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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Principios generales de la fotoquimica

La fotoguimica molecular es la disciplina que estudia las
reacciones quimicas inducidas por la luz ultravioleta — visible (UV-Vis,
200 — 800 nm). En una molécula, la entidad responsable de la absorcion
de dicha radiacién es el grupo cromoforo (un 4tomo o un grupo de
atomos). Los espectros de absorcion y emisién de un compuesto
proporcionan informacioén acerca de la estructura, la energia y la
dindmica de los estados electrénicos excitados, permitiendo interpretar su
reactividad fotoguimica y propiedades fotofisicas.

Con anterioridad a la absorcion de luz, una molécula se encuentra
en su nivel minimo de energia, que se corresponde con su estado
fundamental. Esto significa que los electrones se encuentran en los
orbitales moleculares (OM) de mas baja energia. Cada OM, que resulta
de la superposicion de los orbitales atomicos s y p, puede alojar como
maximo dos electrones con espines antiparalelos. Tras la absorcién de un
foton, un electron es transferido del OM ocupado de maés alta energia
(highest occupied molecular orbital, HOMO) a un orbital desocupado de
mayor energia. Esta transicion electronica conduce desde el estado
fundamental a un estado electronicamente excitado de la molécula. La
transicion mas relevante es la que corresponde al orbital desocupado de
mas baja energia (lowest unoccupied molecular orbital, LUMO).

Los OM pueden ser clasificados en tres grupos: enlazantes (c 0
n), antienlazantes ("0 n") y no enlazantes (n). Los HOMOs son
enlazantes o0 no enlazantes, mientras que los LUMOs son usualmente
antienlazantes. Asi, en fotoquimica las transiciones més frecuentes son de
tres tipos: m — ©* (caracteristico de los alquenos, alquinos y compuestos
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aromaticos), n — m* (por compuestos que contienen heteroatomos con
un par no compartido de electrones, tales como grupos carbonilo,
tiocarbonilo, nitro, azo e imino) y n — o* (por ejemplo aminas y
alcoholes). En general, los electrones de los orbitales = y n son los més
relevantes para la reactividad de una molécula, ya que son los que pueden
ser excitados con mas facilidad.

Un compuesto, una vez ha alcanzado su estado excitado, puede
liberar el exceso de energia y consecuentemente regresar a su estado
fundamental a través de diversas rutas. Asi, puede reorganizar su
estructura o fragmentarse originando productos con una constitucion o
configuracién diferente a la correspondiente al estado inicial (procesos
fotoquimicos), o puede cambiar su estado cuantico pasando de un estado
excitado a otro o de un estado excitado al estado fundamental (procesos
fotofisicos). Las interconversiones entre estados excitados se producen a
través de transiciones radiantes o no radiantes, dependiendo de si se
produce la emision de radiacion electromagnética o no durante la
desactivacion. En el diagrama simplificado de Jablonski (Figura 1.1) se
muestran las principales rutas de desactivacién que un cromoforo puede

seguir tras absorber un fotén.
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RV
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Figura 1.1. Diagrama simplificado de Jablonski.

Asi, el cromoforo tras la absorcion (A) de luz, es excitado
electronicamente a un estado singlete superior (Sn). La energia absorbida
puede disiparse en forma de relajacion vibracional (RV) o conversion
interna (CI) generando el primer estado excitado singlete (Si). La
desactivacion del Si puede ocurrir por fluorescencia (F) o cruce
intersistemas (CIS) para formar un estado excitado triplete (Tn) o por ClI
para volver al estado fundamental de la molécula. Las moléculas que
hayan alcanzado el estado triplete de menor energia, T1, pueden relajarse
al estado fundamental por fosforescencia (P). La absorcién, la
fluorescencia y la fosforescencia son procesos radiantes (indicados con
flechas continuas en el diagrama de Jablonski), mientras que la
conversion interna, el cruce intersistemas y la relajacion vibracional son
procesos no radiantes (indicados con flechas discontinuas) en la Figura
1.1.
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1.2.  Procesos de fotosensibilizacion

