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DESCRIPCION

Nuevos estandares para la fotosensibilizacién de oxigeno singlete.
Sector de la técnica

La presente invencion se dirige al uso de los compuestos de estructura I y II como fotosensibilizadores en la
produccién de oxigeno singlete.

Estado de la técnica
1. Mecanismos quimicos de defensa de las plantas

Durante su ciclo de vida las plantas soportan una gran cantidad de factores ambientales adversos para su desarrollo,
tales como la sequia, falta de nutrientes, temperaturas cambiantes, plagas y ataques de diversos patégenos como
hongos, virus y bacterias.

Ante la gran cantidad potencial de patégenos que podrian provocarles diversas enfermedades, las plantas son
capaces de mantenerse sanas debido a las estrategias de defensa que han desarrollado a lo largo de su evolucion. Estas
pueden clasificarse como fisicas o bioquimicas.

Las estrategias fisicas son aquellas relacionadas con la estructura de la planta, un ejemplo es la pared celular com-
puesta por polimeros complejos derivados de los carbohidratos y cuyo principal componente es la celulosa; otro caso
es la cuticula, la cual se deposita sobre la pared celular y estd formada principalmente por moléculas derivadas de 4ci-
dos grasos. Estas dos estructuras proporcionan barreras mecdnicas contra la penetracion de patégenos, contribuyendo
asf a la defensa de la planta.

Las estrategias bioquimicas dependen de la produccidon de compuestos quimicos toxicos para los microorganismos,
cuya sintesis se estimula cuando la planta reconoce la presencia de un posible patégeno. Estos mecanismos incluyen:

1. La acumulacién de compuestos de bajo peso molecular (conocidos como fitoalexinas y fitoanticipinas)
cuya diferencia radica en cémo se producen en la planta.

2. La deposicién en la pared celular de glicoproteinas ricas en el aminodcido prolina que incrementan la
fuerza de la pared.

3. La generacion de especies reactivas derivadas del oxigeno molecular; el i6n radical superéxido [O;], el
peroxido de hidrégeno [H,0,], el radical hidroxilo [OH] y el oxigeno molecular en estado electrénico
singlete [O,('A,)].

Las fitoalexinas, de estructura sesquiterpenoide, son compuestos antibidticos producidos por las plantas en res-
puesta a la aparicién de microbios. La aparicién, por mutacién, de nuevas fitoalexinas constituye una estrategia para
levantar un nuevo muro entre la planta y los fitopatégenos ya adaptados a sobrevivir al arsenal quimico que existia con
anterioridad.

Ademais de las fitoalexinas, existe un extenso repertorio de metabolitos secundarios cuya funcién principal es la
defensa contra invasiones microbianas. Estas fitoanticipinas se caracterizan por ser constitutivas en la planta, mientras
que las fitoalexinas se biosintetizan en el momento y lugar en que se requieren [vanEtten, H. D., Mansfield, J. W,
Bailey, J. A. and Farmer, E. E. Plant Cell 1191-1192 (1994)]. Su misién es servir de barrera inicial a la propagacién
de bacterias u hongos dentro de los tejidos de la planta.

2. Mecanismos fotoquimicos de defensa de las plantas

Los mecanismos concretos a través de los cuales actian las fitoalexinas (cuya formacién en la planta es inducida
tras la infeccién del patégeno) y las fitoanticipinas (compuestos antimicrobianos preformados en las plantas) son
variados, pero hay al menos 100 fitoanticipinas identificadas que lo hacen a través de un proceso en el que participa la
luz y que reciben el nombre de fototoxinas [vanEtten, H. D., Mansfield, J. W., Bailey, J. A. and Farmer, E. E. Plant Cell
1191-1192 (1994)]. El interés en el estudio de las fototoxinas se encuentra en su aplicaciéon como pesticidas activados
por luz, que son productos que estdn empezando a desarrollarse en la industria agroquimica. La principal ventaja que
aportan los fotopesticidas es la mayor seguridad ambiental y sanitaria. Por ejemplo, se estima que la Floxina B, el
fotopesticida mas estudiado hasta el momento, es mil veces mds seguro para el hombre que el malatién, que es uno de
los pesticidas organofosfatados mds seguros [Heitz, J. R. ACS Symposium Ser. 616 Light-activated pest control, 1-16
(1995)].
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En medios bioldgicos, la accién fotodindmica puede producir la fotooxidacidon de biomoléculas como aminoécidos,
bases nucleicas y lipidos para producir un dafio sobre enzimas, ADN y membranas, respectivamente [Anonymous
Photodynamic Therapy. Basic Principles and Clinical Applications, Marcel Dekker, New York (1993)].

La importancia relativa de cada mecanismo depende de factores como la concentracién de oxigeno en el medio o la
proximidad del fotosensibilizador al substrato [Foote, C. S. Mechanistic characterization of photosensitised reactions.
In Photosensitisation. Molecular, Cellular and Medical Aspects, (Edited by Moreno, G., Pottier, R. H. and Truscott,
T. G.), pp. 125-144. Springer-Verlag, Berlin (1988)].

