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RESUMEN

Con el propdsito de contribuir al estudio de los procesos fotooxidativos causados
por la acetazolamida, en el presente trabajo, se evalué el caracter
fotosensibilizador del medicamento en la generacion del Ox('Ay) y el mecanismo
de desactivacion del oxigeno excitado, tanto en su componente fisico como
quimico. Se incluyod el estudio cinético del caracter apagador del oxigeno excitado
por parte del medicamento en un conjunto de solventes cuyo analisis se realizd
mediante el uso de relaciones lineales de energia libre de solvatacion (LSER), que
correlacionan la constante de velocidad del proceso con parametros empiricos del
solvente, para contribuir al planteamiento del mecanismo. Adicionalmente, se
calcularon los indices de reactividad local de Fukui, empleando las NBO a través
de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT), estimando los sitios en el
medicamento que luego de interactuar con un electrofilo, como el oxigeno
excitado, muestran mayor cambio en su densidad de carga, presentandolos
entonces como sitios probables de interaccion. Se centro el interés sobre el anillo
del tiodiazol, por presentar reactividad quimica reconocida en este segmento de la
molécula. Paralelamente, también se abordd de forma preliminar el estudio de los
mapas de potencial electrostatico y de algunos parametros relacionados con la

teoria de Atomos en Moléculas de Bader.

Las constantes de reactividad quimica k., medidas en 4 solventes se ajustaron a
cinéticas de primer orden encontrando valores muy moderados de k;, del orden de
10° M's™ que comparados a la velocidad total kr, del orden de 10’ M's, sefialan
como principal causa de desactivacion del Oy('A;) por acetazolamida a un
mecanismo de tipo fisico. El analisis LSER (medidas de la reactividad total en 12
solventes) sefialan una dependencia importante de kr en solventes con valores
altos de By 1. El rendimiento cuantico en la generacién del oxigeno molecular
singulete, determinado a través de experimentos en estado estacionario, son de
0.056, 0.097 y 0.015 en metanol, etanol y acetonitrilo respectivamente, y su

eficiente caracter apagador de tipo fisico, permite descartar como fuente esencial



de fototoxicidad del medicamento el caracter fotosensibilizador del oxigeno

excitado.

El calculo de los indices de reactividad local de Fukui (DFT), utilizando las cargas
NBO, senala un cambio importante en la densidad de carga sobre varios atomos
en la molécula que incluyen uno de los nitrégenos y el azufre del anillo tiodiazol y
el nitrogeno del grupo amido. El estudio preliminar de la topologia molecular a
través de las superficies de isopotencial electrostatico sefiala también, varios sitios
ricos en densidad electrénica, incluyendo los nitrogenos del anillo y otros

segmentos de la molécula que pueden contribuir al apagamiento de tipo fisico.



SUMMARY

With the aim of contributing to the study of photo-oxidative processes caused by
acetazolamide in this study, the photosensitizing nature of the drug in the
generation of Oy('A;) and the mechanism of excited oxygen deactivation are
evaluated, both in its component physical and chemical. We included the kinetic
study of the quenching character of excited oxygen by the drug using a set of
solvents whose analysis was performed using linear relationships solvation free
energy (LSER), which correlate the rate constant of the process with empirical
parameters solvent, to contribute to the mechanism approach. Additionally, we
calculated the local reactivity indexes of Fukui, using the NBO charges through the
Density Functional Theory (DFT), considering the places where the medicine after
interacting with an electrophile as excited oxygen, show greater change in its
density charge, then presenting them as likely sites of interaction. We focused on
the ring tiodiazol, because of the chemical reactivity recognized in this segment of
the molecule. In parallel, we also discussed a preliminary study the maps of
electrostatic potential and some parameters related to the theory of atoms in

molecules of Bader.

Chemical reactivity constants kr, measured in 4 solvents were adjusted to first-
order kinetics, and we found very moderate values of kr, the order of 10° M's™" that
compared to the total rate kT of the order of 10" M"'s™" point as the main cause of
deactivation of by O,('A;) a mechanism acetazolamide physical. LSER analysis
(total reactivity measures in 12 solvents) indicate a significant dependence of kT in
solvents with high values of B and m *. The quantum yield in the generation of
singlet oxygen determined through steady-state experiments show values of 0.056,
0.097 and 0.015 in methanol, ethanol and acetonitrile, respectively, and their
efficient quencher character by physical nature, can rule as a vital source of

phototoxicity photosensitizing medication status of excited oxygen.



The calculation of the local reactivity indexes of Fukui (DFT) using the Mulliken and
NBO charges, showed a major change in the density charge on the sulfur atom of
the tiodiazol ring. Moreover, the preliminary study of molecular topology by
electrostatic isopotential surfaces, showed other sites rich in electron density,
including the nitrogens froms the ring, and others segments of the molecule that
may contribute to the quenching by the physical way.



1. INTRODUCCION

Muchos de los medicamentos utilizados actualmente tienen la capacidad de
absorber radiacion electromagnética en el rango ultravioleta visible,
desencadenando procesos fotoquimicos y fotofisicos, que pueden ser los
causantes de los efectos secundarios observados e involucran desde la
descomposicidon del medicamento con la consecuente perdida de actividad
farmacolodgica, hasta la generacidn de productos potencialmente téxicos para el

organismo’.

Especialmente la familia de medicamentos sulfas utilizados en el tratamiento de
diversas patologias, entre las que cabe destacar la accién antibacteriana,
diurética, de inhibidor de la anhidrasa carbdnica e hipoglicemiante?, en algunos

casos conduce al desarrollo de alergias, dermatitis, urticaria y fotosensibilidad™ 3*.

Entre los procesos que pueden dar lugar a la fototoxicidad se encuentra la
fotosensibilizacion, que implica inicialmente la absorcién de luz electromagnética
por parte de un agente exdgeno acumulado en tejidos expuestos a la luz y su
posterior transferencia de energia a otras moléculas, como por ejemplo al oxigeno
molecular en estado basal con la formacion del oxigeno en estado excitado,

especie activa del oxigeno, responsable de generar un alto estrés oxidativo®*.

Para el caso especifico de la acetazolamida, utilizado como diurético,
antiepiléptico y contra el glaucoma °, se han observado algunos efectos adversos
como fotosensibilidad, fotoalergias y urticarias entre otros. Este medicamento
absorbe luz en la region ultravioleta (Ama L 264 nm), radiacion que es capaz de
penetrar algunos tipos de piel y que puede ser transmitida a través de tejidos

como la retina®.



Por lo anterior, es posible relacionar al menos parcialmente los efectos laterales
adversos, cutaneos y oculares, asociados al tratamiento de las enfermedades con
este farmaco, con su habilidad para generar especies activas del oxigeno como el
oxigeno molecular singulete y/o con la fototoxicidad de los productos generados
tras la interaccién quimica de la acetrazolamida con Ox('As)°. Algunos estudios
citan como causante de esta fototoxicidad, la formacion de radicales libres y al ion
superoxido, que intervienen en el mecanismo de fotodegradacion del
medicamento y a la participacion de la acetazolamida en procesos dafinos a nivel

bioldgico como peroxidacion lipidica y destruccion de células sanguineas’ 8.

Con el propésito de obtener mayor informacion acerca de la interaccién que
genera la fototoxicidad de Ila acetazolamida, se evalué el caracter
fotosensibilizador del O('Ay) por parte de la acetazolamida y su desactivacion por
interaccion con el oxigeno molecular singulete. Se incluye el analisis cinético del
efecto del solvente, mediante el uso de relaciones lineales de energia libre de
solvatacién (LSER) que permiten relacionar la dependencia de la velocidad de
reaccion con parametros empiricos del solvente y asi obtener informacién que

permita contribuir al estudio del mecanismo de reaccion.

Por otra parte y dada la diversidad de grupos funcionales en la acetazolamida y en
general en los medicamentos sulfas, es muy interesante evaluar sus tendencias
de reactividad local frente a especies electrofilicas como el oxigeno excitado a
través de modelos tedricos®. Con este proposito se incluye el calculo de los indices
de reactividad de Fukui, descriptores de reactividad local a la luz de la Teoria de

Funcionales de densidad, empleando analisis de poblacion natural, NBO.



1.1 ESTADO DEL ARTE

Las sulfas son derivados estructurales del para-amino bencensulfonamida (Figura
1) con actividad farmacoldgica reconocida como antimicrobiano, diurético y
antidiabético. Particularmente su actividad antibacteriana es reconocida desde
principio de la década de los 30, cuando el bioquimico aleman Domagk descubrio
una tintura de color anaranjado rojizo que fulminaba a un tipo morfoldégico de
bacteria llamada cocos. Para 1932 aparecen los primeros reportes de ensayos de
tratamiento con Prontosil en ratas infectadas y en 1934 para el tratamiento de
estreptococos en humanos. Debido a su trabajo con las sulfas, el doctor Domagk
recibié el premio Nobel de medicina en 1939, el cual no pudo aceptar por razones

de tipo politico y le fue otorgado posteriormente en Suecia en 19472,

NH,
0
NH, N=N S—NH;
o}
PRONTOSIL

lln vivo
H2N©—SOZNH2

para-AMINOBENCESULFONAMIDA

Figura 1. Para-aminobencensulfonamida como derivado sintético del prontosil.

Sin embargo, el consumo de medicamentos sulfas ha sido asociado de forma
sistematica con reacciones fototoxicas y fotoalérgicas, especialmente
desarrolladas en tejidos expuestos a la luz, por lo que se relaciona con la
inestabilidad fotoquimica del medicamento, la cual puede derivarse de

interacciones tanto de tipo fisico como quimico’**.



CH3CONH\(CS>Y SO,NH,
N—N

ACETAZOLAMIDA

Figura 2. Sulfa inhibidora de anhidrasa carbonica.

so \\S/, 0\\ //O
NH - NH,SO S
2 2 )NH 2 ZII \JNH
c N” cl NH
CLOROTIAZIDA HIDROCLOROTIAZIDA

Figura 3. Sulfas diuréticas

Cl
i i
C—NH(CHz)z@SOZNHCNH

OCH;
GLIBENCLAMIDA
i
CH3@SOZNHCNH(CH2)3CH3
TOLBUTAMIDA

Figura 4. Sulfas hipoglicemiantes

Como se observa en la Figuras 2, 3 y 4, varios de los medicamentos sulfas
poseen una amplia variedad de sustituyentes los cuales afectan sus propiedades
basicas, haciendo que las propiedades fotofisicas, fotoquimicas vy
fotosensibilizadoras sean dependientes de la estructura del medicamento y de las
propiedades fisicoquimicas del medio en que se localizan, por ejemplo el pH. Asi,
los cambios en la estructura de estos medicamentos producen diferencias en la
distribucion de densidad de cargas, por lo que podria esperarse diferentes
caminos de reaccion por la interaccion de otros sustratos, con los distintos grupos

funcionales presentes en las sustancias. En la siguiente Tabla se muestran

8



algunos valores de pka y longitud de maxima absorcién de algunos medicamentos
sulfas, donde se quiere resaltar diferentes propiedades fisicoquimicas de estos

medicamentos derivadas de diferencias estructurales® ™°.

Tabla 1. Valores de pka y A de maxima absorcion para medicamentos sulfas, en

solucién acuosa.

Medicamento pKa A maxima

absorcion
(nm)
Acetazolamida 7,2y9.2 264
Hidroclorotiazida 8,6 y9,9 318
Clorotiazida 6.8 315
Sulfamethazina 6,1 321
Torasemida 3.9 283
Furosemida 3,9 330
Sulfadiacina 6,5 345
Sulfapiridina 8,4 342
Dorzolamida 7,8 327
Sufanilamida 10.1 285
Sulfametazaxol 6.0 268

Sobre los dafos fotobiolégicos originados por los medicamentos sulfas se
destacan los estudios realizados por Selvaag y colaboradores. Estos estudios
determinaron la fototoxicidad de varias sulfas antidiabéticas y diuréticas a través
de diferentes ensayos de fototoxicidad in vitro, como son el test de fotohemolisis
sobre eritrocitos humanos’, el de células cultivadas® y la capacidad de oxidar el
ADN en células HaCaT". En el primer test los medicamentos corpropamida,
glipizide, acetazolamida, gliquidona y tolbutamida se mostraron fototéxicos, en el
segundo se observo fototoxicidad de bemetanida, butizida, hidroclorotiazida,
bencilhidroclorotiazida, = bemetizida, = bendroflumethiazida,  hidroflumetizida,
acetazolamida, politiazida, tricrormetiazida, glibenclamida y gliquidona. En el tercer
test, los medicamentos fototoxicos fueron bendroflumethiazida, furosemida,
hidroclorotiazida, acetazolamida, triclorothiazida, tolbutamida, bendroflumetiazida y
glibenclamida. Estos fotoprocesos fueron inhibidos en presencia de antioxidantes

como azida de sodio, acido ascoérbico y alfa tocoferol, demostrando que la

9



fototoxicidad y fotogenotoxicidad de estos medicamentos es mediado por especies
reactivas de oxigeno como peroxido, oxigeno molecular singulete e hidroxido, o

por radicales libres como el stperoxido o el radical hidréxido™.

0

?LE? COCH
Cl NHCH2 - oridrolisis NH;
—_—-
COOH

HoNG,S HzNG, S
Cl

Fotoreduccion l 0 l

@ COCH
NHCH- MNH»
G G
HoNQ,S COOH H-NO-S
+ 0 G|

/ +
COOH
H2CO NHCH NH,
L., —
COOH

HaNO, S HaNO2S
OCH-

Figura 5. Mecanismo de foto degradacion de la furosemida en metanol

(anaerdbico).