La fotosensibilizacion es un proceso por el cual un compuesto
sufre una alteracién fisica o quimica como resultado de la absorcion
inicial de luz por otro compuesto denominado fotosensibilizador (FS).
Desde un punto de vista fotobioldgico, las radiaciones a considerar son
las caracterizadas por longitudes de onda en el rango comprendido entre
290 — 320 nm (UVB) y 320 — 400 nm (UVA). La radiacion UVB es mas
dafina ya que puede causar dafio directo a biomoléculas. Sin embargo, la
radiacion UVA también podria ser perjudicial en presencia de un
fotosensibilizador ya que puede dar lugar indirectamente a fotolesiones
en biomoléculas como el ADN, los lipidos y las proteinas.

Los mecanismos que operan en el fendmeno de la
fotosensibilizacidn se pueden dividir en dos grupos: Tipo |y Tipo Il. En
el mecanismo de Tipo I, el FS en el estado excitado induce un proceso de
abstraccion de hidrégeno (AH) o de transferencia de carga o de energia
que desencadena diferentes tipos de lesiones en la biomolécula. Por el
contrario, en el mecanismo de Tipo Il tiene lugar una transferencia de
energia desde el estado excitado triplete del FS al oxigeno molecular para
producir oxigeno singlete (102 0 'Ag), una de las especies reactivas de
oxigeno (ROS).

1.2.1. Abstraccion de hidrogeno (AH)

Como se ha mencionado anteriormente, un mecanismo clave del
proceso de fotosensibilizacion de Tipo | es la AH en un sustrato dador
(D) por un FS en su estado excitado (Esquema 1.1).
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hv AH ®

[ ]
FS —s ~ °[FS]* + DH FS-H + D
productos

Esquema 1.1. Reaccion general de AH.

La AH ocurre generalmente a partir de estados excitados tripletes
nmt* de compuestos carbonilicos con un alto rendimiento cuantico de
cruce intersistemas. La ruptura homolitica del enlace C-H genera un par
de radicales (uno centrado en el dador y otro en el aceptor) para el
proceso intermolecular o bien un birradical en una reaccién
intramolecular. Estas especies radicalarias pueden formar productos de
diferente naturaleza (recombinacion de los radicales aceptor-dador o
dador-dador, AH por el radical del aceptor, etc), tal y como se muestra en
la Figura 1.2. La velocidad del proceso de AH es inversamente
proporcional a la energia del enlace C-H del dador y directamente
proporcional a la energia del estado excitado triplete del aceptor.
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3 *
j\ hv 0 R3-H OH

—_—  — + °*R

R1 R2 R1/U\ Rz kH R1/.k Rz 3

T4 (nn¥) par de radicales

/ R3-H Rs-Rs
OH OH
R1_|_|_R1 OH
R; R;
OH R’y Re
R4 R3R2

Figura 1.2. Reaccion de AH a partir de un compuesto carbonilico para un
proceso intermolecular.

Las especies transitorias generadas (triplete y radicales) pueden
ser detectadas mediante diferentes técnicas; entre ellas destaca la técnica
de Fotdlisis de Destello Laser (FDL) que permite estudiar la cinética de
reaccion de los intermedios en la escala de nanosegundos, picosegundos

e incluso femtosegundos.

1.2.2. Produccidn de oxigeno singlete

En el mecanismo de Tipo Il, el FS en su estado excitado triplete
puede transferir su energia al oxigeno molecular para producir O
(Esquema 1.2). Este proceso puede ocurrir siempre y cuando el tiempo de
vida del estado excitado involucrado sea suficientemente largo y su
energia mayor que la del *02.1* Esta especie es un agente oxidante muy
potente capaz de reaccionar con numerosos sustratos biologicos tales

como el ADN,>7 los lipidos de la membrana celular®®y las proteinas.1%-?
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hv
FS =g ’[FS]* + O, FS + 10,
dafio a
biomoléculas

