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RESUMEN

El uso de amodiaquina (AQ) en el tratamiento y prevencién de la malaria causa efectos secundarios
adversos en tejidos expuestos a la luz; investigaciones previas relacionan esto con la capacidad
fotosensibilizadora de este medicamento para generar especies activas del oxigeno, tal como
oxigeno molecular singulete (02(1Ag)). Este estudio muestra constantes de velocidad quimica,
k., para la reaccién entre amodiaquina y Oz(lAg), medidas en varios solventes, en el rango de

0,12 0,02 x 10° M"'s™" en cloroformo hasta 1,71 & 0,16 x 10° M"'s™" en metanol. Las k_son entre uno
y dos 6rdenes de magnitud menores que k. (constante de velocidad total), indicando que la molécula
es un eficiente desactivador del oxigeno excitado. El efecto del solvente sobre la constante de velocidad
(LSER) muestra que k_aumenta en solventes con alta capacidad de estabilizar cargas y solventes aceptores
de protones. Estos resultados indican que la amodiaquina reacciona con el oxigeno molecular singulete,
muy probablemente via un exciplejo de transferencia de carga, como ha sido propuesto para la trietilamina.
Ademis, la poca influencia del cardcter dador de protones por el solvente, es atribuida a la formacién de
un puente de hidrégeno intramolecular entre el protén del fenol y el nitrégeno de la amina terciaria.
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ABSTRACT

The use of Amodiaquine (AQ) in the treatment and prevention of the malaria, cause adverse effects in
tissue exposed to the light; previous investigations relate these nocive effects to the capacity of this drug to
generate active species of oxygen as singlet molecular oxygen (Oz(lAg)). This study shows chemical rate
constants, k, for interaction between AQ and (Oz(lAg)) measured in several solvents, in the range from

0,12 £ 0,2x10° M's" in chloroform to 1,71 £ 0,16 x 10° M"'s™ in methanol, indicating thatk depends on
solvent properties, increasing in solvent of greater polarity. Values for k are one and two orders of magnitude
smaller respect to k. (chemical and physical rate constant); these results show that AQ is a good singlet
oxygen quencher. Analysis of solvent effects on k_using the LSER, indicates that k_increases in solvents
with great capacity to stabilize charges and dipoles and hydrogen—-bond acceptor (HBA) solvents. This
solvent dependence is similar to that observed in aliphatic amines, such as triethylamine. Therefore, the
little significance from parameter donor HBA is attributed to the formation of a intramolecular hydrogen
bridge between of phenol and the nitrogen of tertiary amine.
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INTRODUCCION

La Amodiaquina, un derivado estructural de la
4-aminoquinolina, ha sido ampliamente usada en
el tratamiento de la malaria en los Gltimos 50 afios,
pero su uso clinico ha sido asociado a reacciones de
hipersensibilidad, como hepatotoxicidad(1), agranu-
locitosis(2), retinopatia(3,4) entre otras, ya que esta
droga absorbe luz en la regién ultravi oleta (UVA)

del espectro, (A . 2340 nm), radiacién que es capaz
de penetrar algunos tipos de piel y que puede ser
transmitida a la retina por las lentes oculares; sin
embargo, se encuentra que sensibiliza débilmente
la formacién de oxigeno molecular singulete; por lo
tanto, es posible relacionar, al menos parcialmente,
los efectos laterales adversos con la habilidad de este
fArmaco para generar oxigeno molecular singulete
y/o con los productos generados tras la interaccion
quimica de AQ con OZ(‘Ag), pues las constantes de
apagamiento medidas en una gama de solventes son
del orden de (10'M's™) (5) .

Se han realizado numerosos estudios sobre la fo-
totoxicidad de los compuestos antimalaricos (6), en
los que se ha propuesto la participacién de especies
activas de oxigeno, como anién radical superdxido,
oxigeno molecular singulete y radical hidroxilo,
ademds de radicales libres centrados en carbono
y/o en nitrégeno(7,8). También se ha mostrado
que el 02(1Ag) producido por fotosensibilizacion,
puede reaccionar con residuos de aminoacidos fo-
tooxidables de una proteina, para generar especies
reactivas que puedan interaccionar con aminoacidos
de otras proteinas, provocando el entracruzamiento
del biopolimero (7).

Es importante precisar que, ademads del sistema
quinolinico, todas las drogas antimaldricas pre-
sentan en su estructura grupos amino alifaticos,
aromdticos, y en el caso particular de la AQ, estd
presente el grupo para-aminifenol, por lo que es
interesante estudiar qué grupo o grupos funcionales
promueven la interaccién con el oxigeno molecular
singulete. Sin embargo, cabe anotar que para el
caso de los grupos amino esta interaccién ha sido
ampliamente estudiada (9,10).