Varios estudios se han realizado sobre los procesos de degradacion en presencia
de luz de los medicamentos sulfas. Por ejemplo la fototoxicidad de la furosemida
ha sido evaluada in vivo, observando efectiva produccion de oxigeno molecular
singulete y radicales libres en metanol. En soluciones libres de oxigeno en

metanol y solucién acuosa de metanol al 25%, se producen iones cloro e

hidrogeno con un rendimiento quantico @x»= 0.40 = 0,08. En esta ocasion se

10



identific6 como foto producto en solucién alcalina por irradiacién continua (48
horas), al 4-amino-4carboxi-2-cloro-acidobencensulfonico®. Este medicamento
exhibe efectos fototdxicos similares en condiciones aerdbicas y anaerdbicas en
metanol y buffer acuoso a pH 7.4, generando tres foto productos con rendimiento
cuantico ¢x=0.38, que incluyen perdida de cloro, descarboxilacion y la sustitucion

del grupo carboxilo®. El mecanismo de fotodegradacion se muestra en la Figura 5.

COOH
NHCHZQ 102

S
TPP, hv

H,NO,S H,NO,S
CL CL

o/O COOH \
COOH )@} 10 N:CHzﬂ +  Hy0,
N:=CH o/ E o

COOH
Sucm—_ )
\ ¢}
o

\
Op

H,NO,S
H,NO,S CL
Cl
l COOH
N:CH_O\
o 0 CH;,
HO 4
\L_\// T HNO,S
Butenoide CL
..

Figura 6. Mecanismo de fotodegradacion de la furosemida en solventes proticos.

Zanocco Yy colaboradores,' plantean un mecanismo de fotodegradacion diferente
al presentado por Moore y Sithipitaks, el cual se presenta en la Figura 6, con un

rendimiento cuantico en la produccién de oxigeno molecular singulete de 0,047 y
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0,078 en acetonitrilo y benceno, respectivamente. También sefialan una eficiente
reactividad total kr (kr= ks + Kkq) entre la furosemida y el oxigeno molecular
singulete en un conjunto amplio de solventes, donde puede resaltarse que el
proceso fisico y el quimico son comparables en solventes como metanol y
benceno, con valores de kg 1,04+0.05x10" y 1,06+0.1x10” M's', vs. kr de
1,16+£0.06x10" y 1,67+0.08x10” M's™ respectivamente. Se propone que la
interaccién entre el 'O, ('A;) y la furosemida en solventes préticos y alcoholes
alifaticos, se presenta a través de un complejo de carga en el que interviene el
nitrbgeno de grupo amino secundario, con posterior generacion de dos
fotoproductos, mientras que en solventes apréticos se favorece la reaccion desde
el segmento furano con una cicloadicion [2+4] tipica del 'O, ('Ag), generando un

butenoide y una imina.

También se tienen evidencias de que la furosemida esta en capacidad de producir
foto hemdlisis en eritrocitos humanos, cuyo proceso se reduce hasta en un 60% al
utilizar agentes atrapadores de 'O, ('A;) como azida de sodio o 1,4-diazabiciclo
[2,2,2] octano (DABCO)™.

De forma similar a la furosemida (diurético del asa), diuréticos tiazidicos como
hidroclorotiazida también se han investigado, el cual exhibe evidencias de
acumulacién en la retina y dafios en la vision®™, presenta fotofragmentaciéon por
perdida de cloro y posterior hidrélisis en solucion acuosa o en alcohol, con un
rendimiento cuantico de @x= 0.18 + 0,05, mecanismo mostrado en la Figura 7°.
Otros estudios realizados sefalan un proceso de fotodescomposicion con perdida

de cloro y fragmentacion del SO,NH,

La glicazida, otro medicamento sulfa utilizado para el tratamiento de la diabetes,
es fotolabil en condiciones aerdbicas al ser irradiado con luz UV/vis. La
desaparicion del medicamento es seguida observando la desaparicion de la banda
de absorcion del medicamento a 230 nm, proceso en el que se obtuvieron dos

productos por fotofragmentacion del enlace entre el carbono del grupo carbonilo y
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el nitrégeno de la urea. EI medicamento muestra fototoxicidad en el test de foto
hemdlisis y de peroxidacion lipidica, pero sin participacion del oxigeno molecular

singulete, guiando la reaccion a través de mecanismos tipo 1'°.

OL o
H,NO,S PG
JOL

Fotosustitucfn/ H \ Fotoreduccion

365 nm o o
NS
o 0 solvente ROH H,NO,S s? B
H,NO,S N N—H
N—H )
) Fotohidrolisis '}1
H;CO If H
H
H2NO,S SO,NH, _
Fotoreduccion l
l Cl NH,
Segunda fotohidrolisis
segunda reduccion \
H2N02 S S O 2N H2 HzNO2 S S O 2N H2
HO NH, NH,

Figura 7. Mecanismo de fotodegradacion de la hidroclotiazida en metanol.

El sulfametoxasol, antibidtico sulfa, es bastante sensible a la luz UV/Vis tanto
natural como artificial. Su ruta mas importante de fotodegradacion cosiste en el
rompimiento del enlace N-O y posterior rearregro del anillo isoxazol. Esta reaccion
es dependiente del pH, observandose mayor absorcion del medicamento en
solucion acuosa en su forma neutra a pH 5,6 (268nm). EIl proceso de foto
degradacion del este medicamento ocurre por formacién radicales libres situacion

demostrada por la polimerizacion de la acrilamida®* .
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La acetazolamida, sulfonamida no bacteriostatica, actia como inhibidor de la
anhidrasa carbodnica enzima que cataliza la reaccion reversible de hidratacion del
acido carbodnico, lo que resulta en una pérdida del anién bicarbonato que arrastra
consigo agua, sodio y potasio. De esta forma, se produce una alcalinizacién de la
orina y un aumento de la diuresis, conduciendo a una reabsorcién de amonio NH4
en los tubulos renales del rifidn. Este medicamento es efectivo en el tratamiento
de algunos desordenes convulsivos como el tratamiento de epilepsia y en la
provocacion de diuresis en casos de retencion anormal de fluidos, como en el

edema cardiaco'™.

En el ojo, disminuye la secrecion de humor acuoso y ocasiona reduccion de la
presién intraocular, propiedad interesante en casos de glaucoma. La estructura
quimica de la acetazolamida incluye el radical sulfanilamida (grupo por el que se
une a la enzima anhidrasa carbonica inhibiéndola competitivamente frente al acido
carbonico, ver Figura 2) y un anillo aromatico heterociclico tiodiazol (segmento

estable que actiia como grupo protector dentro del organismo)?°.

La acetazolamida, que a diferencia de los diuréticos anteriores no presenta el
segmento bencensulfonico, también ha sido objeto de estudio de fotoreactividad.
Estudios realizados en condiciones de irradiacibn en estado estacionario
verificaron su reactividad a 25°C por 72 horas en metanol (0,335 mmol en 100 ml)
con lamparas de fésforo y una emisién maxima de 300 nm; cuyo seguimiento de
reaccion fue realizado por espectrometria de UV-vis, GC y HPLC. La deteccion del
oxigeno molecular singulete se realizé por actinometria con 2,5-dimetilfurano, que
es usado para atrapar el oxigeno excitado y por emision en el infrarrojo a 1270
nm, con detector de germanio. El rendimiento cuantico para la fotolisis medido con
el actinometro oxalato de hierro fue de 0.24. En este trabajo también se irradio el
medicamento en presencia de vitamina C, azida de sodio y superoxido dismutasa,
disminuyendo hasta en un 40% los fotoproductos obtenidos® . Se reportaron dos
foto productos que fueron caracterizados por IR, RMN'H y RMN "*C entre los que
se incluye uno con perdida del segmento SO2NH2 y posterior dimerizacidon

(también en ausencia de oxigeno) y el producto de la degradacion
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fotosensibilizada por oxigeno molecular singulete en el que se propone como
centro reactivo al anillo tiodiazol, como se muestra en la Figura 8. Pese a lo
anterior, no se tienen suficientes evidencias experimentales que establezcan la
naturaleza polar o no de la interaccion, pues se presenta de forma general la
posibilidad de formacion tanto de un intermediario bipolar, como la formacion de

un biciclo a través de una cicloadicion.

CHE{:DNHT@ S0;NH;
=N

|

gy

CH3CONH “@?‘(CS} HNCOCH,
i Tt

Figura 8. Mecanismo de fotodegradacion de la acetazolamida.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los medicamentos sulfas presentan en su estructura quimica grupos cromoéforos
capaces de absorber luz en el rango UV-Visible, responsable de las transiciones
electronicas y su consumo conlleva al desarrollo de reacciones fototoxicas,
especificamente por la aparicion de lesiones en la piel, que van desde
inflamaciones locales leves hasta lesiones graves? * *. Estos efectos secundarios
por estar en tejidos expuestos a la luz se asocian con la inestabilidad fotoquimica
del medicamento, la cual puede derivarse de interacciones tanto de tipo fisico
(fotosensibilizador) como quimico. En el primero de los casos el medicamento
absorbe luz y accede a un estado electronicamente excitado; este retorna a su
estado basal transfiriendo energia a otras moléculas potencialmente toxicas y

activando la respuesta del sistema inmunologico™ .

Para el caso especifico de la acetazolamida, uno de los primeros diuréticos
utilizados y actualmente empleado para el tratamiento del glaucoma, se ha
observado en pacientes que consumen este medicamento el desarrollo de
alergias, fotosensibilidad y en general reacciones cutdaneas adversas mediadas
por luz'*™®.  En uno de los productos obtenidos en este proceso de
fotodegradacién se evidencid la participacion del oxigeno molecular singulete, a

través del uso actinémetros®.

Para esta interaccion se propone como centro reactivo al anillo tiodiazol (Figura 9).
Sin embargo no hay evidencias experimentales que establezcan la naturaleza
polar o no de la interaccion, pues una aproximacion inicial al estudio del
mecanismo, presenta de forma general la posibilidad de formacién tanto de un
intermediario bipolar, como de un biciclo a través de wuna cicloadicion.
Adicionalmente, es interesante analizar si es la acetazolamida excitada o en
estado fundamental la que reacciona con el oxigeno molecular singulete, dado
que en lo experimentos reportados por Vargas y colaboradores se utilizaron filtros

que pudieron impedir la irradiacion directa de la acetazolamida.
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Figura 9. Reaccion de acetazolamida en estado excitado, con oxigeno molecular
singulete
Por lo anterior, dado el riesgo asociado al uso de este medicamento, resultd
oportuno contribuir al estudio del caracter fotosensibilizador del medicamento a
través de la determinacion del rendimiento cuantico en la generacidén del oxigeno
molecular singulete como parametro de fototoxicidad, con estudios de
actinometria®™. Por otra parte, el estudio del mecanismo de reaccion entre el
medicamento y el oxigeno excitado, se abordé con metodologias que permitieron
contribuir al analisis de la naturaleza del intermediario en la interaccion de tipo
quimica, con estudios del efecto del solvente a través de ecuaciones lineales de
energia libore LSER™?, en funcién de la sensibilidad de la reaccién frente a
cambios de solvente, al emplear parametros empiricos de polaridad,

polarizabilidad, caracter acido y basico y densidad de energia cohesiva.

Paralelamente también se abordd de forma preliminar, como analisis exploratorio,
el estudio tedrico de la reactividad de acetazolamida frente a sustratos
electrofilicos como el oxigeno excitado, evaluando las tendencias de reactividad
local a través de los indices de reactividad de Fukii?' a la luz de la Teoria de
Funcionales de la Densidad. También se incluyd el analisis topoldgico de Bader®
de la Teoria de Atomos en Moléculas, especificamente con el calculo de los

mapas de potencial electrostatico, superficies de isopotencial y puntos criticos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el caracter fotosensibilizador de la acetazolamida, en la generacion de
oxigeno molecular singulete, como indicador de la fototoxicidad del medicamento

y contribuir al estudio del mecanismo de interaccion frente al oxigeno excitado.

2.2. Objetivos especificos

« Evaluar la degradacion fotosensibilizada de acetazolamida en condiciones
aerobicas y determinar la ruta de fotodegradacién que predomina, de tipo

quimico o fisico.

« Estandarizar las condiciones de trabajo para el seguimiento cinético de la
descomposicién fotosensibilizada de acetazolamida en estado basal frente

al oxigeno excitado.

» Estudiar el efecto del solvente sobre la reactividad de la acetazolamida
frente al oxigeno excitado a través de relaciones lineales de energia libre,

como contribucion al estudio del mecanismo de reaccion.

« Determinar para la acetazolamida el rendimiento cuantico en la generacion

de oxigeno molecular singulete.

» Contribuir al estudio de la interaccion de acetazolamida frente al oxigeno
excitado, a través del calculo de descriptores de reactividad local de Fukui y
la determinacién de algunos parametros topoldgicos de la Teoria de

Atomos en Moléculas.
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3.1

3.2

3. MARCO TEORICO

Procesos de absorcion y emision

Segun la teoria cuantica, todas las especies moleculares poseen un numero
ilimitado de niveles discretos de energia; el nivel de energia mas bajo es el estado
fundamental a temperatura ambiente la mayor parte de las moléculas estan en
este estado. Cuando un foton en el rango UV/Vis pasa cerca de una molécula es
probable que se produzca absorcion si (y solo si) la energia del foton es igual o
mayor a la diferencia de energia existente entre el estado fundamental de la
molécula y uno de sus estados con nivel superior de energia o estados
vibracionales asociados. En estas circunstancias, la energia del fotén es
transferida a la molécula promoviéndola a un estado de energia mas elevado o
estado excitado. La excitacion de una especie S a su estado excitado S * puede

ilustrarse con la siguiente ecuacion® .

*

som.'s Excitacion (1)

Este exceso de energia y en ausencia de un apagador, puede disiparse a través
de procesos tanto radiativos como no radiativos. EIl primero incluye fenomenos
conocidos como fluorescencia y/o fosforescencia y el segundo involucra relajacién
vibracional, con un aumento de temperatura por colisiones con otros atomos o
moléculas del medio. En ambos casos la molécula excitada retorna a su estado

basal.