3. Fenalenonas y sus derivados

La fenalenona o 1H-fenalen-1-ona se usa como sensibilizador en fotoquimica y fotobiologia. La fenalenona es
soluble en una gran variedad de disolventes y su rendimiento cudntico (®,) medido experimentalmente es cercano a la
unidad en los disolventes investigados. Asi, de acuerdo a estas caracteristicas se propuso la fenalenona como referente
de sensibilizador universal de oxigeno singlete. [Schmidt, R., Tanielian, C., Dunsbach, R. and Wolff, C. Photochem.
Photobiol. A: Chem. 79, 11-17(1994)].

Fenalenona

En los ultimos afios se han aislado y caracterizado un nuevo tipo de fitoalexinas y fitoanticipinas cuya estructura

estd basada en el esqueleto de la fenalenona. Estas son las 4- y 9-fenilfenalenonas cuya formacién como respuesta a
la infeccién por hongos de plantas plataneras ha sido recientemente descrita [Luis, J. G. and Grillo, T. A. Tetrahedron
49, 6277-6284 (1993)].

Se pueden encontrar descritos en bibliografia como metabolitos habituales en plantas y microorganismos diversos
compuestos cuya estructura estd basada también en el esqueleto de la fenalenona [Luis, J. G. and Grillo, T. A. Tetra-
hedron 49, 6277-6284 (1993); Cooke, R. G. and Edwards, J. M. Prog. Chem. Org. Nat. Prod. 40, 153-190 (1981)].
En el afio 1997, el laboratorio de Fotoquimica del Institut Quimic de Sarrid, comenzd el estudio de la fotofisica de las
fenilfenalenonas como las que se presentan a continuacién:
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Se ha demostrado que todas las fenilfenalenonas mencionadas anteriormente son capaces de sensibilizar oxigeno
singlete, pero para las 9-fenifenalenonas esta capacidad es entre uno y dos 6rdenes de magnitud menor que en el caso
de la fenalenona sin sustituir. Este estudio aporta evidencias que relacionan la actividad de defensa contra un patégeno
con la produccién fotoinducida de 'O, por la fitoalexina inducida [Lazzaro, A., Corominas, M., Marti, C., Flors, C.,
Izquierdo, L. R., Grillo, T. A., J. G. Luis and Nonell, S. Photochem. Photobiol. Sci. 3, 706-710 (2004)]. Asi, dichos
autores demostraron que la presencia del esqueleto de la fenalenona en estos derivados naturales les conferia “la
capacidad de fotosensibilizacion de oxigeno singlete, y que su actividad antifiingica se ve incrementada notablemente
por la presencia de luz”. Mds auin, encontraron que los derivados de fenilfenalenona que tienen “mayor rendimiento
cudntico (®,) desarrollan a su vez mayor actividad antifiingica bajo iluminacion”, pudiéndose generar una relacién
entre la produccién de 'O, y la defensa de la planta frente a un patégeno.
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Por otro lado, se ha llevado a cabo el estudio de fotosensibilizacién de oxigeno singlete en alcaloides isoquinoli-
nicos derivados de la glaucina, concretamente la oxoglaucina, pontevedrina y la corufiina [Zanocco, A. L., Lemp, E.
and Giinter, G. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2.7, 1299-1302 (1997); Suau, R., Lépez-Romero, J. M., Rico, R., Alonso,
F. J. and Lobo, C. Tetrahedron 52, 11307-11320 (1996)].
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Las conclusiones que se extrajeron de este estudio fueron que la oxoglaucina, un alcaloide identificado positiva-
mente como fitoalexina y proveniente de la familia de las Magnoliaceae, es un excelente sensibilizador de oxigeno
singlete, pero su eficacia disminuye con la polaridad y proticidad del medio determinado por el rendimiento cuantico
de oxigeno singlete versus la polaridad del disolvente [Flors, C.; Prat, C.; Suau, R.; Najera, F.; Nonell, S. Photochem.
Photobiol. 81, 120-124 (2005)]. Ademas, no es un buen desactivador de oxigeno singlete. Todo esto lleva a pensar en
que la participacion de la oxoglaucina la defensa de las plantas ocurre a través de la fotosensibilizacién de oxigeno
singlete (Figura 1).

En base a los motivos expuestos, es necesario estudiar y aportar compuestos de origen natural y que estén es-
tructuralmente relacionados a la fenalenona, que sean eficientes y capaces de fotosensibilizar oxigeno singlete con
rendimientos cudnticos (®,) cercanos a la unidad, de mayor fotoestabilidad que la fenalenona y con la posible aplica-
cion fototoxica frente a patégenos como las oxoaporfinas.