Esquema 1.2. Produccion de oxigeno singlete

1.2.3. Fotosensibilizacion mediada por farmacos antiinflamatorios
no esteroideos (AINES)

Los procesos de fotosensibilizacion incluyen reacciones
fototoxicas y fotoalérgicas. Los sintomas clinicos de la fototoxicidad
comprenden quemaduras solares exageradas, eritema, edema,
hiperpigmentacion, descamacion, etc. Estas reacciones aparecen
inmediatamente después de la primera exposicion y estan confinadas a
las zonas expuestas de la piel. Tipicamente, ni el farmaco ni la
exposicion solar por separado, a las mismas dosis, son capaces de
producir estas reacciones cutaneas adversas. Por el contrario, el
fenomeno de la fotoalergia se asocia con una respuesta inmunitaria
mediada por las células, y sus manifestaciones clinicas incluyen eritema,
eczema y erupcion vesiculobullosa,’®* apareciendo tras una
sensibilizacion previa.

Los agentes fotosensibilizantes pueden ser enddgenos (flavinas,
porfirinas) o exdgenos (xenobidticos de uso comun como son los
farmacos, cosmeéticos, aditivos alimentarios, etc.). Entre los farmacos

que acttan como fotosensibilizadores, podemos mencionar algunos

9



Capitulo 1. Introduccion

antiinflamatorios no esteroideos (AINES) derivados del acido propionico,
tales como el ketoprofeno (KP), el acido tiaprofénico (TPA) y el
suprofeno (SP, Figura 1.3), los cuales pueden provocar reacciones
fotosensibilizantes'>2> en pacientes tratados que se han expuesto a luz
solar. Estos farmacos poseen un grupo cromoforo (de tipo diarilcetona) y
un centro estereogénico en la cadena carbonada. Asi, el KP contiene el
cromoforo benzofenona (BZF) y muestra un estado excitado triplete de
mas baja energia de tipo n,x",1#2%2" mientras que el TPA'y SP incluyen el
cromoéforo 2-benzoiltiofeno (BZT) y poseen un estado excitado triplete
de mas baja energia de tipo m,n".'* En general, la reactividad

fotoquimica de los tripletes n,n” es mas alta que los tripletes 7,7

: \S/

Benzofenona (BZF) 2-Benzoiltiofeno (BZT)

(0] (o]
HO s HO.
\
o

Ketoprofeno (KP) Acido tiaprofénico (TPA) Suprofeno (SP)

Figura 1.3. Estructura de algunos &cidos 2-arilpropionicos antiinflamatorios
fotoactivos.

El estado excitado mas relevante en los procesos de

fotosensibilizacion es el triplete de méas baja energia (T1). Su tiempo de
10
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vida relativamente largo permite su deteccion directa mediante técnicas
de fotdlisis de destello laser en la escala de nanosegundos, asi como el
estudio de su reactividad bajo diferentes condiciones experimentales. El
T1 puede participar en procesos intermoleculares, dando lugar a
interacciones con oxigeno y/o con biomoléculas. Entre los procesos
inducidos como consecuencia de las interacciones AINEs-biomolécula en
el estado excitado podemos citar la peroxidacion lipidica, la oxidacion y
la reticulacion de proteinas?®* y el dafio al ADN (roturas de la cadena,

oxidacion de las bases y dimerizacion de timinas).3-%

1.3. Peroxidacion lipidica (PL)
1.3.1. Aspectos mecanisticos de la PL

La peroxidacién lipidica (PL) es un proceso degenerativo a través
del cual los lipidos de las membranas celulares sufren cambios quimicos
que estan asociados con consecuencias adversas.® La degradacion
peroxidativa de fosfolipidos insaturados, glicolipidos y colesterol (Ch) se
produce mediante reacciones desencadenadas por: a) radicales libres
(RL) tales como los radicales, peroxilo e hidroxilo y por b) especies no
radicalarias como oxigeno singlete, ozono y peroxinitrito generado por la
reaccion del superoxido con 6xido nitrico.*

La PL afecta principalmente a los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI), debido a que éstos contienen numerosos dobles enlaces entre los
cuales se encuentran grupos metileno (-CH2-) que poseen hidrogenos
particularmente reactivos. Dicho proceso genera una serie de derivados
toxicos, como son los hidroperdxidos (ROOH), dienos conjugados,

malonildialdehido, 4-hidroxialquenales, isoprostanos y oxiesteroles.