Por otra parte, este proceso de desactivacion puede también tener lugar por
interaccidn con otros compuestos con la formacion de nuevas especies. Es
importante resaltar que el tiempo de vida de S * es muy breve, pero en ocasiones

suficiente para reaccionar quimicamente ",

Oxigeno molecular
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El oxigeno en su estado basal, es una molécula paramagnética que posee un
caracter diradical, con dos electrones desapareados en orbitales degenerados.
Siguiendo la regla de Hund o principio de maxima multiplicidad, es posible
determinar que la configuracién electronica de minima energia para el oxigeno,
corresponde a un estado triplete, (*34), en donde ambos electrones estan con
espines paralelos y en orbitales diferentes (7%*2p)' (75,*2p), como se indica en la

Figura 10.

Ll

2p PATE:S

A) B)

Figura 10. Diagrama de energia orbital para el O, y distribucidn electronica en el
estado basal: (A) utilizando el modelo CLOA y (B) aplicando

adicionalmente la hibridacién orbital?®.

De forma similar se pueden determinar los estados electronicos para el oxigeno
excitado mas préximos en energia al estado basal y que en notacién
espectroscopica corresponderian a 'Ayy 'S4, respectivamente. En ambos casos la
multiplicidad de espin es uno?. En la Figura 11 se muestra la distribucion

electronica para el primer estado excitado del oxigeno molecular.
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Figura 11. Diagrama de orbital molecular para el oxigeno molecular

singulete Oz("Ay).

Estados electréonicamente excitados del oxigeno molecular.

Los estados electronicamente excitados del oxigeno molecular son dos especies
con multiplicidad singulete. El menos estable '3, (37.5 kcal) y el 'Aq (22.4 kcal), el
primer estado excitado singulete, presenta sus electrones con espines opuestos

en el mismo orbital.?*

Justamente esta especie excitada del oxigeno molecular O,('A), ha despertado
especial interés tanto por su participacion en procesos dafinos (fotoalergias,
fototoxicidad) '°, como benéficos: terapia fotodinamica en el tratamiento del
cancer®, purificacion de sangre®, inactivacion de Virus ?, descontaminacion de
aguas?, y purificacion de aceites?®, entre otros. También se ha estudiado su
intervencion en un amplio rango de reacciones con sustratos organicos entre las

que se destacan las reacciones de fotooxidacion sensibilizadas.®

En general puede observarse que las transiciones a los primeros estados
excitados son débiles y de baja intensidad y aun cuando son permitidas por el
momento dipolar magnético, no cumplen las reglas de seleccién al ser prohibidas

por el momento dipolar eléctrico y por espin, sin embargo, es posible observarlas
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en la region del espectro visible ('S, 3%, 762 nm = 37.5 Kcal mol™) y en la region
infrarroja (A %35 1268 nm = 22.5 Kcal mol™), debido a otros factores, como son

el acoplamiento espin-orbital y perturbaciones de la simetria molecular®.

Los procesos de desactivacion para ambos estados excitados del oxigeno
molecular, 'Aq y 'S4, también son prohibidos por espin, presentando tiempos de
vida radiativa en fase gaseosa de 65 minutos y 10 segundos, respectivamente. En
fase condensada el tiempo de vida de ambas especies disminuye
considerablemente, debido a la interaccién con el medio lo que se refleja en
tiempos de vida en el rango de los us para el Ox('A;) y de los ns para O('%).
Este factor es determinante en las diferencias de reactividad de los primeros
estados excitados del oxigeno molecular, pues el tiempo de vida radiativo del
oxigeno molecular singulete Ox('A,), relativamente largo favorece su interaccion
con otras especies quimicas, mientras que el segundo estado excitado, O('%),
aun cuando posee mayor energia 37.5 Kcal mol”, se desactiva muy rapidamente
al primer estado singulete, limitando su participacion a procesos altamente

reactivos. %

En general, es posible sefialar que el oxigeno molecular singulete O,('A,), podra
participar en una serie de reacciones que son prohibidas por espin para el oxigeno
%54, al mismo tiempo, su caracter diamagnético lo diferencia ampliamente del
oxigeno en estado basal, pues este ultimo posee la reactividad propia de una

especie dirradicalica.*

3.2.2 Generacion de O,('Ay) en solucién

Uno de los procedimientos utilizados en la generacion del oxigeno molecular
singulete es la fotosensibilizacion. En este proceso una molécula es excitada por
la absorcion de un fotén y de haber solapamiento entre las superficies de energia
potencial en algunos de sus niveles vibracionales, puede transitar por cruce entre

sistemas®, al primer estado excitado triplete (Ecuacién 2), estado excitado desde
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el cual puede transferir la energia al estado basal del oxigeno molecular (Ecuacion
3) o decaer por colisiones con el medio (Ecuacion 4). Aqui, los tiempos de vida de

los estados excitados del sensibilizador juegan un papel muy importante.
0 B, 3 Cruce entre sistemas (2)
T +0,Cz,) M - S+0,('8,)  Transferencia de Energia (3)
" +0,CZ,) M - S +0,(°Z,) Decaimiento por colisiones (4)

Adicionalmente, hay que considerar el hecho de que la interaccion entre el estado
triplete del oxigeno molecular en estado basal O,(°%;) y el estado triplete del
sensibilizador, se ve favorecida por no presentar la prohibicion de espin al
conducir a dos especies de multiplicidad singulete con la respectiva conservacion

de espin total.

Adicionalmente, en la eleccién de un buen sensibilizador, deben considerarse
aspectos energéticos. El cambio energético que acompania la transicion del estado
triplete al basal del sensibilizador, AE (3S*-~ S), debe ser mayor que los
requerimientos energéticos para la transicion al oxigeno molecular singulete
%33-"0g (22.5 Kcal mol”), de otra forma, la interaccion se restringiria a un
decaimiento del estado excitado del sensibilizador por colisiones con el medio

(Ecuacion 4).

En consecuencia, el compuesto elegido como sensibilizador debe presentar un
alto rendimiento cuantico en la formacion de estados triplete @2, con tiempos de
vida del triplete, 7, lo suficientemente largos, que permitan interaccién con el
oxigeno molecular. Adicionalmente, el sensibilizador debe poseer un alto
coeficiente de extincion (¢) a la longitud de onda del experimento y una baja

tendencia a reaccionar, esto ultimo para evitar su consumo durante el proceso de

fotosensibilizacion ya que pueden desencadenarse reacciones no deseadas®.
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3.2.3 Desactivacion del O,('Ay) por interacciéon con sustratos reactivos

La eficiencia con que un sustrato desactiva al oxigeno excitado, esta fuertemente
influenciada por el tiempo de vida del O,('Ay) en el medio. Estas reacciones en su
mayoria no estan controladas por procesos de transporte de masa en

consecuencia, la extension de la reaccion depende tanto de la concentracidon
estacionaria de O,('A) en el sitio de reaccion, como de la constante de velocidad

para la reaccién bimolecular.

3.2.3.1 Mecanismos de desactivacion del O;('A,).

La desactivacion del oxigeno excitado puede darse a través de un proceso de
transferencia de energia desde el oxigeno excitado a una molécula de soluto en
estado basal (%4, ), dando lugar a la formacion del estado triplete excitado del
soluto, con el respectivo decaimiento al estado basal del oxigeno molecular. Es
posible que la interaccion entre oxigeno molecular singulete y un sustrato reactivo

de lugar a la formacion de un complejo de transferencia de carga, que puede
evolucionar hacia la formacion de productos (£€) o, por cruce entre sistemas,

hacia la desactivacion fisica (k<. ), obteniendo en el dltimo de los casos, las dos

moléculas en estado basal (Figura 12). Asi, el decaimiento del oxigeno molecular

singulete puede darse a través de caminos competitivos, cuya constante total en

presencia de un apagador @, k£ es la sumatoria de los procesos fisicos 47 y

quimicos k2. Grupos ricos en electrones, como aminas, fenoles, ion superoxido

y sulfuros, reaccionan con el oxigeno molecular singulete mediante este esquema

de reaccion®'.
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Figura 12. Esquema general de desactivacion del O,('As) por un sustrato Q.

3.2.3.2 Reaccion del Oy('Ag) con aminas

El mecanismo de oxidacion fotosensibilizada de aminas, ha sido investigado
ampliamente. Algunos estudios cinéticos realizados por los grupos de Ogryzo* y
Young* proponen a principio de los 70, que la desactivacidn del oxigeno singulete
por aminas procedia a través de un complejo de transferencia de carga, pues
observaron disminucion de la constante de velocidad para la desactivacion del
O2('Ag), al aumentar el potencial de ionizacion de la amina, donde kr (terciaria) > kr
(secundaria) > kr (primaria). La evolucion de este intermediario depende
fundamentalmente de la estructura de la amina (Figura 13). Cuando el sustrato
corresponde a aminas primarias o secundarias y posee hidrégenos en posiciona,
se produce su abstraccion intramolecular, la eliminacién de peroxido de hidrégeno,
con posterior formacion de imino-derivados. En el caso de las aminas terciarias,
el producto primario seria una hidroperoxiamina, que evolucionaria posteriormente

para dar la cetona y la amina correspondientes.
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1. Aminas primarias y secundarias

i i RE R
R—C—N—H +'0,— R—(|_3|—ITJ+—H ‘_:R—(Hl—l?l — >:N—R + H0,
H O—o" OOH R ¢
i R
R—C—N—H + 30, >:o + R7NH,
H R
2. Aminas terciarias
R R R R R R
[ Iy A /
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/
‘\-O M
il
i s
R—CH:—N—R + 00§

Y

R R
>:O + /NH + H)0,
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Figura 13. Desactivacion del Ox('A;), por aminas.

Diversos autores han estudiado el efecto solvente sobre la reaccion de oxigeno
excitado con aminas®. Especificamente las aminas terciarias disminuyen en
forma muy significativa su reactividad hacia el Ox('4;), cuando el medio cambia de
solventes polares apréticos, como diclorometano o acetonitrilo, a solventes polares
préticos, como metanol. Esto muestra que el rol del solvente es mas complejo que
una simple estabilizacion del intermediario de transferencia de carga mediante
interacciones polares o dipolares y que deben considerarse otras propiedades del
solvente (p. ej. su caracter acido). Estudios mediante ecuaciones LSER
reportados por Zanocco y col.*®, para la reaccion de Ox('A;) con trietilamina en un
amplio conjunto de solventes, muestran que la velocidad de esta reaccion
disminuye en solventes con un fuerte caracter dador de hidrégenos debido al
impedimento estérico que se produce por la interaccién del solvente con el centro

reactivo (el nitrégeno aminico) y aumenta en solventes que poseen valores altos
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del parametro de dipolaridad/polarizabilidad 1. La velocidad de la reaccién
también aumenta en solventes aceptores de enlace de hidrogeno, probablemente

por una mayor estabilizacion del complejo de encuentro en este tipo de solventes.

3.2.3.3 Adicion de O,('A;) a compuestos aromaticos

Las reacciones de adicion de oxigeno molecular singulete a compuestos
aromaticos y en especial aquellos con anillos fusionados como naftalenos,
antracenos y naftalenos, presentan tipicamente reacciones de cicloadicion [4+2], a

través de la formacion de intermediarios endoperoxidos, con un moderado efecto

del solvente.
CH, CH,
T +oo == (JY
50°C/1h
CH3 CHs

Figura 14. Reaccion de adicion del O,('A,) al 1,4-dimetilnaftaleno.

La reaccion entre el dieno 1,4-dimetilnaftaleno (1,4-DMN), con el oxigeno excitado
(Figura 14)%®, muestra una dependencia de la habilidad del solvente para
estabilizar cargas o dipolos y de su densidad de energia cohesiva. Para esta
reaccién, el cambio de solvente de ciclohexano a formamida produce un
incremento en la constante de velocidad de dos 6rdenes de magnitud. El analisis
de la dependencia de la constante de velocidad con los parametros empiricos del
solvente empleando ecuaciones lineales de energia libre de solvatacién, LSER, ha

sido expresada en la siguiente ecuacién.®

k226200, + 118 (5)
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Estos resultados, son compatibles con la formacion de un complejo de encuentro
en el que se produce transferencia parcial de carga y cuyo volumen es menor que
el de los reactantes por separado, tipico de las reacciones concertadas. A partir
de estudios tedricos, se ha propuesto que primero se produce exciplejo tipo Diels
Alder que progresa hacia la formacion un complejo de transferencia de carga. La
reaccion de adicion del O,('A;) sobre compuestos derivados del antraceno, ocurre
especificamente sobre las posiciones 9 y 10, sin embargo, la presencia de
sustituyentes dadores de electrones en las posiciones 1y 4, dirige el ataque hacia
estas posiciones, situacion analoga a lo que se observa cuando el sustrato

corresponde a naftalenos sustituidos®.

Por otra parte, se han realizado algunos estudios sobre el efecto del sustituyente
en la reaccion del oxigeno molecular singulete con algunos derivados quirales del
naftaleno.*” Los resultados obtenidos por estos autores, muestran que la reaccion
es altamente esteroespecifica, en presencia de sustituyentes CH,OH vy
CH2CH2OH en posicién 1, evidenciando la formacién de un puente de hidrégeno
entre el sustituyente al anillo y el oxigeno polarizado negativamente, que estabiliza
el complejo de encuentro, previo a la formacion del endoperéxido, tal como se

muestra en la Figura 15.

Figura 15. Endoperoxido formado en reacciones de cicloadicion [4+2] del O,('A,)

a derivados quirales del naftaleno.