La presente invencion aporta compuestos que cumplen estos requisitos y solucionan los problemas planteados en
el estado de la técnica.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se dirige al uso de los compuestos de estructura I y II como fotosensibilizadores en la pro-
duccion de oxigeno singlete. de gran eficiencia y estabilidad frente al actual estindar denominado fenalenona. Los
compuestos de la presente invencién mostraron un sorprendente alto grado de efectividad para fotosensibilizar la
produccién de oxigeno singlete [O,('A,)], asi como rendimientos cudnticos de produccién de oxigeno singlete cerca-
nos a uno (1), a través de un amplio rango de disolventes de distinta polaridad. Debido a la superior fotoestabilidad
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de la estructura de 3-azafenalenona (compuestos de férmula II) comparada con la fenalenona, que se degrada muy
rdpidamente en algunos disolventes, la presente invencion proporciona el uso de un novedoso y robusto estdndar foto-
sensibilizador en la produccién de oxigeno singlete. Dichos compuestos podrian ser utilizados de manera referencial
como fototoxinas antimicrobianas y antifungicidas.

Asi, la presente invencion se dirige al uso de compuestos con la férmula general 1y II, sus sales, hidratos, solvatos,
tautomeros y N-0xidos, en la produccion de oxigeno singlete,

R3 R?
R4 LY R3
RS N R4
0 R
R6 R8
R?

donde:

-R!, R%, R3 R* R’ R R’, R, y R? son cada uno de ellos seleccionados de forma independiente entre hidrége-
no, alquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, alquenilo de sustituido o no sustituido,
cicloheteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, -OR® y -NR*R®;

-R?* y R® se seleccionan independientemente entre hidrogeno, alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo sustituido
o0 no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, cicloheteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o
no sustituido, heteroarilo sustituido o no sustituido, o, R* y R® conjuntamente forman un anillo de heterociclo sustituido
o no sustituido, de 4 a 7 miembros conteniendo 0-2 heterodtomos independientemente seleccionados entre oxigeno,
azufre y N-R¢, donde R° se selecciona entre hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido, o -C(O)R®.

Descripcion detallada de la invencion

“Alquilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada que no contiene ninguna instauracién, de 1
a 10 atomos de carbono, preferiblemente de 1 a 4 dtomos de carbono, opcionalmente sustituidos con uno a tres sus-
tituyentes seleccionados entre -ORP®, -NR*S(0),,R" donde m se selecciona entre 1y 2, -SR®, -S(0),,R?, -S(0),,NR*R®
donde m se selecciona entre 1y 2, -NR*R®, -C(O)R®, -CO,R?, -C(O)NR?R®, -NR*C(O)R®, -NR*C(O)OR®, -NR*C
(O)NR°R®, -CF;, -OCF;, cicloalquilo, cicloheteroalquilo, arilo y heteroarilo; donde R* y R® son como se definieron
previamente.

“Cicloalquilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada ciclica que no contiene ninguna instauracién, de 3 a 10
atomos de carbono, preferiblemente de 5 a 6 dtomos de carbono. El cicloalquilo puede ser monociclico, biciclico
o triciclico y puede incluir anillos fusionados. Opcionalmente el cicloalquilo puede estar sustituido con uno a tres
sustituyentes seleccionados entre halégeno, ciano, -OR®, -NR*S(0),,R® donde m se selecciona entre 1y 2, -SR®, -S
(0O)xR®, -S(0),,NR*R" donde m se selecciona entre 1 y 2, -NR*R®, -C(O)R®, -CO,R®, -C(O)NR?R®, -NR*C(O)R®,
-NR*C(O)OR®, -NR*C(O)NR*R®, -CF;, -OCF;, alquilo, arilo y heteroarilo; donde R* y R® son como se definieron
previamente.

“Alquenilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que contiene al menos
una instauracién, de 2 a 10 dtomos de carbono, preferiblemente de 2 a 5 4tomos de carbono, opcionalmente sustituidos
con uno a tres sustituyentes seleccionados entre halégeno, ciano, -OR®, -NR*S(0),,R® donde m se selecciona entre 1y
2, -SR?®, -S(0),,R?, -S(0),,NR*R® donde m se selecciona entre 1y 2, -NR*R®, -C(O)R®, -CO,R®, -C(O)NR*R®, -NR*C
(O)R?, -NR*C(O)OR®, -NR*C(O)NR*R®, -CF;, -OCF;, alquilo, cicloalquilo, cicloheteroalquilo, arilo y heteroarilo;
donde R, y R, son como se definieron previamente.
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“Cicloheteroalquilo” se refiere a un cicloalquilo que contiene al menos un heterodtomo seleccionado entre oxigeno,
nitrégeno o azufre, por ejemplo: pirrolidinilo, morfolinilo, piperazinilo y piperidinilo. Opcionalmente el cicloheteroal-
quilo puede estar sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados entre -OR®, -NR*S(0),,R" donde m se selecciona
entre 1y 2, -SR?, -S(0),,R®, -S(0),,NR*R® donde m se selecciona entre 1y 2, -NR*R®, -C(O)R®, -CO,R?, -C(O)NR*R®,
-NR*C(O)R®, -NR*C(O)OR?, -NR*C(O)NR?R®, -CF;, -OCF;, alquilo, arilo y heteroarilo; donde R* y R® son como se
definieron previamente.