11
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Ademas, la PL juega un papel crucial en muchos procesos oxidativos y es
responsable del deterioro de alimentos y de numerosas enfermedades,
como el Alzheimer y la ateroesclerosis. 84042

Un paso clave en la peroxidacién de lipidos puede ser la AH de
las posiciones alilicas por los RL reactivos, tales como hidroxilo, alquilo,
alcoxilo, radicales peroxilo, y tripletes de estados excitados
carbonilicos.!*434* Después de capturar una molécula de oxigeno, se
forman radicales libres hidroperoxilos, que a su vez pueden propagar en
la cadena de peroxidacion.*®

Por otra parte, se ha demostrado que la PL puede producirse
mediante irradiacion ultravioleta (UV) de tipo A en combinacion con
agentes fotosensibilizantes,>*® entre los que se encuentran los AINEs
anteriormente mencionados. Asi, la irradiacion de disoluciones acuosas
de KP en presencia del &cido linoleico (AL), un AGPI, produce
cantidades significativas de derivados hidroperoxidos.34"4® La
fotoperoxidacién del AL por el KP se produce a través de un mecanismo
radicalario (Tipo 1), ya que la primera etapa es la abstraccion de un

hidrogeno doblemente alilico por el croméforo BZF (Figura 1.4).

(o]
AL
AH BZF o BZT
+ hy
(0]

HOJJ\/V\N=VW

Figura 1.4. AH primaria en el &cido linoleico por el croméforo BZF.
12
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El TPA fotosensibiliza, aunque menos eficientemente, la
peroxidaciéon de AL a través de un mecanismo de tipo I. Sin embargo,
siendo caracterizado por un estado excitado triplete de méas baja energia
de tipo ,n", también es capaz de producir oxigeno singlete, por lo que el
mecanismo de Tipo Il contribuye de manera eficiente en este proceso.!
Ademas, se ha investigado la fotorreactividad del SP hacia el AL y como
en el caso del TPA, ambos mecanismos Tipo | y Il estan involucrados en

el proceso de peroxidacion del AL.*

1.3.2. Lamembrana celular: diana de las radiaciones UVA

La membrana plasmatica es un constituyente muy importante de
las células de los mamiferos. Entre sus funciones, destaca la de proteger
el interior de la célula frente al liquido extracelular, y la de actuar como
una barrera semipermeable, que permite el intercambio controlado de
sustancias entre las regiones intra- y extracelulares. Estd compuesta por
proteinas (aproximadamente el 55 %), fosfolipidos (25 %), Ch (13%),
otros lipidos (4 %) e hidratos de carbono (3 %). Su estructura basica es
una bicapa lipidica constituida por dos estratos moleculares (Figura 1.5)
que tienen orientados los grupos polares hacia el exterior y los apolares al
interior, contactando entre si y unidos por fuerzas de Van der Waals. Las
proteinas se disponen de forma irregular entre los lipidos de la bicapa y
se clasifican en: a) integrales, que atraviesan toda la membrana (actuando
como canales o transportadoras) y b) periféricas, que estan unidas solo a
la superficie (funcionando como enzimas o biocatalizadores). Por Gltimo,
los carbohidratos aparecen en combinacion con lipidos y proteinas en

forma de glicoproteinas y glicolipidos.
13




Capitulo 1. Introduccion

@ Colesterol

@ Proteina integral
@ Proteina periférica
@ clicoproteina

® Gilicolipido

(® Fosfolipido

Figura 1.5. Estructura de la membrana plasmatica. Modelo del mosaico fluido.