Otros estudios previos sobre la parahidroxilacion selectiva de fenol con O,('Ag)%,
sefalan que el fenol es hidrolizado selectivamente para formar hidroquinona,

donde las posiciones orto y meta se producen en cantidad menor del 0.1%. Del
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mismo modo los autores establecieron que este tipo de reacciones no involucran
radicales HO', lo que se demuestra por la carencia de efecto en alcoholes como el
2-propanol y la exclusiva formacién de hidroquinona en un sistema a partir de
fenol. El mecanismo para la reaccion entre el fenol y el Ox('A;), se muestra en la
siguiente figura.

OH

OH ol OH

o — [ O] =
Fenal

OH
Hidroquinona

Figura 16. Mecanismo de reaccion de fenol con Oy('Ag)

El mismo comportamiento fue determinado para la anilina la cual al reaccionar con
02('Ag)*® presenta formacion de un intermediario perdxido con formacién selectiva

del p-aminofenol (Figura 17).

NH,
NH, NH, NH,

o, — i

Anilina H OH
Hidroxianilina

Figura 17. Mecanismo de reaccion de la anilina con O('Aq)

Las reacciénes del oxigeno molecular con los compuestos organicos estudiados

se pueden agrupar en cinco categorias que incluyen las adiciones 1,4 a dienos
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conjugados, adiciones 1,2 a olefinas ricas en electrones, reacciones tipo ene a
olefinas, reacciones de oxidacion de sulfuros a sulfoxidos y oxidaciéon
fotosensibilizada de fenoles a hidroxidienos. Los compuestos aromaticos con
dobles enlaces conjugados con heteroatomos incluso heterociclicos presentan
cicloadiciones 1,4, con el oxigeno excitado. En esta reaccion el oxigeno actua
como dienofilo y el sistema conjugado como dieno, conduciendo a la formacién de
anillos de 6 miembros o 1,4 endoperoxidos. El tiofeno y derivados aromaticos con
otros heteroatomos, también, presentan esta tendencia y su reactividad se ve

incrementada con sustituyentes electron dadores especialmente en posicion 1,4°.

3.3 Efecto del solvente

Las interacciones entre diferentes especies quimicas pueden verse alteradas por
las caracteristicas del medio, por lo tanto no hay un solo parametro que mida o
refleje todas las caracteristicas del solvente, por lo que se hace necesario el
empleo de modelos multivariados que correlacionen las propiedades
macroscopicas del medio. Estos modelos nos permiten el analisis en paralelo de
los resultados cinéticos en funcion de los parametros microscopicos del solvente y
reconocer las interacciones especificas soluto-solvente que tienen lugar para cada

especie molecular.

En los estudios cinéticos, los cambios en velocidad de las reacciones quimicas y/o
interacciones intermoleculares dependen de las caracteristicas del solvente,
reflejando la contribucion de las propiedades del medio a las interacciones a nivel
molecular de las especies que reaccionan. Como por ejemplo la reaccion del
oxigeno molecular singulete con sustratos reactivos, a través del efecto del

solvente®.

Asi, el efecto del solvente sobre la velocidad de una reaccion puede relacionarse

con la estabilizacion que ejerce el solvente sobre los reactivos y estado de
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transicion o complejo de encuentro especificamente, en la etapa que controla la
velocidad de la reaccion. Si los reactivos presentan una mayor separacion de
carga, relativa al complejo de encuentro, seran mas estabilizados en presencia de
un solvente mas polar, por lo tanto, aumentara la energia de activacion,
disminuyendo la velocidad de reaccién. Por otra parte, si es mayor el momento
dipolar en el complejo de encuentro, su estabilizacion en solventes polares sera
mayor que la de los reactivos, lo que hace predecible un aumento en la velocidad

de reaccion.

Debido a la complejidad de las interacciones soluto—solvente, se han empleado
recurrentemente relaciones lineales de energia libre de solvatacion, LSER,
utilizando ecuaciones multiparamétricas que relacionan los datos cinéticos con
parametros empiricos que describen las propiedades microscopicas del solvente y
permiten reconocer la naturaleza de las interacciones entre las especies
involucradas en una reaccion. Uno de los modelos LSER mas utilizados, y que se
emplea en el presente trabajo corresponde a la ecuacion propuesta por Kamlet,
Abboud, Abraham y Taft*.

logk, =logky o +s|m" +dd)+aa +bB+hp} (6)
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donde A, y 4.0 son las constantes de velocidad de la reaccién en presencia de
un solvente dado y en un solvente de referencia, respectivamente. Los

coeficientes s, d, a, b y h, dan cuenta de la sensibilidad de la reaccion a

cada parametro (1%, a, B, 8y (3, ),y cada parametro hace referencia a
alguna propiedad especifica del medio, por ejemplo el parametro 1 tiene
su origen en la transicién transferencia de carga de un electrén dador a
un electron aceptor conjugados a través de un anillo (sistema) aromatico
y refleja que tanto el efecto inductivo como las interacciones de tipo
electrostatico son proporcionales al momento dipolar molecular. El valor
0 es un factor de correccion de polarizabilidad y es funcion del indice de
refraccion. La escala a de acidez, es una medida de la habilidad del
solvente para donar puentes de hidrogeno y la escala 3 de basicidad, se

relaciona con la capacidad del solvente para aceptar puentes de

hidrégeno o donar pares de electrones libres. El término (3, , parametro

de solubilidad de Hildebrand o densidad de energia cohesiva, se asocia
a cambios en el volumen de las especies involucradas en la expresion

cinética y es de importancia en reacciones concertadas*.

3.4. Ley De Lambert Beer.

La cantidad de radiacién absorbida por una muestra se expresa mediante la ley de
Beer-Bouguer- Lambert comunmente conocida como Ley de Beer, que relaciona
la absorbancia de una muestra con la concentracion de la misma, y esta dada por
la siguiente relacion: 4A=¢€,bc. A es la medida de la absorbancia, £, es el
coeficiente de extincion molar con unidades de M' cm.”, el subindice A hace
referencia a la longitud de onda en la que se efectua la medida, b es la longitud de

la celda en cm y ¢ es la concentracion molar de la especie absorbente*'.

3.5. Calculos tedricos
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Los indides de reactividad local de Fukuy nos permiten analizar cuales atomos en
la molecula presentan mayores variaciones de la densidad de carga luego de
interactuar con una especie electrofla como el oxigeno excitado. Cuya
aproximacion se basa en que la llegada de un electréon al LUMO del electréfilo,
modifica principalmente la densidad electronica del orbital ocupado de mas alta
energia, HOMO, sin afectar la densidad electréonica del core. Esto es, la variacion
en la densidad electronica del orbital de frontera O (HOMO o LUMO segun se
analice su caracter electrofilico o nucleofilico), frente al cambio en el numero de

electrones, como funcion de la coordenada de reaccion.

La funcion de fukui es expresada como la variacion de la densidad de carga con la

variacion del nimero de electrones®.

_[P9
fin = E:TE Ol

Asi, la funcion de Fukui permite estimar los sitios activos de una molécula, y la

2

(7)

reactividad especifica de ciertos atomos o grupos funcionales en ella; esta puede
ser definida mediante la ecuacion (8) como la sensibilidad del potencial quimico
frente a una perturbacién externa en un punto particular r, en un sistema quimico
de N electrones 6 como en la ecuacion (9), en donde se expresa por medio de la
derivada de la densidad electronica p(r) con respecto a los electrones totales N del

sistema, cuando el potencial que actua sobre ellos es constante, v(r).

_[@p(r)Od
J(r)= %%m (9)

Yang and Portier®™ en 1986 introducen la forma condensada de la funcion de Fukui

a través de la aproximacién de diferencias finitas, para solucionar la discontinuidad
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del potencial quimico u (N), donde u (N) es una funcién de paso, constante entre
saltos para valores enteros de N. Si se analiza la susceptibilidad al ataque

electrofilico, esta podria expresarse como:

J =Py () =Py (). AN <0 (10)

Asi, haciendo el cambio a cargas y teniendo en cuenta que AN =—1, la ecuacion

anterior quedaria:

fio =q.(N=1)—q,(N) (11)

donde ¢, (V) es la carga evaluada sobre el atomo & de la molécula que contiene

N electrones y ¢,(N —1), la carga sobre el atomo k de la molécula con (N - 1)
electrones en su capa externa. Estos términos se evaluan a través de
procedimientos que involucran la Teoria de Orbital Molecular como el analisis de

cargas naturales, NBO.

Por otra parte la teoria de atomos en moléculas (AIM) de Bader permite relacionar
la densidad electrénica experimental y tedrica con los conceptos quimicos. El
analisis AIM se basa en el estudio de la densidad total de los puntos criticos y del
laplaciano de la densidad (A%) en el punto critico. La densidad electronica segun
Bader es la manifestacion fisica de las fuerzas que actuan dentro del sistema. El
punto dominante del analisis topoldgico de la densidad de carga viene dado por la
aparicion de maximos locales en las posiciones de los nucleos atdmicos como
consecuencia de las fuerzas atractivas entre los electrones y el nucleo. Estos
maximos son puntos criticos en los que las primeras derivadas de la densidad son
cero y la curvatura de la densidad electronica es negativa en todas direcciones.
Otros puntos criticos en los que su primera derivada, pero de signo diferente a la
curvatura, aparecen maximos de densidad entre los atomos en los centros de

anillos y en los minimos locales®'.
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Especificamente, los puntos criticos de anillo y de enlace entre atomos que no
presentan interacciones enlazantes a través de enlaces covalentes, se interpreta

como interacciones atractivas como los puentes de hidrogenos.

4 MATERIALES

Solventes

Todos los solventes utilizados fueron grado espectroscépico o HPLC: metanol,
etanol, butanol, 1 propanol, 2propanol, terbutanol, pentanol, hexanol, acetona,
benceno, cloroformo y eter fueron adquiridos de JT Baker, diclorometano, dioxano
y acetonitrilo de Mallinckrodt , acido férmico de Merck y dietilamina de Aldrich.

Todos los solventes fueron utilizados sin purificacion previa.

Reactivos

El sensibilizador rubreno y los actinébmetros 1,3-difenilisobenzofurano (1,3 DPBF) y
9,10-dimetilantraceno (9,10DMA) obtenidos de Aldrich, la rosa de bengala fue
adquirida de Fluka, los buffers fosfato y acetato en Aldrich, y la Acetazolamida con
una pureza del 99% de Sigma. Estos también se utilizaron sin tratamientos

previos.
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5.2

4 INSTRUMENTACION

4.1 Espectroscopia de absorcion Ultravioleta-Visible

Los espectros de absorcidon en el ultravioleta visible (190-800nm) fueron

medidos en un espectrofotometro Perkin Elmer lambda 35.
Cromatografia

5.2.1 Cromatografia de gases

Se realizaron algunos ensayos preliminares con el propésito de evidenciar si los
productos de reaccion pudieran ser identificados a través del Cromatografia de

gases, en un cromatografo Agilent 5973 acoplado a espectrémetro de masas.
5 Cromatografia liquida de alta presién, con detector de arreglo de diodos

Para el seguimiento del consumo de Acetazolamida en la reaccidn con el oxigeno
excitado (medidas cinéticas para las constantes quimicas), se usé cromatégrafo
HPLC Agilent 1100 con columna Agilent hipersil BD5 C18 de 4 X 125 mm, 5 um.

Los datos fueron adquiridos desde un computador HP 54 bajo Windows.

5.2.3 Cromatografia liquida de alta presion acoplada a masas

36



Para la evaluaciéon preliminar del medicamento se utilizd un equipo de HPLC
acoplado a un espectrometro de masas tipo cuadrupolo marca Agilent serie 1200
modelo VL con fuentes de ionizacién electroespray (ESI) o APCI y un HPLC modo
analitico o nanoflow acoplado a un espectrometro de masas tipo Trampa de lones
marca Agilent modelo SL serie 6300 con fuentes de ionizacion ESI, APCI o
NANOESI.

5.2 Fusiometro

También como paso preliminar en la extraccion de acetazolamida desde el
medicamento comercial, se verifico la obtencion de la base libre midiendo el punto

de fusion en un equipo marca Buchi de 110~50 volt, 230 watt.

5.4 PHmetro

Las medidas de pH fueron realizadas en un pHmetro Schott Instruments.

5.5 Bano termostatizado

Para controlar la temperatura en los procesos cinéticos, se empleo un termdstato

de enfriamiento marca Lauda.

5.6 Calculos Teoéricos

El calculo de los indices de Fukui fue realizado mediante el analisis de poblacion
Natural (NBO) en fase gaseosa, utilizando calculos semiempiricos, bajo la teoria
de Hartree-Fock (HF) y los funcionales de la densidad (DFT) con método B3LYP,
empleando un conjunto de bases 6-311G* . El analisis conformacional de la

estructura optimizada se realiz6 en el Gaussian 03.
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Los calculos de puntos criticos y superficies de isopotencial electrostatico de la
Teoria de Atomos en Moléculas de Bader se realizaron con software PC Gammes,

version mayo del 2009.

6. METODOLOGIA

6.1 Caracterizacion acetazolamida.

La pureza del medicamento se verific6 mediante la determinacion del punto de
fusion, espectroscopia de absorcion Ultravioleta-Visible por comparacion con el
espectro del compuesto reportado en la literatura y por HPLC-masas** **. No fue
posible obtener el analisis por cromatografia de gases debido a su alto punto de

ebullicion®.

6.2 Determinacion de la constante de velocidad total entre acetazolamida y
02(1Ag) 46

Para determinar las constantes de velocidad de reaccion entre el oxigeno
molecular singulete y acetazolamida, en algunos solventes, se empled el método
de irradiacion en estado estacionario, generando el Ox('Ay) por transferencia de

energia desde un sensibilizador en estado triplete, que es excitado por una fuente
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de luz, donde la concentracién de esta especie intermediaria permanece constante

en el tiempo: M =0
ot

Se procedio inicialmente a irradiar la solucidon de acetazolamida en presencia de
rosa de bengala como sensibilizador, en una celda de 1 cm de paso O6ptico
provista de porta celdas termostatizado y utilizando como fuente de irradiacion
lampara halégena de 90 W y un filtro ptico con longitud de corte en 400 nm, que
permite irradiar selectivamente al sensibilizador, a una distancia de 6 cm de la

fuente, como se muestra en la Figura 18.