“Arilo” se refiere a un hidrocarburo aromatico de 6 a 10 atomos de carbono, por ejemplo: fenilo o naftilo; opcional-
mente el arilo puede estar sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados entre -OR®, -NR*S(0),,R® donde m se
selecciona entre 1y 2, -SR®, -S(0),,R®, -S(0),,NR*R® donde m se selecciona entre 1y 2, -NR*R®, -C(O)R®, -CO,R?, -C
(O)NR?R®, -NR*C(O)R®, -NR*C(0)OR®, -NR*C(O)NR?R", -CF;, -OCFs;, alquilo, alquenilo, arilo y heteroarilo; donde
R* y R son como se definieron previamente.

“Heteroarilo” se refiere a un arilo que contiene al menos un heterodtomo seleccionado entre oxigeno, nitrégeno
o azufre, por ejemplo: piridilo, pirazolilo, triazolilo, pirimidilo, isoxazolilo, indolilo y tiazolilo; opcionalmente el
heteroarilo puede estar sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados entre -ORP, -NR*S(0),,R" donde m se
selecciona entre 1y 2, -SR®, -S(0),,R®, -S(0),,NR*R® donde m se selecciona entre 1y 2, -NR*R®, -C(O)R®, -CO,R?, -C
(O)NRR®, -NR*C(O)R®, -NR*C(O)OR®, -NR*C(O)NR*R®, -CF;, -OCFs;, alquilo, alquenilo, arilo y heteroarilo; donde
R?* y R son como se definieron previamente.

De acuerdo a un aspecto particular, los compuestos de férmula I se seleccionan preferentemente entre aquellos
donde

-R!', R34, R* R* R’ R% R’, R® y R son cada uno de ellos seleccionados de forma independiente entre hidrégeno,
alquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido o -OR"; donde
R® es como se definié anteriormente.

Mis particularmente, los compuestos de férmula I se seleccionan preferentemente entre aquellos en donde R', R?,
R?, R* R% RS R7,R® y R’ son cada uno de ellos seleccionados de forma independiente entre hidrogeno y -OR®; donde
R’ se selecciona preferentemente entre hidrégeno y alquilo sustituido o no sustituido.

De acuerdo a otro aspecto particular, los compuestos de férmula I, se seleccionan preferentemente entre aquellos
en donde

-R', R%, R% R*, R’ R R’ y R® son cada uno de ellos seleccionados de forma independiente entre hidrégeno,

alquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido o -OR"; donde
R® es como se definié anteriormente.

Mis particularmente, los compuestos de féormula II se seleccionan preferentemente entre aquellos en donde R! es
hidrégeno o alquilo y R?, R?, R*, R%, R, R7, R® y R® son cada uno de ellos seleccionados de forma independiente entre
hidrégeno y -OR®; donde R se selecciona preferentemente entre hidrogeno y alquilo sustituido o no sustituido.

De acuerdo a un aspecto mds particular, los compuestos de férmula I y II se seleccionan preferentemente entre los
compuestos de la siguiente lista:

1. 7H-dibenzo[de,h]quinolin-7-ona
2. 5-metoxi-7H-dibenzo[de, h]quinolin-7-ona
3. 7H-benzo[e]perimidin-7-ona
La invencion también se dirige al uso de los compuestos de férmula general I y II, que tiene la propiedad de ser
un fotosensibilizador para la produccién de oxigeno singlete para preparar un derivado destinado a ser una fototoxina
antimicrobiana y antifungicida.
Descripcion de las figuras
Figura 1. Rendimiento cudntico de formacién de 'O, versus polaridad del disolvente (EY) para oxoglaucina.
Figura 2. Rendimiento cudntico de formacion de oxigeno singlete versus polaridad del disolvente en escala EY para
PN. CHX = ciclohexano; TOL = Tolueno; THF = tetrahidrofurano; DMA = dimetilacetamida; ACN = acetonitrilo;
CPN = carbonato de propileno; 2-POH = 2-propanol; MOH = metanol; TFP = 2,2,3,3-tetrafluoro- 1 -propanol.

Figura 3. Espectro de absorcién normalizado de API en diferentes disolventes. CHX = ciclohexano; THF = tetra-
hidrofurano; DMA = dimetilacetamida; ACN = acetonitrilo; CPN = carbonato de propileno; MOH = metanol.
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Figura 4. Rendimiento cudntico de formacién de oxigeno singlete versus polaridad del disolvente en escala EY para
AP1. CHX = ciclohexano; THF = tetrahidrofurano; DMA = dimetilacetamida; ACN = acetonitrilo; CPN = carbonato
de propileno; MOH = metanol.

Figura 5. Comparacién entre espectros de absorcién de AP1 y PN en Metanol.

Figura 6. Espectro de absorcidon normalizado de AP2 en diferentes disolventes. TOL = tolueno; DMA = dimetila-
cetamida; 2-POH = 2-propanol; MOH = metanol.

Figura 7. Espectro de absorciéon normalizado de DAP en diferentes disolventes. TOL = tolueno; ACN = acetonitrilo;
MOH = metanol; TFP = 2,2,3,3-tetrafluoro-1-propanol.

Figura 8. Rendimiento cudntico de formacién de oxigeno singlete versus polaridad del disolvente en escala EY para
AP2. TOL = tolueno; DMA = dimetilacetamida; 2-POH = 2-propanol; MOH = metanol.