Existen determinaciones previas de la k. entre
AQy Oz(lAg), pero se desconoce qué tipo de des-
activacién predomina (fisica o quimica) y cémo la
naturaleza de los sustituyentes afecta tal interaccion,
aspecto importante al momento de establecer 6rde-
nes de reactividad. Por lo anterior, es conveniente
realizar estudios cinéticos que permitan identificar
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las caracteristicas de la interaccién entre AQ, nues-
tro sustrato de estudio, y Oz(lAg).

El presente trabajo se propone evaluar la cons-
tante de velocidad para la reacciéon quimica k, en
comparacion al efectuado sobre la k, para deter-
minar cuil es la interaccién que predomina entre
AQ vy el Oz(lAg) (quimica 6 fisica), mediante el
analisis cinético, a través del estudio del efecto del
solvente, permitiendo establecer qué grupo o gru-
pos funcionales en la AQ promueven tal reaccion.
De manera preliminar es posible plantear que el
caricter electrofilico del Oz(lAg) lo lleva a interac-
tuar con especies ricas en electrones, que para la AQ
en particular (Figura 1), incluyen el grupo amino
terciario de alta reactividad, el sistema aromdtico
para-aminofenol, el amino secundario y el sistema
quinolinico. Asi, tanto el estudio cinético como el
anilisis del efecto del solvente mediante el uso de
relaciones lineales de energia libre de solvatacién
(LSER), que correlacionan la constante de velo-
cidad del proceso con parimetros empiricos del
solvente(11,12), permitirdn identificar los centros
reactivos, tanto por la magnitud de las constantes,
como por la sensibilidad de la reaccién frente a los
distintos parimetros.

CHpN(CyHs),

OH

HN

1

Figura 1. Amodiaquina

MATERIALES Y METODOS

Todos los solventes utilizados fueron grado es-
pectroscopico o HPLC: metanol, etanol, butanol,
acetonitrilo, acetona, benceno, tolueno, cloroformo
y éter fueron adquiridos de /T Baker, diclorometano,
dioxano y acetonitrilo (Mallinckrodt), dcido térmico
(Merck), dietilamina (Aldrich), utilizados sin purifi-
cacién previa.

El sensibilizador rubreno, y los actinémetros
1,3-difenilisobenzofurano (DPBF), y 9,10-dime-
tilantraceno (DMA), obtenidos de Aldrich, se uti-
lizaron sin tratamientos previos. Rosa de bengala
(R de B), (Fluka), fue recristalizado desde etanol.
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Acetato de amonio 98% fue adquirido de Sigma
Aldrich. Sulfato de sodio anhidro con una pureza
de 99% (Panreac). El clorhidrato de amodiaquina
fue obtenido de Sigma.

Para determinar las constantes de velocidad en
la reaccién entre el oxigeno molecular singulete y
la AQ, en algunos solventes, se emple6 el méto-
do de irradiacién en estado estacionario, pues el
O,('A) se genera por transferencia de energfa de

g . .1 .

un sensibilizador, que es excitado por una fuente
de luz constante.

Se procede inicialmente a irradiar la solucién
de AQ en presencia de rosa de bengala (sensibiliza-
dor) en una celda de 1 cm de paso 6ptico, provista
de un sistema de doble pared, para mantener la
temperatura constante, utilizando como fuente de
irradiacién una limpara halégena de 90 W y un
filtro 6ptico, que permite irradiar la muestra justo
a la longitud de onda que absorbe el sensibilizador,
sin afectar la AQ.

Utilizando las mismas condiciones experimen-
tales, se determiné la concentracion estacionaria
de oxigeno molecular singulete por actinometria
(14), empleando como sustratos aceptores de oxi-
geno singulete al 9,10-dimetilantraceno (DMA),
1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) y al rubreno;
este ultimo tiene velocidad de autoconsumo. El
seguimiento del consumo de los actinémetros se
realiza por espectrofotometria UV-vis a la A de
maéxima absorcién del actinémetro, en el solvente
utilizado. Tanto en la solucién de AQ como en la del
actindmetro, debe utilizarse la misma cantidad de
sensibilizador, lo cual se verifica logrando la misma
absorcién a la A maxima del sensibilizador.

