La generacion de oxigeno singlete involucra la transferencia de energia desde el estado triplete
excitado de la molécula del sensibilizador a la molécula en estado basal del oxigeno
circundante (Vargas, y otros, 2008). Cinéticamente hablando, la eficiencia de dicha
transferencia se encuentra afectada por la velocidad (o tiempo de vida media) del resto de los
mecanismos de desactivacion de la molécula excitada. Se puede observar que la inclusion de
grupos resonantes disminuye el tiempo de vida media del estado triplete, por lo que se puede
inferir que dicha disminucion, trae como consecuencia pérdida de eficiencia en la
transferencia energética hacia el oxigeno, aumentando la eficiencia de otros mecanismos de
desactivacion (térmicas o no radiantes), perdiéndose el estado triplete excitado sin

transferencia de energia hacia el oxigeno molecular.

Se obtiene un aumento apreciable en la produccién de la especie oxidativa cuando se varia el
medio, y esto puede ser atribuido a un aumento en la estabilizacion del estado triplete excitado
lo que aumenta el tiempo de vida medio de este estado, con una consecuente disminucion de

los demas procesos de relajacion.

9.4.4 Determinacion de produccion de radicales libres oxigenados.
Como mencionamos en la seccién anterior, la determinacion de la eficiencia en la produccién
de oxigeno singlete es de gran importancia, debido a que es una de las especies involucrada
en las reacciones mediadas por fotosensibilizadores (mecanismos tipo I1), pero no es la Gnica
especie reactiva de oxigeno. Especies tales como: anién superdxido ('O2), peroxido de
hidrégeno (H20:) y radicales hidroxilo (OH") son también producidos mediante mecanismos
tipo 1. De esta manera podemos ver que, la determinacion de dichas especies reactivas de
oxigeno, producidas mediante transferencia electronica (tipo 1), concluye la completa

caracterizacion fotoguimica de los sensibilizadores obtenidos (\Vargas, y otros, 2008).

La determinacion fue llevada a cabo utilizando la metodologia descrita anteriormente (seccion
7.4.4) utilizando quimioluminiscencia y reacciones enzimaticas en funcion de la produccién
de perdxido de hidrogeno. Se utilizaron dos tiempos de irradiacion diferentes 15 y 20 minutos
(Figura 90), no observandose produccion de radicales libres en ausencia de radiacion. Con el
fin de establecer de manera cuantitativa la contribucion del anion superéxido en la formacion

de H>O: se realizaron estudios en presencia de SOD (Figura 91 y 92).
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Figura 90. Comparacion de la produccion de [H20:] de los compuestos a diferentes tiempos
de irradiacion.
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Figura 91. Efecto de la SOD en la produccidn de radicales libres oxigenados en 15 minutos
de irradiacion.
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Figura 92. Efecto de la SOD en la produccion de radicales libres oxigenados en 20 minutos
de irradiacion.

En la Figura 90 podemos observar que la tendencia de la produccion de radicales libres por

parte de los compuestos es la siguiente:
Ester naftilico de Lomefloxacina> Lomefloxacina> éster fenilico de Lomefloxacina

Esta tendencia nos indica que la principal via de interaccion del éster naftilico de
Lomefloxacina en su estado triplete excitado con el oxigeno molecular es la transferencia
electronica, lo cual indica que dicho fotosensibilizador tendria una accion principalmente

mediante el mecanismo tipo I.

Si comparamos los valores de rendimiento cuéntico de generacion de oxigeno singlete con los
porcentajes de produccion de radicales libres oxigenados, podemos observar que para el éster
fenilico se observa una preferencia por el mecanismo tipo Il (mayor produccion de oxigeno
singlete) que para la transferencia electrénica, al contrario, para el éster naftilico, se observa
una marcada preferencia por la produccion de radicales libres oxigenados (mecanismo tipo I)
que por la transferencia energética al oxigeno.

En cuanto a los ensayos con SOD (Figura 91), podemos observar que para el éster naftilico se
obtiene una mayor disminucién de la sefial, indicando una mayor contribucion del anién
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superoxido, indicandonos que el éster fenilico y la Lomefloxacina producen de manera
preferencial radicales del tipo hidroxilo.

Si comparamos la produccion de los radicales libres oxigenados con respecto al tiempo de
irradiacion, no observamos diferencias significativas en la variacion de los moles/L de H20>
producidos por los 3 compuestos, pero al observar el efecto de la inhibicion de la sefial del
peroxido por parte del SOD, a mayor irradiacion el compuesto éster naftilico aumenta su
produccion del anidn superdxido, de igual manera se observa una menor inhibicion de la sefial
para el éster fenilico, lo que nos indica que su produccion de radicales del tipo hidroxilo va
aumentando a medida que son irradiados.

9.4.5 Determinacion de la actividad antibacteriana fotoinducida
Para una valoracion adecuada de los fotosensibilizadores estudiados, se hace necesario
ensayos de fotoinactivacion bacteriana, mas aun si tomamos en cuenta que la caracterizacion

fotoquimica no predice de manera exacta la actividad del fotosensibilizador (Zoltan T, 2008).