Figura 9. Rendimiento cudntico de formacioén de oxigeno singlete versus polaridad del disolvente en escala EY para
DAP. TOL = tolueno; ACN = acetonitrilo; MOH = metanol; TFP = 2,2,3,3-tetrafluoro-1-propanol.

Figura 10. Comparacién entre espectros de absorcién de AP2 y PN en Metanol.
Figura 11. Comparacidn entre espectros de absorciéon de DAP y PN en Metanol.
Figura 12. Espectros de PN y AP2 en EtOH a t =0 min y t = 10 min
Figura 13. Degradacién térmica de PN y AP2 en EtOH.
Figura 14. Degradacién de PN en EtOH irradiando durante 1 h.
Figura 15. Degradacién por radiacién UVA de AP2 en Etanol.
Figura 16. Degradacién térmica de AP2 en Etanol.
Procedimiento experimental
Reactivos y disolventes quimicos

Fenalenona (97%) fue adquirida de Aldrich. Esta fue purificada por medio de dos cristalizaciones en metanol. 7H-
dibenzo[de, h]quinolin-7-ona, 5-metoxi-7H-dibenzo[de, h]quinolin-7-ona y 7H-benzo[e]perimidin-7-ona fueron sinte-
tizadas y purificadas por los métodos descritos en la bibliografia [Sobarzo-Sanchez, E., De la Fuente, J., Castedo, L.
Magn. Reson. Chem. 43, 1080 (2005); Fabre, J.-L; Farge, D.; James, C. U.S. Patent N° 4,128,650 (1978); Bu, X.;
Deady, L. W.; Finlay, G. J.; Baguley, B. C.; Denny, W. A. J. Med. Chem. 44, 2004-2014 (2001)].

Los disolventes comerciales fueron usados y secados de acuerdo a los procedimientos normales para cada uno de
ellos. Dichos disolventes han sido adquiridos de las siguientes casas comerciales: Ciclohexano (Romil, calidad Super
Purity Solvent), Tolueno (SDS, calidad Spectrosol), Tetrahidrofurano (SDS, calidad HPLC), N,N-Dimetilacetamida
(Fluka, calidad UV-Spectroscopy), Acetonitrilo (SDS, calidad Spectroscopy Grade), Carbonato de propileno anhidro
(Aldrich, 99.7%), Metanol (SDS, calidad Spectrosol), 2-propanol (Aldrich, 99.5+%, calidad A.C.S. spectrophotome-
tric grade), 2,2,3,3-tetrafluoro-1-propanol (Sigma-Aldrich, 98%).

Técnicas espectroscopicas

Los espectros de absorciéon y de emision fueron medidos con un espectrofotémetro Varian Cary 4, periédicamen-
te calibrado con un filtro de 6xido de holmio (Hellma), y un espectrofluorimetro Fluoromax-2, respectivamente. La
produccion de oxigeno singlete se evalud con un espectrofotémetro basado en un sistema de tiempo de vida de fluo-
rescencia PicoQuant Fluotime 200. Para esto se usa un laser de exitaciéon Nd:YAG bombeado por el diodo CryLas
FTSS355-Q, emitiendo pulsos de l4ser a 355 nm, velocidad de repeticién de 10 kHZ, ancho de pulso de 1 ns y poder
de 5 mW, correspondiente a 0.5 uJ por pulso. La emisién es colectada a 90 grados, pasado a través de un monocro-
mador, y detectado con un fotomultiplicador de IR cercano Hamamatsu H9170-45. Todos los fotones son contados
con un escalador multicanal PicoQuant’s Nanoharp 250. Los histogramas son analizados usando el software FluoFit,
también de PicoQuant. Los estudios de fotoestabilidad fueron conducidos exponiendo las muestras a radiaciéon UV-A
en un foto-reactor Luzchem equipado con 16 lamparas UV-A fluorescente.

Determinacion del rendimiento cudntico de formacion de oxigeno singlete O, ( ’Ag )

Para la determinacién del rendimiento cudntico (@,) de oxigeno singlete (O, ('A,)) de las moléculas en estudio, se
ha utilizado la técnica de fosforescencia en el IR cercano (NIR) resuelta en el tiempo. Para obtener valores de (®,) se
mide la fosforescencia resuelta en el tiempo a 1280 nm, que proviene de la relajacion del oxigeno singlete a su estado
fundamental. Se obtienen las sefiales de fosforescencia y se ajustan las ecuaciones que describen su cinética. Se busca
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el valor de la intensidad de fosforescencia a tiempo cero, S(0), y se normaliza por la energia del l4ser, obteniendo S(0)g.
Se sigue el mismo procedimiento para una muestra de @, conocido en el mismo disolvente. Se obtiene el valor de @,
de la muestra de interés utilizando la siguiente expresion:

S(0) 54

_ S(0),,
AT S(0) g4y

, donde S(0) i = 107

Estudios de fotoestabilidad de la 5-metoxi-7H-dibenzo[de,h]quinolin-7-ona (AP2) y la fenalenona (PN) en Etanol

Se pesan 1.041 mg de fenalenona, 1.015 mg de 5-metoxi-7H-dibenzo[de, h]quinolin-7-ona y se disuelven en 25 mL
de EtOH, obteniéndose una concentracion final de 231.1 uM y 155.4 uM para cada compuesto respectivamente. La
concentracion ha de ser la misma para que los resultados de foto-degradacién de las dos muestras sean comparables,
asi que para aprovechar las disoluciones madre se toman 2 mL de fenalenona y se les afiade 1 mL de EtOH para que
la concentracién sea la misma que en 3 mL de 5-metoxi-7H-dibenzo[de,h]quinolin-7-ona.