@ At -Rosa de bengala-MeOH
O Filtro optico

_Fuente de luz

Flujo de agua Portaceldas

Figura 18. Montaje para la irradiacion del sistema acetazolamida-rosa de bengala-
metanol.

Utilizando las mismas condiciones experimentales, se determiné la concentracion
estacionaria de oxigeno molecular singulete por actinometria, empleando como
sustrato aceptor de oxigeno singulete el 9,10-dimetilantraceno (DMA). El

seguimiento del consumo del actindmetro se realiza por espectrofotometria UV-
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Vis a A de maxima absorcion del actindbmetro. En ambas soluciones se equilibro la

absorbancia del sensibilizador (igual absorbancia).

A continuacién, se indican las interacciones involucradas en la generacion del
02('A,) por transferencia de energia desde un sensibilizador en estado excitado y
su decaimiento por interaccién con sustratos reactivos como acetazolamida y el

actindmetro.

7,

S + hv —p» & S = Sensibilizador  (12)
S o+ 2 S + '0, A (13)

'0, + Ste P 30, K, (14)
A + 0, P A0, kP A= 910-DMA (15)
A + 0, — P A+ 30, kM (16)
AC + 'O0,—®  Productos k'° AC = Acetazolamida (17)
AC + '0, =P AC + 30, K, (18)

6.3. Determinacion de las constantes de velocidad, para la reaccion

Quimica®’.

La constante de velocidad para la reaccion quimica entre el oxigeno molecular
singulete y la acetazolamida se determind a través de experimentos en estado
estacionario, siguiendo el consumo de Acetazolamida por HPLC con detector de
arreglo de diodos. La fase mdévil conformada por etanol y metanol (75:25, viv), a
temperatura ambiente, con una velocidad de flujo de 0.75 ml/min. El seguimiento

se realizé a 264 nm y 559 nm, y como referencia se utilizé senal a 650 nm.

La velocidad de consumo de O,('Aq) por el sustrato reactivo acetazolamida se

ajusto a la siguiente ecuacion:
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v=-dl 0] (19)

Bajo condiciones de iluminacion estacionaria, la concentracion de O('A;) es
constante, por lo cual la Ecuacion 19 se puede escribir como un proceso de

pseudo-primer-orden:

A _,

o Kool donde: ke, =/|'0.] (20)

Reorganizando los términos de la Ecuacion 20 e integrando, podemos obtener la

ecuacion de una linea recta cuya pendiente sera 4.,

=kt (21)

En esta ecuacion, [A]o corresponde a la concentracion inicial del sustrato reactivo
acetazolamida o en su defecto del actindmetro 9,10-dimetilantraceno, y [4] a Ia

concentracion en un tiempo t.

Para calcular el valor de la constante de velocidad para la reaccion quimica, k& ,

se plantea el mismo sistema de ecuaciones para la acetazolamida y el DMA, y se

halla la relacion de ambas constantes:

kop =k/|'o,] ko =k|'0,]  entonces (22)

kex AC kAC 10 kex AC kAC
e
r exp

exp r
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AC

En la Ecuacion 23 el cociente kejp es obtenido a partir de los datos

exp

experimentales y la & se toma de datos reportados en la literatura a la misma

temperatura de trabajo*’. Asi, es posible despejar el valor de &/ .

Los datos obtenidos se ajustaron a una cinética de pseudo-primer orden, donde la
pendiente es la constante de velocidad experimental (4., ) e incluye la

concentracion estacionaria del O,('A,).

6.4 Determinacion del rendimiento cuantico en la generacion de O;('A,)

En la determinacion del @A por parte de la acetazolamida, con métodos de

iluminacion en estado estacionario, se comparan las velocidades de consumo de

un actinébmetro eficiente aceptor de Oz(lAg) de rendimiento cuantico conocido en

el solvente de trabajo, en presencia de un sensibilizador de referencia y el
compuesto en estudio. El 9, 10-DMA es utilizado como sustrato reactivo y su
reaccion con el oxigeno molecular singulete se ajusta a una cinética de orden uno.
En este caso el seguimiento de la reaccién se hace por espectrofotometria de
absorcion UV-Vis, graficando la absorbancia del 9,10-DMA 264 nm en funcion del

tiempo. La pendiente de este grafico sera la constante de velocidad experimental
kep(s) 0 kep(ac) segun se utilice el sensibilizador de referencia o la
acetazolamida. La razén entre estas constantes de velocidad corresponde a la
razon de los rendimientos cuanticos (de ¢x“ en funcién del ¢X ) cuando los

experimentos se realizan bajo las mismas condiciones. En estos experimentos, se
utiliza como fuente de irradiacion una lampara de mercurio, con un sistema de

filtros opticos, para excitar la muestra selectivamente con la linea de 264 nm.?*°

A =@ (24)

exp S'
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6.5 Analisis del efecto del solvente

Los estudios del efecto del solvente sobre las constantes de velocidad kr, para la
reaccion total entre el oxigeno singulete y la acetazolamida se realizaron en

términos de ecuaciones lineales de energia libre LSER™.

Los coeficientes de las ecuaciones multiparametricas (Ecuacion 6), fueron
obtenidos mediante analisis de correlacion multivariado de la dependencia de la
velocidad de reaccién con los parametros del solvente empleando el programa
estadistico R. Inicialmente se realizd un analisis exploratorio para verificar que no
hay una relacion lineal entre las variables, es decir, para garantizar la eleccion de
variables linealmente independientes. La ecuaciones de correlacidon incluyen la
aplicacién de criterios estadisticos, como a) los coeficientes de los descriptores
aceptados en la correlacion deben tener un nivel de significancia > 0.95
(estadistica-t grande, P (2-tail) < 0,05); b) el parametro F el cual tiene como
proposito medir los grados de libertad de cada uno de los datos, entre mas datos
obtenidos mas grados de libertad se obtienen y c¢) el cuadrado del coeficiente de
correlacion lineal*®. Adicionalmente se evalto el modelo lineal con el grafico de los

residuales.

La significancia estadistica cuando el valor de F es grande, la variable menos
significativa es eliminada. c) coeficiente de correlacion r igual o mayor que 0,90
(variancia, r* > 0,80); y d) tamario de la muestra, debido a que por cada parametro
se recomienda un minimo de 3 solventes, evitando disminuir los grados de libertad

del modelo.

En resumen, el tamafio de la muestra (N), el coeficiente de correlacidon (r), la
desviacién estandar (SD) y el indice de confiabilidad de la ecuacién de Fisher (F)

dan cuenta de la calidad de la ecuacién de correlacion. La confiabilidad de cada
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término es determinada por la estadistica, una buena calidad de la ecuacion
implica que debe tener valores grandes de N, F y t-stat, valores pequefios de SD

y valores de r cercanos a uno.

Paralelamente se comparan los resultados obtenidos entre 4/ y k¢ para ver

cual ruta predomina en la interaccion de O,('Ay) y acetazolamida, la fisica o la

quimica.

6.6 Calculos teodricos

En el presente trabajo se incluyeron algunos calculos tedricos de los indices de

reactividad local de Fukui /% .

6.6.1 Optimizacion de Geometrias

La optimizacidon de la geometria de mas baja energia de la acetazolamida neutra
se realiza a través de calculos semi-empiricos, utilizando la teoria de funcionales
de la densidad, DTF, con método B3LYG y empleando un conjunto de bases 6-
31G,* Luego de observar que el analisis de frecuencias no presentaba ninguna
imaginaria, se partié para el analisis de cargas desde el confomero mas estable y
se procedi6 al calculo de los indices de reactividad local de Fukui para predecir su
reactividad frente al ataque electrofilico. La optimizacion se realiza en el programa

Gaussian 03.

6.6.2 Analisis Conformacional

Inicialmente se hace un estudio de las diferentes conformaciones de la molécula
en estudio a nivel semi-empirico, procurando escoger como punto de partida un

conformero de minima energia.

6.6.3 Analisis MPA, NPA y Calculo de indices de Fukui
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Los indices de reactividad local de Fukui, frente a sustratos electrofilicos, se
evaluan utilizando las cargas NBO. Se calcularon estos parametros sobre cada
atomo en la molécula neutra y luego sobre cada atomo, sin cambiar la geometria
(single point) para el cation. Modelos que asumen cargas parciales sobre cada
uno de los atomos, lo cual es consecuencia de la cercania de los electrones a los
nucleos del sistema*. El objetivo del modelo es evaluar como cambia la densidad

electrénica, cuando se la retira un electréon a la molécula en estudio.

6.6.4 Atomos en moléculas (Bader)

Partiendo de la estructura del conformero mas estable de la acetazolamida, se
realizan los calculos de Energia que permite el calculo de los puntos criticos y

realizar un mapeado del potencial electrostatico a diferentes distancias, utilizando

el software Molekel
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RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencion del medicamento acetazolamida

La acetazolamida adquirida comercialmente con un 99% de pureza, polvo
cristalino blanco inodoro con facil fluidez, presento punto de fusion de 258 °C, fue
insoluble en solventes apolares como el tetracloruro de carbono, cloroformo y éter
etilico y poco soluble en etanol y agua, concordante con lo reportado en la ficha
técnica del medicamento®’. En el espectro de Masas desde HPLC (Figura 19) se

observa el M* = 223, y un pico importante en M/Z= 181 debido a la perdida
CH;COOH.
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Figura 19. Espectro de masas de la acetazolamida y fragmentacion del
medicamento.

7.2  Analisis espectroscopico
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7.2.1 Espectros de absorcion UV-vis y coeficientes de extincién molar

Las medidas espectroscopicas inician con la determinacion de los coeficientes de
extincion (g)., muy utiles pues nos permiten visualizar rangos de solubilidad y el
rango de concentracion en los que la absorbancia es proporcional a la
concentracion de las especies en solucion y en general nos permiten realizar el

seguimiento cinético.

Por otra parte, los espectros de absorcidon UV-Vis caracteristicos de todos los
compuestos utilizados en cada solvente se determinan con el propdsito de
evidenciar que no presenten interferencias entre ellos durante los analisis
cinéticos, es decir, que se pueda seguir el actindmetro en una region donde no
absorban ni el sensibilizador ni el sustrato reactivo la acetazolamida y determinar

la fuente y filtros adecuados para irradiar selectivamente al sensibilizador.

Los espectros de absorcion UV-Vis de la acetazolamida y del 9,10-
dimetilantraceno en etanol, se muestran en las Figuras 20 y 21. En la Tabla 2, se
describen los maximos de absorcion para la banda de menor energia de

Acetazolamida y 9,10-DMA en varios solventes.
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Figura 20. Espectro de absorcion de la Acetazolamida.
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Figura 21. Espectro de absorcion del 9,10-Dimetilantraceno.

A continuacion (Figura 22) se muestran relaciones lineales obtenidas en la
determinacién de los coeficientes de extincion para la acetazolamida en pentanol
y etanol. En la Figura 23 los cambios en los espectros al cambiar la concentraciéon

de acetazolamida y 9,10dimetilantraceno en acetonitrilo y etanol respectivamente.

Coeficientes de Extincion Pen Coeficiente de Extincién Etanol

2 y=9332,7x-0,0478
R?=0,998

-~ o

Absorbancia [nm]
o
o

y = 2756.9x - 0.0C
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Figura 22. Curvas de calibracion absorbancia vs concentracion, para la acetazolamida
en pentanol y etanol.
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Figura 23. Variacion de los espectros de absorcion para la acetazolamida en
acetonitrilo y para el 9,10 DMA en etanol, en funcion de la concentracion

Tabla 2. A de maxima absorcién parala ACy 9,10- DMA

AC DMA
Solvente Amax(nm) Amax(nm)
Metanol 264 398
Etanol 264 398
Acetonitrilo 263 398
Propanol 264 402
1Butanol 264 399
1Propanol 264 398
2Propanol 264 398
1Pentanol 265 398
1Hexanol 265 404
Acetato de etilo 264 398
Tetrahidrofurano 267 400
Dimetil Sulfoxido 278 403
Etelinglicol 267 401
Terbutanol 263 397

Se pueden observar en la Tabla 2 las longitudes de ondas de maxima absorcion
para la acetazolamida y el actinometro 9,10 DMA en diferentes solventes. En la
acetazolamida se aprecia un desplazamiento en la banda de absorcion de menor
energia, observandose un efecto del solvente (AA < 12 nm). En solventes polares
el desplazamiento es alrededor de los 263-279 nm, mostrando el espectro de

absorcién en el terbutanol en 263 nm y un desplazamiento al rojo con los

49



solventes polares apréticos como en el THF en 267 nm y el dimetil sulfoxido en
278 nm. En solventes no polares como tolueno benceno y éter etilico no se
pudieron medir los coeficientes de extincidon por problemas de solubilidad. Este
tipo de desplazamiento que se presenta de solventes polares proticos a solventes

polares apréticos podria ser indicativo de que el estado singulete de mas baja

energia es del tipo [ =T * consistente también con coeficientes de extincion

altos, cuyos valores se presentan en las Tablas 3 y 4, respectivamente.
Adicionalmente también se incluye la absorbancia maxima a la que se observo

una relacion lineal con la concentracion.