Las constantes de velocidad para la reacciéon qui-
mica entre el oxigeno molecular singulete y amo-
diaquina, se determinaron siguiendo el consumo
del sustrato reactivo, AQ, por cromatografia liquida
(HPLC). La fase mévil consistié en acetonitrilo y
acetato de amonio 0,25 M (80:20, v/v) dopada con
1% (v/v) dietilamina, y ajustando el pH a 3,0 con
dcido férmico. Se trabajé a temperatura ambiente,
con una rapidez de flujo de 1 ml/min. El seguimien-
to se realiz6 a 340 nm y 254 nm. Paralelamente se
observé la sefial a 555 nm, para verificar la salida
del sensibilizador.

Los estudios del efecto del solvente sobre las
constantes de velocidad k , para la reaccién quimica
entre el oxigeno singulete y amodiaquina, se reali-
zaron en términos de ecuaciones lineales de energia
libre (LSER) (12), especificamente utilizando los
parimetros incluidos en la ecuacién de Taft.

log k; =logk; , +s(z" +d6)+acr + bf + hp} (1)

donde K7y k7,0 son las constantes de velocidad
de lareaccién en presencia de un solvente dadoy en
un solvente de referencia respectivamente. Los co-
eficientes s, d, a, b y h, dan cuenta de la sensibilidad

de la reaccién a cada parimetro (n*,0.,3,0 y p ﬁ), y
cada pardmetro hace referencia a alguna propiedad
especifica del medio; por ejemplo, el parimetro *
hace referencia a la polaridad y polarizabilidad del
solvente (11) . El valor & es un factor de correccién de
polarizabilidad y es funcién del indice de refraccién.
La escala de acidez o es una medida de la habilidad
del solvente para donar puentes de hidrégeno y la
escala B de basicidad se relaciona con la capacidad
del solvente para aceptar puentes de hidrégeno o

donar pares de electrones libres. El término pﬁ,
pardmetro de solubilidad de Hildebrand o densidad
de energia cohesiva (13), se asocia a cambios en el
volumen de las especies involucradas en la expre-
sién cinética y es de trascendental importancia en
reacciones concertadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Reacci6n quimica de O,('A,) con AQ

Con el fin de determinar la contribucién de la
reaccién quimica a la desactivacién total del oxige-
no molecular singulete, se hizo el seguimiento por
HPLC, observando la disminucién del pico de la
AQ), paralelamente a la aparicién de un pico, produc-
to mayoritario (P,), como se muestra en los perfiles
de reaccién para el sistema AQ-Rosa de bengala en
metanol (Véase Figura 2) (16). Con respecto a la
identidad de (P1), no fue posible obtenerla por la
inestabilidad térmica y fotoquimica del compuesto,
pero aun asi se pudo observar que en la molécula
de AQ se conserva el grupo amino terciario, per-
mitiendo descartar este grupo como centro reactivo

de la AQ frente al ataque del OQ(IAg).
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Figura 2. Superposicién de los perfiles de reaccién
para el sistema AQ- Rosa de Bengala en metanol en
un tiempo (0, 45, 120, y 210) min de irradiacién.

Lairradiacién de la solucién AQ en presencia de
R de B (sensibilizador), causa un decrecimiento en
el pico de la AQ. En este caso, el consumo de AQ
sigue una cinética de pseudo-primer-orden (Véase
Figura 3), donde la velocidad de consumo de AQ
se puede representar de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

VITAE

[| 02][AQ]:kexp[AQ] (2)

(Véase Tabla 1) las constantes de velocidad (k)
en varios solventes, obtenidas de las pendientes de
los grificos de pseudo-primer-orden, empleando
1,3-difenilisobenzofuranoy 9,10-dimetilantraceno
como actinémetros.
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Figura 3. Fotooxidacién de amodiaquina en metanol
empleando rosa de Bengala como sensibilizador.

Tabla 1. Constantes de velocidad para la reaccién quimica de amodiaquina con Oz(lAg).

Solvente lev;/lslfﬂ kﬂéllsof l;,/[/_llsf K./ Kkt Ko/ K
1 Metanol 1,20 £ 0,03 [ 1,71 £ 0,16 | 1,02 = 0,03 | 0,143 | 5.96
2 Etanol 0,70 £ 0,01 [ 080 £ 0,08 | 0,62 £ 0,01 | 0,093 | 7.75
3 Butanol 0,49 £ 0,01 | 1,18 £ 0,09 | 037 £ 0,01 | 0241 | 3,14
4 Acetonitrilo | 2,13 £ 0,03 [ 0,72 £ 0,02 [ 2,06 £ 0,03 | 0,034 | 28,6
5 Acetona 1,22 £ 0,03 [ 1,64 £ 0,14 | 1,06 £ 0,03 | 0,134 | 6,46
6 Cloroformo | 0,93 £ 0,02 | 0,12 £ 0,02 | 0,92 £ 0,02 | 0,013 | 76,7
7 | Diclorometano | 1,06 & 0,02 | 1,06 £ 0,06 | 0,95 £ 0,02 | 0,100 | 8,96
8 Dioxano 1,23 £ 0,08 | 1,53 £ 0,06 | 1,08 £ 0,08 | 0,124 | 7,06
9 Benceno 045 £ 0,03 | 044 £ 0,07 [041 £ 0,03 | 0,098 | 932
10 Tolueno 0,48 = 0,01 nd