Evaluacion de compuestos

Los compuestos evaluados en la presente invencion estdn basados en las siguientes férmulas generales, correspon-
diente a la férmula general (I):

@

a) enque si: - R', R?, R*, R*, R, R, R7, R® y R? es hidrégeno, se trata de 7H-dibenzo[de, h]quinolin-7-ona,
llamado de aqui en adelante AP1;y

b) en que si: - R!, R%, R?, R%, RS R7, R® y R es hidrégeno y R* representa un metoxilo, se trata de 5-metoxi-
7H-dibenzo[de,h]quinolin-7-ona, llamado de aqui en adelante AP2;

correspondiente a la férmula general (II):

¢) enquesi: - R',R?, R* R* R, R® R7 y R® es hidrégeno, se trata de 7H-benzo[e]perimidin-7-ona, llamado
de aqui en adelante DAP.
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Resultados fotoquimicos de generacion de oxigeno singlete

Se estudio la fotoestabilidad de 7H-dibenzo[de, h]quinolin-7-ona, 5-metoxi-7H-dibenzo[de, h]quinolin-7-ona 'y 7H-
benzo[e]perimidin-7-ona con la finalidad de demostrar que son mas estables que la fenalenona (PN) (compuesto
utilizado como referencia universal para la formacién de oxigeno singlete), midiendo primeramente el rendimiento
cudntico de generacion de oxigeno singlete del estdndar y de los diferentes compuestos evaluados, usando para ello
disolventes de diferente polaridad. Dichos resultados son representados en las Tablas 1-4. En todos los casos, la
medicién de polaridad estd medida en la escala EY [Reichardt, C. Solvents and Solvent Effects in Organic Chemistry,
pp- 1-630 (2003). WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim)].

TABLA 1

Obtencion del rendimiento cudntico de generacion de oxigeno singlete (D,) de 1H-fenalen-1-ona
(PN) en diferentes disolventes de polaridad variable

DISOLVENTE POLARIDAD ggjﬁ;jyc{gjzgz
Ciclohexano 0,006 0,92
Tolueno 0,099 0,95
Tetrahidrofurano 0,207 0,87
N,N’-dimetilacetamida 0,377 0,87
Acetonitrilo 0,460 0,98
Carbonato de propileno 0,475 1,00
2-propanol 0,546 0,95
Metanol 0,762 0,98
2,2,3,3-tetrafluoro-1-propanol 0,886 1,00

TABLA 2

Obtencion del rendimiento cudntico de generacion de oxigeno singlete (D,) de 7H-dibenzo[de,h]quinolin-7-ona
(AP1) en diferentes disolventes de polaridad variable

DISOLVENTE POLARIDAD gigﬁ;jyclg]\g;
Ciclohexano 0,006 0,95
Tolueno 0,099 1,00
Tetrahidrofurano 0,207 1,00
N,N’-dimetilacetamida 0,377 1,00
Acetonitrilo 0,460 0,98
Carbonato de propileno 0,475 1,00
Metanol 0,762 1,00
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TABLA 3

Obtencion del rendimiento cudntico de generacion de oxigeno singlete (D) de 5-metoxi-7H-dibenzo[de,h]quinolin-
7-ona (AP2) en diferentes disolventes de polaridad variable

DISOLVENTE POLARIDAD f‘(Ejgjeg;lCI‘g}>7£3
Tolueno 0,099 0,95
N.N’-dimetilacetamida 0,377 0,93
2-propanol 0,546 0,89
Metanol 0,762 0,97
TABLA 4

Obtencion del rendimiento cudntico de generacion de oxigeno singlete (D,) de 7H-benzo[e |perimidin-7-ona
(DAP) en diferentes disolventes de polaridad variable

RENDIMIENTO

DISOLVENTE POLARIDAD CUANTICO (®y)
Tolueno 0,099 1,00
Acetonitrilo 0,46 1,00
Metanol 0,762 0,93
2,2,3,3-tetrafluoro-1-propanol 0,886 1,00

El rendimiento cudntico de produccién de oxigeno singlete versus la polaridad del disolvente para PN se muestra
en la Figura 2, observandose un comportamiento ideal, cercano a la unidad, para los diferentes solventes de variable
polaridad. A partir de esta caracteristica se puede hacer la comparacion respectiva con los compuestos evaluados.

Asi, el espectro de absorcién UV-vis de API en los diferentes disolventes se muestra en la Figura 3.