Tabla 3. Coeficientes de extincion para la AC, € (L. cm™. mol™)

Solvente Amax (nm) € Absorbancia
Metanol 264 15610 1,3887
Etanol 264 12425 1,1346
Acetonitrilo 263 7800 0,7754
Pentanol 265 9757 0,8746
Acetato de Etilo 264 7685 0,7458
Butanol 264 9846 0,8823
2 Propanol 264 10866 0,9584
Terbutanol 264 12425 1,0984
Hexanol 265 8563 0,8045
Etelenglicol 264 8392 0,7894
Dimetil Sulfoxido 278 7893 0,7761
Tetrahidrofurano 265 8039 0,8210

En la Tabla 3 se observan coeficientes de extincion para la acetazolamida mas
altos en alcoholes de menor peso molecular, es decir mas polares, como se
observa en el metanol y el etanol donde los coeficientes son de 15610 y 12425

respectivamente, en los demas alcoholes disminuye de acuerdo al mayor peso
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molecular (menos polar). Lo que muestra una mayor probabilidadde que ocurra
una trancision, también se muestra mas altos coeficientes de extincién para este
medicamento en alcoholes que en solventes polares aproticos, esto se puede
mostrar al comparar los coeficientes de extincion del pentanol y el acetonitrilo que

son de 9757 y 7800 respectivamente.

En la Tabla 4. Se observa que en los solventes polares proticos el actindmetro
9,10-dimetil antraceno posee mayores coeficientes de extincion que en solventes
polares apréticos. Ademas, en 1-propanol tiene mayor coeficiente de extincion.
También se observa un leve desplazamiento hacia el rojo, del actindmetro al
disminuir la polaridad en los alcoholes pasando de 397 en metanol a 403 en

hexanol.

Tabla 4. Coeficientes de extincién molar para el 9,10-DMA.

Solvente A max (om) Absorbancia
€ (nm) €
Metanol 377 10569 1,5762
398 10229 1,5543
Acetonitrilo 377 9800 1,2432
398 8312 1,1238
Etanol 377 10160 1,4639
398 9755 1,3878
Propanol 380 14484 1,7437
402 14267 1,5987
Acetato de Etilo 379 9765 1,3789
398 9234 1,2761
Butanol 379 12345 1,6981
399 11987 1,6540
Pentanol 378 12675 1,7386
403 12145 1,7156
Hexanol 380 11867 1,6795
404 11456 1,6521

7.22  Generacion del O('Ay). Experimentos en estado estacionario

El oxigeno molecular singulete se generd por fotosensibilizacién, garantizando que

el sensibilizador sea el unico que absorba luz. La cantidad de radiacion que le

51



llega al sensibilizador es constante, garantizando que la poblacién estacionaria del
0O2('Ag) no varie durante el tiempo, ya que este se genera y se consume por

reaccion con la acetazolamida o con el 9, 10 dimetil antraceno.

En el Figura 24 se puede observar la descomposicion del actindmetro 9,10
dimetil antraceno por un proceso de fotosensibilizacion con la rosa de bengala
(559 nm), la cual debe permanecer constante durante el proceso o presentar
variaciones no mayores al 5%. Este proceso en presencia de la acetazolamida
para evidenciar que el sensibilizador, el actindmetro y el medicamento absorben a
diferentes longitudes de onda. Para garantizar que la radiacion electromagnetica
solo sea absorbida por el sensibilizador se uso un filtro 6ptico con longitud de
onda de corte a 400 nm. El actinbmetro absorbe luz a tres longitudes de onda 397,
376 y 357nm, diferentes a las regiones de absorcion de acetazolamida (264 nm) y
Rosa de bengala .
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Figura 24. Caracteristicas de absorcion del actinimetro (9,10 DMA), el
sensibilizador (RB) y la acetazolamida tomado cada 2 minutos

En la Figura 25, se observa que el consumo de rosa de bengala es minimo,
cumpliendo asi eficientemente su papel de sensibilizador de tipo fisico. Para el
caso del 9, 10 dimetil antraceno se observa consumo o desaparicion en el tiempo,
lo que significa que esta reaccionando con el Oy('Ag) generado por
fotosensibilizacion. Sin embargo el seguimiento de la reaccion (consumo de
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Acetazolamida), no puede hacerse midiendo los cambios en la absorcién del
medicamento, posiblemente por la generacidon de compuestos que absorben en
esta misma region y no permite realizar el seguimiento eficientemente a la
reaccion primaria, por lo tanto el proceso se realizé por HPLC, con detector de

arreglo de diodos.
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Figura 25. Comportamiento de la absorbancia (A= 264nm) con el tiempo durante

la irradiacion del sistema acetazolamida-rosa de bengala- metanol.

7.4 Desactivacion del oxigeno molecular singulete, por acetazolamida
7.4.1 Constantes de velocidad total 4,

Las constantes de velocidad total kr para la reaccion fotosensibilizada entre
acetazolamida y el oxigeno molecular singulete, fueron determinadas a través de
experimentos en estado estacionario, utilizando como actinometro 9,10-DMA vy
RB como sensibilizador. Este experimento se realizo midiendo la velocidad de
reaccion O,('Ag) con el 9,10 DMA, por adicién de diferentes concentraciones

conocidas de acetazolamida. Observandose una velocidad de reaccién mas lenta
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a medida que la concentracién del medicamento es mayor, método conocido como

reacciones competitivas.

En la Figura 26 se muestra la inhibicion de las constantes de velocidad del
actindbmetro en presencia de diferentes concentraciones de acetazolamida en
etanol. Ademas, en la Figura 27 se observa el proceso de degradacion
fotosensibilizada del actinometro 9,10 DMA en presencia del sensibilizador rosa de

bengala.

YolYt

o0 25 50 [ 100 125 150
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Figura 26. Inhibicion de la velocidad de la reaccion del Ox('Ag) con 9,10 DMA, en
presencia de diferentes concentraciones de acetazolamida (40, 80, 120, 200 mm)

en etanol
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Figura 27. Fotodegradacion del actinédmetro 9,10 DMA utilizando como
sensibilizador rosa de bengala. (Constante total) tomadas cada 2 minutos
Las k: de la reaccion de la acetazolamida con el oxigeno singulete se pueden

observar en la Tabla 6.

7.4.2 Ensayo de La azida de s6dio**

Para comprobar la ausencia de reacciones cruzadas secundarias como
desactivacion del sensibilizador excitado y variacion de la concentracién
estacionaria de oxigeno molecular singulete, se utiliz6 la técnica de doble
desactivacion realizando experiencias con la azida de sodio (Az), la que es
reconocida como un eficiente apagador de oxigeno molecular singulete. En este
caso se observo una inhibicién en la velocidad de la reaccién del 9,10 DMA con
02('Ag) por la adicion de azida de sodio en ausencia y en presencia de

acetazolamida (AC), en metanol.
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Figura 28. Reaccion entre oxigeno molecular singulete y 9,10 DMA con RB como

sensibilizador, en etanol, (s) en ausencia de acetazolamida, (») Presencia de

acetazolamida 25 mM, (4) en ausencia de acetazolamida y con azida de sodio
0.40 mM y( v ) acetazolamida 25 mM azida de sodio 0.40.

La razdén entre las constantes de velocidad experimentales para la reaccién del
actinometro con O,('Ag) en ausencia y presencia de azida de sodio, son iguales a
la razén entre las constantes de velocidad experimentales para la misma reaccion
en presencia de una concentracién de la acetazolamida, en presencia y ausencia
de azida de sodio. Los valores obtenidos son 1,18 #0,07 y 1,09 #=0.06. Estos
resultados muestran que en la fotooxidacion sensibilizada de acetazolamida
participa el O2('Ag), ya que la azida de sodio afecta la concentracion del oxigeno
molecular singulete tanto en presencia como en ausencia de acetazolamida. En la
Figura 28 se muestran las curvas obtenidas para los experimentos, utilizando
9,10-DMA como actinometro, acetazolamida y azida de sodio como apagadores y
rosa de bengala como sensibilizador, en metanol. En la Tabla 5 se encuentran los

datos obtenidos en el ensayo.

Tabla 5. Datos cinéticos para el ensayo de la azida de sodio.
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Reaccion del O;('Ay) Con: k exp 10° r? DS 10"
9, 10 DMA 3,43 0.99962 2,36
9,10 DMA+ AC 25 mM 2,90 0.99918 2,94
9,10 DMA+ AZ 0.40mM 1,53 0.99711 2,01
DMA+ AC 25 mM + AZ 0.40 1,42 0.99625 3,24

Tabla 6. Constantes de velocidad total (quimica+fisica) del O2('A;) con

Acetazolamida

Solvente kr?/10" M | 1O,('As) 10" | Pendiente DS 10° r?
1s-1 6
1 Etanol 2,0476 14,383 294,5 1,462 0,97457
2 Hexanol 6,7054 17,565 117,78 1,325 0,98899
3 Acetonitrilo 0,2715 77,182 209,57 2,185 0,9799
4 Metanol 1,8414 9,9003 182,03 1,30 0,9755
5 Pentanol 2,7400 16,152 442.56 2,668 0,9543
6 A. de etilo 0,2532 43,087 109.11 1,766 0,98107
7 1-Butanol 4,604 17,194 791.56 1,543 096567
8 Terbutanol 1,230 20,10 247.31 1,165 0.99954
9 1-propanol 1,6029 15,857 254,18 1,742 0.9785
10 | 2-propanol 2,4735 21,125 522,54 1,587 0.9798
11 NN-DMF 2,3210 19,481 450,51 1,872 0.9711
12 | Etelen glicol 1,7270 23,3 402,40 1,182 0.9910

Al comparar las diferentes kipodemos observar que tienen una ligera variacion con
el solvente, las mayores constantes de velocidad se obtienen en hexanol y butanol
y las menores en acetonitrilo y acetato de etilo. Sin embargo, también para el
solvente NN-DMF no praético, se observan valores de kt comparables a la mayoria
de los solventes utilizados. Tengamos presente que en los solventes en que el
tiempo de vida del oxigeno es mayor, se observan valores mas bajos de

constantes de apagamiento total.

La moderada variacidn de k; es favorecida en solventes de mayor polaridad. A
continuacion se observan los resultados en el analisis de la ecuaciéon
solvatocromica, en la que hay esencialmente dos de los parametros del solvente

sobre los que presenta mayor sensibilidad la velocidad de reaccion total.

Log kr=4,807 + 1,031 md+2,5099B3 ; r=0.8147 N=10 F=12.69 (25)
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7.5 Constantes de velocidad para la reaccion quimica entre AC y Oz('Ay).

Con el fin de determinar la contribucién de la reaccion quimica a la desactivacion
total del oxigeno molecular singulete, se midieron las constantes de velocidad para
la reaccion quimica k: entre esta especie excitada del oxigeno y Acetazolamida.
Se hizo el seguimiento de la acetazolamida en HPLC, observando la disminucién
del pico del medicamento y la posterior aparicion de un pico muy pequefo
fotoproducto de la reaccion quimica de la acetazolamida. A continuacion en las
Figuras 29 y 30 se muestran los perfiles de reaccion para el sistema

Acetazolamida-Rosa de bengala en metanol.
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Figura 29. Cromotagrafia HPLC de la acetazolamida sin irradiar en metanol.
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Figura 30. Cromotagrafia HPLC de la acetazolamida 48 horas de

irradiacion en metanol

Las constantes de velocidad para la reaccidon quimica, fueron determinadas en

varios solventes en condiciones de estado estacionario, segun se describié en la
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Seccion 6.2. En este caso el consumo de Acetazolamida sigue una cinética de
pseudo-primer-orden donde la velocidad de consumo de Acetazolamida se puede
representar de acuerdo a la ecuacion 15. El seguimiento de la variacion en la
concentracion del medicamento con respecto al tiempo, fue determinado por
cromatografia liquida HPLC. Como el area correspondiente a la sefial de
Acetazolamida es proporcional a su concentracidn, la constante experimental de
pseudo-primer-orden ke, s€ obtiene facilmente de la pendiente de un grafico de In
([Area]o/ [areal) vs tiempo de irradiacién. En la. Figura 31 se ilustra un ejemplo de
la grafica obtenida para la reaccion de fotooxidacion de Acetazolamida por O('A,)

en metanol y en la Tabla 7 se muestran los valores obtenidos.

Tabla 7. Constantes de velocidades totales, quimicas y fisicas de la

reaccion de la acetazolamida con el oxigeno excitado

Solvente kr2/ 107 k./10° kq/ 107 k. kr Ko/ k:
M's™ M's! M's™
1 Metanol 2,35 = 0,6 1,82 +
1,84 +0.01 0,07 0,0128 77,4
2 | Etanol 2,28 = 0,7 2,02 +
2,05 % 0.02 0,09 0,011 88,6
3 | Butanol 2,16 &= 0,5 4,58 =+
460 & 0,02 0,07 0,009 195,3
4 | Acetonitrilo 3,45 + 0,24
0,27+ 0.02 | 0,4 0,06 0,128 6,96
1,00 _
na |
0,6 |
A
0,4 |
0z
0,00 | . ] , , —
300,0 320 340 360 380 400 420 440,0
m
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Figura 31. Fotooxidacion del 9, 10 DMA (actindmetro) utilizando rosa de bengala.

Lectura realizada cada dos minutos, (Constante quimica).

De la Tabla 7 se puede observar que las constantes de velocidad quimica (k;) son
entre uno y dos ordenes de magnitud menores que las constantes de velocidad
para la reaccion total (kr), siendo la contribucion de la constante quimica menor de
un 2% en los tres alcoholes y del 12% en el acetonitrilo, por lo que se puede
deducir que el mecanismo principal de desactivacion del Ox('A,) por acetazolamida
corresponde a un mecanismo de tipo fisico. También se observa que las
constantes de desactivacion total son dependientes del medio, pues varia
dependiendo del tipo de solventes empleado para la reaccion. En solventes
aproticos como acetonitrilo el valor de la k. es mucho mas alto que la de los
alcoholes y lo que muestra que la reaccién quimica es favorecida en este tipo de
solventes. En los alcoholes polares como metanol, etanol y butanol, los valores de
k- aumentan a medida que aumenta el parametro 1™ (0.60, 0.54 y 047
respectivamente) *. En solventes apolares la reaccién no se midio por problemas
de solubilidad.