Los resultados obtenidos en el estudio se muestran a continuacion:

CONTROL 2,50E-05 5,00E-04 1,00E-03
Concentracion (mol/L)

120
HLOM

H FENLOM
H NAFLOM

100

Viabilidad (%)
5 8 &

N
o

o

Figura 93. Comparacién de la fotoinactivacion de E. coli por parte de los compuestos
sintetizados y el compuesto de partida.
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Como podemos observar, en todos los compuestos estudiados, al aumentar la concentracién

del compuesto se observa una disminucién en la viabilidad bacteriana.

Para la Lomefloxacina (compuesto de partida) podemos observar que al aumentar la
concentracion de 2,5 x10° M a 1,0 x10* M se observa una disminucion de la viabilidad, es
decir, hay un aumento en la actividad antibacteriana, comportamiento que no varia al aumentar
a 1,0 x10° M (no se observan cambios en la viabilidad), En cambio, para los productos
sintetizados (FENLOM y NAFLOM) se observa un aumento de actividad a medida que se

aumenta la concentracion del compuesto.

Comparando el comportamiento de los dos productos de la reaccion, se puede observar que el
éster fenilico de Lomefloxacina aumenta en gran proporcion (casi 40%) la inhibicion de la
actividad al aumentar la concentracion de éste en dos 6rdenes de magnitud, en cambio el éster
naftilico de Lomefloxacina sélo disminuye aproximadamente un 10% la viabilidad bacteriana

al aumentar en la misma proporcion la concentracion.

Por su parte, el éster naftilico de Lomefloxacina, a pesar de mostrar un aumento gradual de la
actividad antibacteriana al aumentar su concentracion, demuestra menor disminucién de la

viabilidad que el compuesto de partida.

Con el fin de analizar cual es el mecanismo principal actuando en la fotoinactivacion

bacteriana debemos tomar en cuenta los resultados de los estudios fotoquimicos realizados.

La Lomefloxacina es el compuesto que demuestra mayor produccion de las dos especies
reactivas de oxigeno (Oxigeno Singlete y radicales libres oxigenados), pero podemos inferir
que debido a que su fotodegradacion es muy alta, pierde su actividad antibacteriana y al

comparar con el derivado éster fenilico es menor.

En el éster fenilico se observa una preferencia por el mecanismo tipo Il (mayor produccion
de oxigeno singlete) que para la transferencia electrénica. Por el contrario, para el éster
naftilico se observa una marcada preferencia por la produccion de radicales libres oxigenados
(mecanismo tipo 1) que por la transferencia energética al oxigeno, siendo éste el compuesto
que demostr0 menor produccion de especies reactivas de oxigeno en todas las pruebas

fotoquimicas realizadas.
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El éster fenilico de Lomefloxacina muestra mayor actividad antibacteriana fotoinducida por
lo cual podemos concluir que son las reacciones de tipo Il las que producen mayor dafio en el

ADN celular, que es el mecanismo reportado para la accion del Oz sobre las bacterias. (Zoltan

T, 2008).

101



TEG Arlene Giménez

10. CONCLUSIONES

Se logré un aumento en el rendimiento de reaccion de las esterificaciones, al desplazar
el equilibrio de la reaccion hacia la formacion de los productos mediante la utilizacion
de un exceso del alcohol, logrando un rendimiento de reaccion para ambos productos
mayor del 70%.

Al realizar los lavados de los productos con un solvente poco polar, en el cual nuestros
productos eran muy poco solubles, se logrd disminuir la pérdida de estos en los
lavados.

La caracterizacion espectroscopica de los productos demostré la inclusion de los
grupos aromaticos en la estructura de la Lomefloxacina.

Se logré un aumento en la estabilidad de los compuestos derivados (respecto a la
Lomefloxacina) ante radiaciones UVA y UVB, como muestran en el UV-Vis las
bandas de la esterificacion.

Segun las caracteristicas fotoquimicas observadas en los ésteres sintetizados, podemos
decir que en el éster fenilico se observa una preferencia por el mecanismo tipo Il
(mayor produccion de oxigeno singlete) que para la transferencia electrénica. Por el
contrario, para el éster naftilico se observa una marcada preferencia por la produccion
de radicales libres oxigenados (mecanismo tipo I).

A pesar que el éster naftilico de Lomefloxacina demuestra menos actividad
antibacteriana que su predecesor, la Lomefloxacina, su estabilidad ante las radiaciones
UVA y UVB es mayor, por lo tanto se recomienda su uso como fotosensibilizador en
la fototerapia dinamica antibacteriana.

El compuesto que presenté mayor actividad antibacteriana fotoinducida fue el éster
fenilico de Lomefloxacina, y esto puede ser atribuido a la formacion de especies
reactivas de oxigeno, en su mayoria oxigeno singlete (*O2), y la fuerte accion que esta

especie tiene sobre la inhibicién de la viabilidad celular.
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11.RECOMENDACIONES

Se sugiere el estudio de la estructura de los compuestos obtenidos luego de la
radiacion, aislandolos y caracterizandolos estructuralmente para comprobar que la
descomposicion es debido a la liberacion del flGor y todas las variaciones estructurales

que se derivan de esto.
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