Como se puede observar, las bandas de absorcion aparecen en el mismo rango de longitudes de onda, registrandose
el maximo centrado alrededor de 380-390 nm. Son mds estructuradas en disolventes menos polares, como es el caso
del ciclohexano. Esto denota la ausencia de interacciones fuertes con el disolvente.

Para tener una idea mds intuitiva de cémo afecta la polaridad del medio al rendimiento cudntico de formacién de
oxigeno singlete, se ha representado éste frente a la polaridad en escala EY (Figura 4).

A diferencia de la fenalenona (PN), el rendimiento cudntico de API es practicamente 1 sea cual sea la polaridad
del disolvente, lo que sugiere que podria usarse también como referencia universal. Si se comparan los espectros
de absorcién de muestra y referencia, se observa que API presenta una ventana espectral muy similar respecto a la
fenalenona lo que representa una caracteristica favorable en su uso fotoquimico (Figura 5).

Al comparar los resultados obtenidos con los otros dos compuestos, 5-metoxi-7H-dibenzo[de,h]quinolin-7-ona
(AP2) y 7H-benzo[e]perimidin-7-ona (DAP) con la fenalenona (PN) como estdndar para la fotosensibilizacion de
oxigeno singlete, se presentan idénticas caracteristicas espectrales de absorcién (mdximo centrado alrededor de 380-
390 nm), con bandas mds estructuradas en disolventes de menor polaridad, denotando la ausencia de interacciones
fuertes con el disolvente (Figura 6 y 7).

11
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Al determinar el rendimiento cudntico de formacién de oxigeno singlete (®,) tal como en el caso de AP1, éste
presenta valores cercanos a la unidad independiente de la polaridad del disolvente usado en el estudio tanto para AP2
como para DAP (Figura 8 y 9). Comparando los espectros de absorcién de AP2 y DAP con PN, vemos que el primero
tiene una ventana espectral muy similar a la fenalenona (Figura 10). En el caso de DAP, se observa que éste presenta
una ventana espectral entre 400 y 450 nm, lo que puede ser de interés en algunas situaciones concretas (Figura 11).

Estudios de fotoestabilidad en etanol

Para comprobar que la degradacién que sufren las muestras se debe a la radiacién UVA y no se trata de una
degradacion térmica se colocan ademas de las muestras, las muestras tapadas con papel de aluminio. De forma se
tienen 4 cubetas en el foto-reactor, 2 por cada muestra.

Se registran los espectros de las 4 disoluciones antes y después de irradiar las muestras durante 10 minutos (Figura
12). Se trabaja con 10 lamparas UVA controlando su potencia que esta alrededor de 7 FC (75.32 lux) durante todo el
experimento.

Se observa que AP2 es m4s fotoestable que PN, pero para cuantificar cudnto mds estable es, se repiten los experi-
mentos para la PN y AP2 por separado. Se observa también que no influye la degradacién térmica en ninguna de las 2
muestras (Figura 13).

Para estudiar la fotodegradaciéon de ambas muestras por separado (siempre con las mismas concentraciones uti-
lizadas en el primer experimento), primero se intenta establecer cudl es la cinética de degradacién dé la PN (Figura
14).

Se repite el mismo experimento para AP2 pero registrando los espectros a intervalos de tiempo mayores que
en el anterior (debido a que se ha observado una fotoestabilidad mayor que para PN (Figura 15) pero se realiza
simultdneamente el control de la degradacion térmica en Etanol (Figura 16), de manera que se obtiene una evidente
estabilidad térmica bajo largos periodos de exposicion.

Con esto concluimos que la degradacién que padecen las muestras de AP2 y PN es debida a la radiacién UVA a la
que han sido sometidas, y que presenta una mayor fotoestabilidad AP2 que PN que es la actual referencia universal.

Por lo tanto, a la vista de estos resultados experimentales derivados de los rendimientos cudnticos de formacién
de oxigeno singlete (®,) cercanos a la unidad, independiente de la polaridad del disolvente utilizado en los estudios,
y de la mayor fotoestabilidad que presentan estos nuevos tipos de heterociclos frente a la fenalenona, los compuestos
de férmula I y I pueden ser considerados como nuevos fotosensibilizadores para la produccion de oxigeno singlete
y usarlos como nuevos patrones universales de estudio. Su aplicacion en terapias antineopldsicas y como fototoxinas
frente a hongos como en el caso de las oxoaporfinas es factible y aplicable a estudios estandar en el area.

12
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REIVINDICACIONES

1. Uso de compuestos con la férmula general I y II, sus sales, hidratos, solvatos, tautémeros y N-6xidos, en la
produccion de oxigeno singlete,

R3 R?
R4 N R
RS N
o) R
RS R8
R7

donde:

-R!, R%, R%, R*, R%, RS R7, R®, y R? son cada uno de ellos seleccionados de forma independiente entre hidrége-
no, alquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, alquenilo de sustituido o no sustituido,
cicloheteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, -OR® y -NR*R®;

-R?* y R® se seleccionan independientemente entre hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo sustituido
o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, cicloheteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o
no sustituido, heteroarilo sustituido o no sustituido, o, R* y R® conjuntamente forman un anillo de heterociclo sustituido
o no sustituido, de 4 a 7 miembros conteniendo 0-2 heterodtomos independientemente seleccionados entre oxigeno,
azufre y N-R¢, donde R° se selecciona entre hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido, o -C(O)R®.