Analizando la contribuciéon de la reactividad quimica sobre la constante de
velocidad total para la acetazolamida en solventes polares, metanol, etanol y
butanol con valores de 1,28%, 1,11% y 0,47% respectivamente sobre la kr, puede
analizarse con base a la diferencia en el caracter basico de dichos solventes, ya
que el metanol presenta el menor valor (3 (0.66) y el butanol el mayor valor (0.84)
(Tabla 7).

Los cambios, observados en las constantes de velocidad k. en funcion del
solvente, son el resultado de la influencia de multiples factores asociados al
medio, como por ejemplo la constante dieléctrica, y la capacidad acido base entre
otras, esto como producto de interacciones especificas soluto solvente. En estos
casos, es apropiado evaluar diferentes parametros en conjunto, utilizando
relaciones lineales de energia libre de solvatacidn para correlacionar los valores

de la constante de velocidad experimental con propiedades del solvente.
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7.6 Rendimiento cuantico en la generacion de O('Aj). Experimentos en
estado estacionario

Ahora, a partir del esquema cinético propuesto por Wilkinson*, que considera
todos los procesos elementales asociados a la generacion de oxigeno molecular
singulete en solucion y que incluye los procesos que dan cuenta de su consumo,
es posible establecer que en la generacidén de oxigeno excitado puede participar el

primer estado excitado triplete del sensibilizador.

La determinacion del rendimiento cuantico en la generacion del oxigeno molecular
singulete®®, @&, en condiciones de irradiacion estacionaria, en metanol, etanol y
acetonitrilo se efectud por estudios de actinometria, con 9, 10 dimetil antraceno
como sustrato aceptor de oxigeno singulete y rosa de bengla como sensibilizador,
cuyo rendimiento cuantico de referencia en metanol, etanol y acetonitrilo son 0,76,
0,68 y 0,25%. Los experimentos se realizaron irradiando por separado soluciones
de acetazolamida y RB en presencia de DMA a 264 nm con una lampara de
mercurio la cual emite radiacion en este rango, ademas se garantizo que la luz

solo excitara la acetazolamida y la rosa de bengala sin afectar al actinimetro. Se

obtuvieron valores de quQ de 0,0562, 0,097 y 0,015, respectivamente,

resaltando que hay mayores valores en solventes polares.

Ademas al comparar el etanol y el metanol se puede ver que el etanol posse un
rendimiento cuantico mucho mayor que el metanol posibremente esto se deba a la
mayor constante de velocidad total que tiene el etanol sobre el metanol Tabla 5 y
que el parametro beta de las ecuaciones multiparametricas es mas significativo en
este solvente Tabla 6. En la Figura 32 observan los datos cinéticos del rendimiento

cuantico de la acetazolamida en etanol.
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Figura 32. Rendimiento cuantico de Oz(lAg) de la acetazolamida en etanol (.),

en referencia al actindbmetro (.).

7.7 Analisis del efecto del solvente sobre la constante de velocidad total

(fisica quimica) para la reaccion entre el O,('A,) y la Acetazolamida.

A continuacién se presentan los resultados del efecto del solvente sobre la
reaccion de la k; del oxigeno molecular singulete con la acetazolamida, en funcién
de las caracteristicas microscoépicas del solvente, empleando las ecuaciones

solvatocrémicas LSER de Taft y col*°. (Ecuacion 6)

Las medidas realizadas en 12 solventes abarcan un rango amplio de acidez,
basicidad y efecto de polaridad y polarizabilidad. En esta ocasidn, se obtuvieron
valores que oscilan entre 6,70x10” M's™" para el hexanol y 0.25x107 para el acetato
de etilo, sefalando un efecto moderado de la reaccion frente al cambio de
solvente. En la Tabla 8 se muestra los valores de las constantes de velocidad k:;y
los parametros solvatocrémicos para cada uno de los solventes empleados. En
esta ocacion se resaltan los datos en hexanol y acetato de etilo como valores

extremos.
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Tabla 8. Constantes de la velocidad de la reaccién total entre la acetazolamida vy
el Ox('Ag), como funcién de los parametros empiricos del solvente. Coeficientes

en el andlisis LSER34°,

SOLVENTE kr 107 Log kr 1 o B pH? o
ETANOL 2.0476 7.311 054 | 0.86 | 0.75 | 16129 | O
HEXANOL 6.7054 7.826 0.40 | 0.80 | 0.84 | 108.16 | O
ACETONITRILO 0.2715 6.433 0.75 | 0.19 | 0.40 | 141.61 0
METANOL 1.8414 7.2657 | 0.60 | 0.98 | 0.66 | 21025 | O
PENTANOL 2.7400 7.4377 | 0.40 | 0.84 | 0.86 | 118.81 0
ACETATO DE ETILO 0.2532 6.4034 | 0.55 | 0.00 | 0.45 | 52.81 0
BUTANOL 4.604 7.663 047 | 0.84 | 0.84 | 12996 | O
TERBUTANOL 1.230 7.090 041 | 0.68 | 1.01 122,5 0
1-PROPANOL 1.6029 7.205 0.52 | 0.84 | 0.90 | 141.61 0
2-PROPANOL 2.4735 7.393 048 | 0.76 | 0.84 | 13225 | O
NN-D. M.F 2.3210 7.366 0.88 | 0.00 | 0.69 | 146,41 0
ETILENGLICOL 1.7270 7.237 0.92 | 0.90 | 0.52 | 1254 0

La aplicacion de la Ecuacidon de Taft a los datos de k; obtenidos para la reaccion

de acetazolamida con O,('Ay) da como resultado las ecuaciones presentadas en

la Tabla 9.

Inicialmente se retiro del analisis el parametro de correlacion de

polaridad-polarizabilidad & ya que todos los valores son cero. Luego se realizo un

analisis exploratorio que permite determinar la relacion no lineal entre las 4

variables utilizadas y la kr. Figura 33.
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Figura 33. Analisis exploratorio entre los parametros solvatocromicos del solvente
y los valores de kt, utilizados en la relacién multiparamétricas.

Tabla 9. Resultado de la ecuacion solvatocromica para k;

Ecuacion Solvatocromica R2estimado/
calculado
_ 2 62,49
Log ki = 5,375+ 0,8362mn] + 0,5087a +1,55008 + 0,00072px 40 43
_ 78,38
Log kr= 4,807+ 1,031md+ 2,5099 B 72.21

Luego

se realizo el analisis estadistico utilizando las 5 variables, la dependiente

log kr y las 4 variables independientes. Se observa en la Tabla 9 el efecto de

retirar del modelo los parametros alfa a y de Hildebrand p.?, que tienen asociado

un nivel de significancia =0.95. Al retirar los dos parametros (alfa e Hildebrand)

se obtiene la dependencia de la ecuacion solvatocromica de los parametros beta 3

y pi 1", sin embargo al graficar el log k;vs estos parametros, existen dos datos que

no cumplen con la linealidad que debe tener el proceso. El hexanol y el acetato de

etilo, son los que tienen la constantes totales mas alta y mas pequeia

respectivamente. Situacion que se observa en la Figura 34.

65



8.1

7.8
7.5 o
72 Hexanal

6,9

6,6

Log de ks experimental

63
: Acetato de Etilo

G,0 i . . , , . _ - - ;
6,0 6.3 G,6 5,9 [ [ TG 8,1
Log de k:calculado

Figura 34. Valores calculados vs experimentales de log k.

En las Figuras 34 y 35 se ilustra la relacién entre log de k: calculado vs log de k;
experimental y el analisis de residuales, respectivamente, sefialando que hay una
adecuada correlacion entre valores calculados y experimentales, bajo el modelo

propuesto y una distribucidn al azar de residuales para los valores de k:.
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Figura 35. Analisis de residuales vs log de k;

La aplicacion de la Ecuacion de Taft a los datos obtenidos para la acetazolamida
muestra como resultado que es mas importante el parametro 3 con un coeficiente
igual a + 2,51, observandose que en solventes aceptores de hidréogenos la
constante de velocidad quimica aumenta, lo que puede interpretarse que
solventes con capacidad de aceptar puentes de hidrogeno aumentan la densidad
de carga en las posiciones susceptibles al ataque electrofilico pues compiten con
los protones del medio e impiden que se bloqueen los sitios reactivos frente a
sustratos electrofilicos en la acetazolamida. El parametro que sigue en importancia
es el mcon un coeficiente de + 1,031, lo que significa que solventes con
capacidad de estabilizar cargas y/o dipolos favorecen la k.. Esto implica que el
estado de transicion de la etapa determinante de la velocidad de reaccion,
presenta una moderada separacion de cargas, respecto a los reactivos. Respecto
al a, este no fue incluido en la ecuacién definitiva, por la menor influencia que
tiene sobre la velocidad de reaccidon, evaluado desde su coeficiente de

sensibilidad mas pequefio 0,5087. Ahora este ultimo resultado no se puede
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marcar como definitivo, pues no fue posible ampliar la gama de solventes

utilizados debido a problemas de solubilidad.

En conjunto, estos resultados indican que la acetazolamida presenta una
interaccidon con el oxigeno molecular singulete que no ofrece de forma inicial una
gran separacion de cargas, por lo que se plantea que puede ser desde el anillo
tiodiazol con la formacion de un exciplejo tipo Diels Alder, tras un mecanismo
concertado asincronico, en el cual el cambio de polaridad entre reactivos y
complejo de encuentro es moderado, lo cual se puede asimilar como lo propuesto
para el anillo furano de la furosemida' y como interaccién tipica de los anillos
heteroaromaticos de 5 miembros®. Lo anterior apunta a un mecanismo que
transita a través de la formacion de un endoperoxido, debido a que de formar un
enlace peroxido con carga negativa sobre el oxigeno, éste se veria ampliamente

estabilizado por solventes donores de protones.

Para la acetazolamida, el analisis LSER muestra que la constante de velocidad
total depende con los parametros solvatocromicos 1 y [3, con un alto peso
estadistico asociado al parametro (3, Esta molécula presenta varios sitios que
eventualmente pueden reaccionar con el oxigeno molecular singulete: los
nitrogenos terciario de anillo tihidazol, el azufre del mismo anillo y el grupo
sulfonamino, pero se propone que el complejo de encuentro incial desde el que se
desencadenan las interacciones fisicas y quimicas es el mismo, segun el modelo
ilustrado en la Figura 12. Es importante anotar que la sensibilidad de la reaccién
frente al parametro a es menor que la observada tipicamente en reacciones de
transferencia de carga del oxigeno molecular singulete con aminas. Por similitud
con los sistemas heteroaromaticos de 5 miembros, se propone para la
acetazolamida una interaccion de adicién 1,4 tipo Diels Alder, con el oxigeno
excitado, como se propone en la parte derecha de la Figura 36, donde se recogen
las diferentes propuestas de interaccion de tipo quimica, del oxigeno molecular

singulete con el anillo tiodiazol en la acetazolamida.
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Figura 36. Mecanismo propuesto para la interaccion quimica entre AC y Ox('Ay).

La importancia del parametro 1 se explica en términos de las interaccion
asincronica, permitiendo la estabilizacion de los dipolos. Ademas esto se ve
favorecido por el alto peso estadistico del parametro B que en solventes aceptores
de hidrégenos la constante de velocidad total aumenta, lo que puede interpretarse
como, solventes con capacidad de aceptar puentes de hidrégeno, aumentan la
densidad de carga en las posiciones susceptibles al ataque electrofilico,

favoreciendo la interaccion entre ACy Oy('Ay).

Ahora abordemos un analisis estructural del anillo tiodiazol al interior de la

acetazolamida, por ser este el sitio que presenta la reactividad frente al electrofilo,

69



oxigeno molecular singulete, basados en el producto reportado por Vargas y
colaboradores®. Lo relativo a las distancias de enlace para el tiofeno a través de
calculos por optimizacién completa (SCF) de las conformaciones, como base de
célculo 6-31G* (RHF), de 1.725 A para el enlace S-C vs los enlaces C,-C3 y C»-Cs
de 1.366 A y 1.436 A respectivamente, donde los ordenes de enlace son 1.138,
1.689 y 1.199.% Lo anterior, permite percibir un caracter menos aromatico en el

anillo del tiofeno que otros anillos aromaticos como el benceno.

También se ha evidenciado que la densidad electrénica en sistemas aromaticos
como el tiofeno depende ampliamente de la sustitucion sobre las posiciones
vecinas al heteroatomo'’, viéndose favorecida la reactividad frente a sustratos
como el oxigeno excitado por la presencia de sustituyentes dadores de electrones
como los metilos. Para el caso de la acetazolamida, uno de los sustituyentes es el
nitrogeno del grupo amido, el cual puede contribuir a deslocalizar densidad de
carga, mientras que el SO,NH; contribuye a la desactivacién del anillo frente a la
reaccion electrofilica. Derivado del estudio topoldgico preliminar de Bader, se
observan puntos criticos de anillo y de enlace que involucran a uno de los
nitrogenos del anillo del tiodiazol, reforzado esto por el analisis del efecto del
solvente en los que el parametro alfa no represent6 variaciones significativas en la
kt.