* Valores obtenidos de la referencia [5]. * Valores obtenidos en este trabajo.

nd: No se logré determinar por el consumo del sensibilizador en presencia de AQ.

De la tabla se puede observar que las constan-
tes de velocidad quimica (k) son entre uno y dos
6rdenes de magnitud menores que las constantes
de velocidad para la reaccién total (k.), siendo
la contribucién de la constante quimica menor
de un 15% en la mayoria de los casos, por lo que
se puede deducir que el mecanismo principal de

desactivacién del 02(1Ag) por AQ, corresponde
a un mecanismo de tipo fisico (k ). En solventes
apréticos, como acetonitrilo, dioxano y acetona,
los valores de k_aumentan a medida que aumenta
el cardcter basico del solvente, de acuerdo a los
valores reportados por Reichard(11), siendo 0,26
0,63 y 0,92 respectivamente. En solventes polares
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como metanol, los valores de la k_son del orden
de 10° M s, mientras que en solventes apolares
como benceno, son del orden de 10° M s, lo que
muestra que la reaccién se ve favorecida en solventes
de mayor polaridad. Estos resultados indican que las
constantes de desactivacién total son dependientes
del medio, pues varfan dependiendo del tipo de
solventes empleados para la reaccién.

Analizando la contribucién de la reactividad
quimica sobre la constante de velocidad total para
cloroformo y butanol, siendo situaciones extremas,
con valores de 1,3% y 24,1% respectivamente sobre
la k., esto puede explicarse teniendo en cuenta la
diferencia del valor del parimetro o de dichos sol-
ventes, ya que el cloroformo presenta el menor valor
(0,1) y el butanol el mayor valor (0,84) de acuerdo
a los pardmetros incluidos en la ecuacién solvato-
crémica, comprobdndose asi que solventes basicos
atraen protones, desprotegen a la amodiaquina,
aumentando la densidad de carga en algunos sec-
tores, e incrementando las posibilidades del ataque
electrofilico; por lo tanto el Oz(lAg) reacciona mas
eficientemente con la AQ generando productos.

Analisis del efecto solvente sobre la constan-
te de reactividad (k)

La aplicacién de la Ecuacién de Taft a los datos de
k_obtenidos para la reacciéon de AQ con Oz(lAg), da
como resultado la ecuacién presentada a continua-
cién, en la cual se elimina 3 y el pardmetro de p, %,
debido a su bajo peso estadistico (Véase Figura 4).

Log kr=2,666+3,2251*+0,836+2,234  (3)

65

DAcctona O

log krexperimental

log kr calculado

Figura 4. Correlacién de los valores de log k,
experimental para AQ vs log k, calculado.

En la grifica se observa una correlaciéon de
R?=82 entre los valores calculados experimental-
mente y los predichos por el modelo.

La aplicacién de la Ecuacién de Taft a los datos
obtenidos para la amodiaquina muestra como re-
sultado que es mds importante el parimetr T con
un coeficiente igual a + 3,225, lo que significa que
solventes con capacidad de estabilizar cargas y/o

dipolos favorecen la k. Esto implica que el estado
de transicién de la etapa determinante de la velo-
cidad de reaccién, presenta mayor separaciéon de
cargas que los reactivos. El parimetro que sigue en
importancia es el B, con un coeficiente de + 2,234,
observindose que en solventes aceptores de hidré-
genos la constante de velocidad quimica aumenta,
lo que puede interpretarse como que solventes
con capacidad de aceptar puentes de hidrégeno,
aumentan la densidad de carga en las posiciones
susceptibles al ataque electrofilico, favoreciendo la
interaccién entre AQ y 02(1Ag). Respecto al a, éste
no fue incluido en la ecuacién definitiva, por la poca
influencia que tiene sobre la velocidad de reaccién,
reflejado en el valor tan pequefio de su coeficiente
asociado. Esto indica que el sitio de interaccién
AQ—OZ(lAg) no es el grupo amino terciario, pues
la capacidad de donar puentes de hidrégeno por el
solvente altera significativamente la velocidad de
reaccion, impidiendo el acercamiento del oxigeno
excitado al nitrégeno aminico. Lo anterior se refleja
en el andlisis LSER para la reaccién entre la trieti-
lamina 'y Oz(lAg).