2. Uso de compuestos con la férmula general (I), segin la reivindicacién 1, donde R!, R?, R?, R*, R, R, R’, R?,
y R® son cada uno de ellos seleccionados de forma independiente entre hidrégeno, alquilo sustituido o no sustitui-
do, cicloalquilo sustituido o no sustituido, alquenilo de sustituido o no sustituido, cicloheteroalquilo sustituido o no
sustituido, arilo sustituido o no sustituido, -OR® y -NR*R"; donde R® es como se definié en la reivindicacién 1.

3. Uso de compuestos con la férmula general (I), segun la reivindicacion 2, donde R!, R?, R?, R*, R3, R% R7, R®
y R? son cada uno de ellos seleccionados de forma independiente entre hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo sustituido o no sustituido y -OR®; donde R? se selecciona preferentemente entre hidrégeno y
alquilo sustituido o no sustituido.

4. Uso de compuestos con la férmula general (IT), segin la reivindicacion 1, donde R!, R?, R?, R*, R’, RS, R y R®
son cada uno de ellos seleccionados de forma independiente entre hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido, cicloal-
quilo sustituido o no sustituido, alquenilo de sustituido o no sustituido, cicloheteroalquilo sustituido o no sustituido,
arilo sustituido o no sustituido, -OR® y -NR?R®; donde R’ es como se defini6 en la reivindicacion 1.

5. Uso de compuestos con la férmula general (II), segin la reivindicacién 4, donde R' es hidrégeno o alquilo y R?,
R? R* R’ R% R’y R® son cada uno de ellos seleccionados de forma independiente entre hidrégeno, alquilo y -OR®;
donde R® se selecciona preferentemente entre hidrégeno y alquilo sustituido o no sustituido.

6. Uso de compuestos de férmula general I y II, segtin la reivindicacion 1, seleccionados preferentemente entre:

- TH-dibenzo[de, h]quinolin-7-ona

- 5-metoxi-7H-dibenzo[de, h]quinolin-7-ona

- TH-benzo[e]perimidin-7-ona
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7. Uso de un compuesto de férmula general I y I, como se definieron en las reivindicaciones de 1 a 6, que tiene la
propiedad de ser un fotosensibilizador para la produccién de oxigeno singlete para preparar un derivado destinado a

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ser una fototoxina antimicrobiana y antifungicida.
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Degradacion térmica Fenalenona y AP2 en EtOH
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Degradaciéon AP2 en EtOH
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200902010

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 07.02.2011

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-7 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-7 SI
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200902010

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 LAZZARO, A. et al. Photochemical and Photobiological Sciences 05.05.2004
2004, Vol. 3, N° 7, pp. 706-710.
D02 POBLETE GONZALEZ, C.I. Tesis Doctoral. 2007

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

El objeto de la invencion es el uso de los compuestos de formula general | (derivados de 7H-dibenzo[de,h]quinolin-7-ona) y
Il (derivados de 7H-benzo[e]perimidin-7-ona) en la produccion de oxigeno singlete y para la preparacion de un derivado
destinado a ser una fototoxina antimicrobiana y antifungicida.

El documento D01, que se considera el estado de la técnica mas cercano a la invencién, divulga una serie de fitoalexinas
derivadas de fenilfenalenona que tienen la propiedad de generar oxigeno singlete por fotosensibilizacion, y ademas
presentan actividad antifngica (ver pagina 706, resumen y figura 1).

La diferencia entre los compuestos objeto de la invencién y los divulgados en el documento D01 es que, mientras que éstos
son derivados de fenaleno (benzonaftaleno), y por tanto, presentan 3 ciclos bencénicos condensados, los compuestos de la
invencion comprenden 4 ciclos arométicos de 6 miembros condensados entre si, siendo uno o dos de ellos nitrogenados.

El documento D02 divulga un estudio sobre las propiedades fotoquimicas de 5-metoxi-7H-dibenzo[de,h]quinolin-7-ona y 7H-
dibenzo[de,h]quinolin-7-ona (compuestos de la invencién), en concreto, de los procesos de fotorreduccién por aminas
donadoras y no donadoras de H-alfa (ver pagina 18).

A pesar de que en el documento D02 se divulga un estudio sobre las propiedades fotoquimicas de la invencion, no se hace
mencion alguna a la capacidad de dichos compuestos para generar oxigeno singlete, como tampoco a sus propiedades
antifungicas.

Los documentos citados muestran sélo el estado de la técnica del campo al que pertenece la invencion. Ninguno de ellos,
tomado solo o en combinacién con los otros, contiene divulgacion ni sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto en la
materia hacia el uso de los compuestos de la invencion en la producciéon de oxigeno singlete (reivindicaciones 1-6), como
tampoco hacia su uso para la preparacion de un derivado destinado a ser una fototoxina antimicrobiana y antifungicida
(reivindicacion 7).

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-7 reline los requisitos de novedad y actividad inventiva
exigidos en los articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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