Lo anterior junto con lo observado en la ecuacion solvatocromica, donde la
reaccion es apenas moderadamente afectada por efecto del solvente, favorecida
en solventes con posibilidad de estabilizar cargas y que presenta una pobre
reactividad quimica del orden de 10° M's™ en comparacion con la constante total
kr (10" M"'s™) permiten proponer de forma inicial para la reaccién fotosensibilizada
de acetazolamida con oxigeno molecular singulete, comun tanto al proceso fisico
como el quimico, un equilibrio rapido y reversible con la formaciéon de un complejo

de encuentro de transferencia de carga del tipo Diels Alder.
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Observemos los mecanismos planteados inicialmente en la propuesta de
investigacion. El primero involucra la interacciéon del oxigeno excitado con el
atomo de azufre del tiodiazol, que derivado de su gran tamafo se espera pueda
favorecer el solapamiento de orbitales durante la interaccion, también con
aumento de ancho de banda en el estado electréonico que tipicamente favorecen la
transferencia de carga, el cual en etapa posterior se rearregla a través de un
endoperoxido ciclico de cuatro miembros para dar el producto de la reaccién. El
intermediario presenta un oxigeno con tendencia negativa, sobre un carbono que
tiene tendencia positiva. Esta situacion de gran separacion de cargas tipo
Zwiterion, no es consistente con el moderado efecto del solvente, contrario a lo
que sucede con la formacion de perdxidos terminales y en consecuencia es

necesario considerar otras opciones.

El segundo mecanismo se deriva de la interaccion del 'O, con uno de los carbonos
en posicion 2 al azufre del anillo, cuya separacion de cargas se ve favorecida por
deslocalizacion sobre todo el sistema aromatico. Sistema que luego rearregla con
fragmentacién del enlace S-C. Sin embargo, aqui también seria posible apreciar

un efecto del solvente mayor.

Por ultimo, se presenta como alternativa el proceso concertado, una adicién 1,4
tipo Diels Alder, cuyo intermediario posible, un endoperoéxido, ha sido postulado
para la reaccion del 2,2-dimetiltiofeno y el oxigeno excitado. En esta ocasion el
sistema reordena a través de un intermediario tipo oxirano que ya también ha sido
postulado por Wataru y col®®. Por la naturaleza de los sustituyentes en el anillo
tiodiazol, ademas de observar un pequeno efecto del solvente y esta reaccién se

plantéa como de tipo concertado asincrénico.

7.8 Comparacion de los valores para kr, k- y K,

Debido a que la interaccion de Acetazolamida con O,('Ay) se da a través de dos

rutas, fisica y/o quimica, es interesante evaluar cual es la principal ruta de
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desactivacion del O,('As) por parte de la Acetazolamida y si se ven afectados de
forma similar por interacciones con el solvente, esto conduciria a la formacion de
un intermediario comun o exciplejo. En el presente trabajo se pudo verificar con
los datos obtenidos de las constantes de velocidad entre la Acetazolamida vy
02('A) que: la contribucidn de la constante quimica sobre la total es entre 0,47 y
1,2% en los tres alcoholes solventes polares y del 12% en el acetonitrilo solvente
polar aprotico, de lo que puede inferirse que la Acetazolamida es un buen
apagador del oxigeno excitado por una ruta fisica, explicandose esto por el corto
tiempo de vida media del O,('Ay), lo que hace que tenga poca oportunidad de
reaccionar quimicamente con la acetazolamida, adicional al hecho de que anillos
con azufre son pobremente reactivos frente a especies electrofilicas y mas

desactivados con sustituyentes electrén atrayentes.

7.9. Calculos Teodricos

El estudio tedrico con la acetazolamida incluye la optimizacion de la geometria y el
calculo de las energia con los software Gaussian 03 y PC-GAMES por DTF con el
funcional hibrido de Becke B3LYP y el conjunto de funciones de base 6-311%,
estimando algunas propiedades moleculares que permiten establecer relaciones
de estructura reactividad como analisis poblacional NBO, utilizado en el calculo de
las funciones de Fukui condensadas y mapas de potencial electrostatico MEP.
También se determinaron los puntos criticos de enlace, a la luz de la Teoria de

Atomos y Moléculas AIM.

Considerando la aproximaciéon de Born-Oppenheimer, para el calculo de las
cargas del catiéon para la determinacion de los indices de Fukui, se realiza un
calculo puntual o single point, posterior a la optimizacion de la molécula neutra,

variando multiplicidad y carga.

72



En cuanto a los valores obtenidos para los indices de Fukui, estos privilegian
varios sitios reactivos frente a sustratos electrofilicos como el azufre y uno de los
nitrégenos del anillo tiodiazol, y el nitrdgeno del grupo amido. Lo anterior puede
interpretarse como que el segmento aromatico es el que interactua con el
electréfilo y esto también afecta considerablemente la densidad de carga del
nitrogeno del amido, debido a la capacidad que este tiene de donar electrones al
sistema aromatico en competencia con la deslocalizacion sobre el grupo carbonilo
(Anexo 1)

Es muy interesante anotar que el atomo de azufre del anillo, tiene como valencia
total calculada un valor de 2.404 que permite valorar la participacion en el sistema
resonante. Adicionalmente de tener un angulo diedro de 180°. También se
evidencia el nitrdgeno externo al anillo, en el plano del anillo aromatico asistiendo
el proceso de deslocalizacion de cargas. En contraste, el S del grupo sulfonamido
con valor de 5.15 muestra que tiene una fuerte tendencia a ser pentavalente y en
consecuencia, se puede explicar la posibilidad de la ruptura homolitica en la

pérdida del grupo sulfonamido y posterior dimerizacién, por irradiacion directa.

En cuanto a la evaluacion de los puntos criticos de enlace (3,-1), graficamente es
posible observar la asimetria y por ende la polarizacién de los enlaces en los que
participan los atomos mas electronegativos. También se visualiza un punto de
enlace entre atomos no enlazados, que incluye a uno de los nitrogenos del anillo,

el que justamente esta cerca del punto critico de anillo.
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Figura 37. Puntos criticos en la acetazolamida: de enlace (rosado) (3,-1) y de

anillo (violeta) (3,+1)

Al respecto, los mapas de potencial electrostatico sefialan una gran acumulacion
de cargas en la region de oxigenos en la acetazolamida, del carbonilo y en el
entorno de los nitrogenos del sistema aromatico, ampliando la posibilidad de que
en el componente fisico del apagamiento del oxigeno molecular singulete,

participen varios segmentos de la molécula.

Figura 38. Superficies de isopotencial electrostatico para la acetazolamida

V(r)=-0.0125 au
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8. CONCLUSIONES

Los valores de las constantes de velocidad para la reaccidn quimica entre la
acetazolamida y el oxigeno molecular singulete, fueron de uno a cuatro 6rdenes
de magnitud menores que la kr, con una contribucion de k. menor de un 2% para
solventes polares proticos y un 12% para el acetonitrilo solvente polar aprotico, lo
que muestra que la molécula es un eficiente desactivador del oxigeno excitado a

través de la ruta fisica en la que se regenera la acetazolamida en estado basal.

La velocidad de esta reaccion es moderadamente dependiente del solvente,
teniendo valores de k: extremos en el hexanol de 6,70 10 M s™" (solvente polar),
mientras que en solventes polares aproticos como el acetonitrilo el valor es de
0,25 10" M" s, siendo 27 veces mayor la velocidad en solventes polares proticos,

lo que muestra que la reaccion se ve favorecida en solventes de mayor polaridad.

La aplicacion de la ecuaciéon de Taft a los datos obtenidos para la acetazolamida
muestra que es mas importante el parametro (3. Se observa que en solventes
aceptores de hidrégenos la constante de velocidad total aumenta, lo que puede
indicar que solventes con capacidad de aceptar puentes de hidrogeno aumentan
la densidad de carga en las posiciones susceptibles al ataque electrofilico,
favoreciendo la interaccion entre acetazolamida y Oy('Aq). Tambien, el parametro
T° es muy imporatante lo que significa que solventes con capacidad de estabilizar
cargas Yy/o dipolos favorecen la k; Por lo tanto el mecanismo de la reaccién de AQ
y el Oy('Ay) puede proceder a través de un complejo de encuentro con separacion

de cargas, posiblemente por un intermediario que conduce a un endoperdoxido.

La reacciéon quimica de la acetazolamida con el Oy('A), es mucho mas lenta que
la desactivacion fisica, alrededor de uno a dos 6rdenes de magnitud menor, por lo
que la acumulacién de productos necesita largos tiempos de irradiacion (consumo
de acetazolamida del 12% en etanol en 48 horas). Este es un factor importante si

se considera que este sustrato es utilizado contra el glaucoma, ya que podria
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inhibir la accion dafiina del oxigeno molecular singulete y de algunos radicales

libres.

Al comparar las k:y las k. de la acetazolamida con otros medicamentos utilizados
en el tratamiento del glaucoma, como los medicamentos antagonistas [3
adrenérgicos, el Timolol y el pindolol*. Estos medicamentos presentan k.del orden
de 0,23X10% y 1,14 X10® sus k: son de 1,50 x 10® y 2,08 x 10® en solucion
acuosa para el timolol y el pindolol respectivamente muy similares. Mientras las k;
de la acetazolamida son del orden de 10° y las k: del orden de 107, por lo que se
puede concluir que este medicamento es un buen apagador del oxigeno excitado

a través de una ruta fisica, diferente a lo que ocurre con el pindolol y el timolol.

Para el rendimiento cuantico en la generacién de oxigeno molecular singulete se
encontré que la acetazolamida posee poca generacion de esta sustancia, los
datos obtenidos son metanol 0,056, etanol 0,097 y acetonitrilo 0,015, de lo cual se
concluye que es mejor generador de oxigeno molecular singulete en solventes

polares proticos que en solventes polares aproticos.

Debido a la baja generacion del oxigeno molecular singulete por parte de la
acetazolamida y la poca participacion de la k. en la constante de velocidad total,
se concluye que los efectos secundarios fototoxicos del medicamentos se puede
generar por otros especies como el ion superoxido o por formacion de radicales
libres, por irradiacion directa. El valor de la constante de apagamiento fisico, Kq,
presenta este medicamento como un buen apagador del oxigeno molecular

singulete.

Los calculos tedricos apuntan a cambios en densidad electronica mas marcados

en heteroatomos al interior del anillo y en el nitrégeno del amido, sustituyente
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directamente unido también al sistema aromatico, senalando este segmento de la

molécula como también como sitio de posible interaccidn con el oxigeno excitado

ANEXO 1
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Tabla 10. Funcion electrofilica de reactividad local de Fukui , calculadas con bse
en las cargas NBO para la molécula de acetazolamida y el cation, en fase

gaseosa.
Numero Atomo Cargas Car_gas Cargas 1 ( ,,)
Cation Anién Neutra

1 C -0,42862 -0,22083 -0,29655 0,13207
2 C 0,11802 0,22817 0,22242 0,10440
3 S 0,21952 0,56387 0,42852 0,20900
4 N -0,36435 -0,19053 -0,32695 0,03740
5 N -0,32859 -0,16299 -0,21697 0,11162
6 S 2,31478 2,32150 2,33173 0,01695
7 @) -0,98503 -0,89733 -0,94456 0,04047
8 O -0,95965 -0,83064 -0,9071 0,05255
9 N -1,11837 -1,05078 -1,1096 0,0880

10 H 0,40495 0,45064 0,42938 0,02443
11 H 0,40016 0,45500 0,42962 0,02946
12 N -0,65242 -0,49265 -0,65933 -0,00691
13 H 0,42018 0,47401 0,4428 0,02262
14 C 0,65020 0,70373 0,71797 0,06777
15 @) -0,66885 -0,42965 -0,5696 0,09925
16 C -0,76349 -0,78757 -0,77716 -0,01367
17 H 0,25625 0,28408 0,27109 0,01484
18 H 0,25622 0,28511 0,27162 0,01540
19 H 0,22908 0,29684 0,26263 0,03355

Figura 39. Acetazolamida

ANEXO 2
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Cristina Valencia U, Eduard Alejandro T, Fernando F y Diana Patricia H,
Fototoxicidad de medicamentos sulfas y su reactividad frente al oxigeno molecular
singulete, Revista de la Sociedad de Quimica del Peru. Volumen 74 N° 4, p 298-
311.

Presentaciones a Congresos

Congreso Iberoamericano de Quimica "75 Afos de la Sociedad Quimica del Peru"
- XXIV Congreso Peruano de Quimica. Fototoxicidad de medicamentos sulfas y su
reactividad frente al oxigeno molecular singulete. Cristina Valencia Uribe, Eduard
Alejandro Tobon, Fernando Figueredo y Diana Patricia Henao. Cuzco (Peru)
octubre 2008

X Encuentro Latinoamericano de Fotoquimica y Fotobiologia, Reactividad de
Acetazolamida Frente al Oxigeno Molecular Singulete. Cristina Valencia, Diana
Patricia Henao, Carolina Castafio, Eduard Sobdén, Antonio Zanocco, Else Lemp.
La Serena (Chile), octubre 2010
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	3.     MARCO TEÓRICO 
	donde   y  son las constantes de velocidad de la reacción en presencia de un solvente dado y en un solvente de referencia, respectivamente.  Los coeficientes s, d, a, b y h, dan cuenta de la sensibilidad de la reacción a cada parámetro (*, , ,  y ),y cada parámetro hace referencia a alguna propiedad específica del medio, por ejemplo el parámetro * tiene su origen en la transición transferencia de carga de un electrón dador a un electrón aceptor conjugados a través de un anillo (sistema) aromático y refleja que tanto el efecto inductivo como las interacciones de tipo electrostático son proporcionales al momento dipolar molecular.  El valor  es un factor de corrección de polarizabilidad y es función del índice de refracción.  La escala  de acidez, es una medida de la habilidad del solvente para donar puentes de hidrógeno y la escala  de basicidad, se relaciona con la capacidad del solvente para aceptar puentes de hidrógeno o donar pares de electrones libres. El término , parámetro de solubilidad de Hildebrand o densidad de energía cohesiva, se asocia a cambios en el volumen de las especies involucradas en la expresión cinética y es de importancia en reacciones concertadas40.  
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