Logk = 8,06 — 1,540 + 0,23 (m* - 0,915) (4)

En conjunto, estos resultados indican que la
amodiaquina reacciona con el oxigeno molecular
singulete, muy probablemente via un exciplejo de
transferencia de carga (9), donde el aumento en
el valor de k_en solventes polares no préticos, se
explica por una mayor estabilizacién del complejo,
por interacciones dipolares.

La AQ presenta varios sitios que eventualmente
pueden reaccionar con el oxigeno molecular singu-
lete: el grupo amino terciario de la cadena lateral,
el anillo quinolinico y el anillo fendlico. Ademas,
la importancia relativa del parimetro es menor que
la observada tipicamente en reacciones de transfe-
rencia de carga del oxigeno molecular singulete con
aminas (9). Teniendo en cuenta dichas considera-
ciones, se propone que en esta molécula el grupo
amino terciario estd bloqueado por una interaccién
de enlace de hidrégeno intramolecular, reportado
por Clennan y col (17), que impide el ataque del
oxigeno singulete (Véase Figura 5).

Esta interaccién, que bloquea el acceso del oxi-
geno excitado al grupo amino terciario, deberfa ser
mids importante en solventes no-préticos, mientras
que en solventes préticos, las interacciones del
solvente con el par de electrones no enlazantes del
nitrégeno aminico también impiden estéricamente
la interaccién de este grupo con el OZ(lAg).
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Considerando los resultados obtenidos en este
trabajo y los datos de la literatura, es muy probable
que la reaccién de la amodiaquina con 02(1Ag),
involucre el ataque del oxigeno excitado al grupo
para-aminofendlico de la AQ (18). La dependencia
de k, con el parimetro ©* apoya un mecanismo
en el que se presenta una apreciable separacién de
cargas en el estado de transicién de la etapa deter-
minante de la velocidad, mecanismo que ocurre via
un intermediario de transferencia parcial de carga
(Véase Figura 6).

Los resultados expuestos anteriormente mues-
tran que la contribucién de la constante quimica
sobre la total es entre 10 y 15% en la mayorfa de
los casos, de lo que puede inferirse que la AQ es un
buen apagador del oxigeno excitado por una ruta
fisica, lo que implica que los efectos secundarios
podrian ser causados por los productos o por otro
tipo de interacciones, en las que no necesariamente
intervenga el 02(1Ag) de manera directa, como lo es
el entrecruzamiento de proteinas (7). Para evaluar
esto, se pueden estudiar técnicas que permitan
detectar el entrecruzamiento de proteinas, lo cual
puede determinarse inicialmente utilizando tejidos
biol6gicos. También serfa interesante observar los
cambios que presenta la AQ bajo irradiacién directa
en el rango de luz al que estamos sometidos por la
radiacién solar, identificar los productos y evaluar
su comportamiento frente al oxigeno molecular
singulete o en la generacién de otras especies activas
del oxigeno.

CONCLUSIONES

Los valores de las constantes de velocidad para
la reaccién quimica entre la amodiaquina y el
oxigeno molecular singulete, fueron de uno a dos
6rdenes de magnitud menores que la k;, con una
contribucién de k_ menor de un 15% en la mayorfa
de los casos, 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 AQ.

La velocidad de esta reaccién es dependiente del
solvente, observindose que en solventes polares
como metanol, los valores de la k_son del orden
de 10° M™'s”!, mientras que en solventes apolares
como benceno, son del orden de 10° M s, lo que
muestra que la reaccion se ve favorecida en solventes
de mayor polaridad, favoreciendo la formacién de
un complejo de transferencia de carga.
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La aplicacién de la ecuacién de Taft a los datos
obtenidos para la amodiaquina muestra como resul-
tado que es mds importante el pardmetro ¥, lo que
significa que solventes con capacidad de estabilizar
cargas y/o dipolos favorecen la k .

La reaccién quimica de la amodiaquina con el
Oz(lAg) es mucho mis lenta que la desactivacion
fisica, alrededor de uno a dos érdenes de magnitud
menor, por lo que la acumulacién de productos
necesita largos tiempos de irradiacién. Este es un
factor importante, si se considera que este sustrato es
utilizado contra la malaria, ya que podria inhibir la
accién danina del oxigeno molecular singulete y sus
efectos secundarios nocivos podrian ser ocasionados
por otros mecanismos.
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