El Ch es un componente estructural esencial de la membrana
celular, ya que garantiza la fluidez y la correcta permeabilidad de la
bicapa lipidica. En el cuerpo humano, se encuentra también en el higado
e intestino, asi como en la sangre, donde es transportado dentro de
lipoproteinas. Ademas, el Ch juega un papel crucial como precursor de
las hormonas esteroideas, vitamina D y acidos biliares.

Por otra parte, las biomoléculas presentes en la membrana celular,
tales como el Ch, son susceptibles de ser atacados por accion de un
fotosensibilizador. Ademas, como el movimiento del Ch en la bicapa
lipidica estd fuertemente restringido por el entorno, este lipido de
membrana es mas proclive que los AGPI circundantes® a la formacion

de radicales.
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1.4. Abstraccion de hidrogeno (AH) en el colesterol (Ch)
1.4.1. Autoxidacion del Ch

La oxidacion del Ch en las células ocurre a través de mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos. Los productos de oxidacion del Ch
(oxiesteroles), tales como hidroperdxidos, dioles, epoxidos y cetonas,>>2
estan implicados en patologias como la ateroesclerosis,> degeneracion de
la retina®° y trastornos metabolicos como la enfermedad de Niemann-
Pick.®® En particular, se estd consolidando la hipotesis de que la
oxidacion del Ch contribuya de manera decisiva al desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer,5:% ya que los oxiesteroles, a diferencia del
Ch, son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica en el cerebro
dando lugar a procesos inflamatorios.%

Los mecanismos de oxidacion no enzimaticos del Ch (Figura 1.6)
se pueden encuadrar dentro del Tipo I (via AH por ROS Yy tripletes de
carbonilos), o del Tipo Il (mediada por *02).55¢7
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Tipo | Tipo Il
e A e N
R,
[
HO k

7a-O0H-Ch R{:00H RyH HO )

78-O0OH-Ch R{H  R;:O0H

70-OH-Ch  R;OH RyH 50-O0H-Ch R:OOH

78-OH-Ch  RyH  RyOH 50-OH-Ch R:OH

P
% ”,
2, “,

HO HO N
o Ry R;

5,6-epoxido-Ch
60-O0H-Ch R;:00H R;:H
63-OOH-Ch Rj:H R,:O0H
6a-OH-Ch Ry:OH Rj;:H
63-OH-Ch  Rj:H R,:OH

s,
%,

HO o

7-oxo-Ch
. J \\ J

Figura 1.6. Oxiesteroles formados por los dos mecanismos de autoxidacion del
Ch.

A través del mecanismo de Tipo | pueden formarse una serie de
oxiesteroles. Como se puede observar en la Figura 1.7, el sitio preferido
para la AH en el Ch es la posicion alilica en el carbono 7, donde el enlace
C-H es relativamente débil. La AH primaria conduce a un radical
centrado en el carbono (Che), que puede reaccionar con oxigeno en el
estado fundamental y producir el radical peroxilo ChOO-.®® Estos

radicales peroxilo son suficientemente reactivos para abstraer hidrogeno
16
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de una nueva molécula de Ch, dando lugar a una reaccion en cadena.
Ademas, en las membranas celulares, los ChOOe< pueden abstraer
hidrogeno de diferentes lipidos, como los AGPI, iniciando diversas
reacciones radicalarias que conducen a la PL. Asi, se forman diferentes
oxiesteroles (como los hidroperoxidos 7o y 7p-O0H-Ch), que se utilizan
como marcadores bioldgicos para el estrés oxidativo tanto in vitro como

in vivo (Figura 1.7).

AH
- - <
oxiesteroles diferentes HO 0-0°

Ch y/o AGPI

ChOOe

Figura 1.7. Oxidacion del Ch via radicales libres.

La reduccidn de los hidroperédxidos 7o y 73-O0OH-Ch da lugar a
los dioles 7o y 7B-OH-Ch, respectivamente.®®*%® En cambio, su
deshidratacion” conduce a la formacion de la cetona 7-oxo-Ch, uno de
los oxiesteroles mas abundantes encontrados en las lesiones
aterosclerdticas.> Los dioles y la cetona pueden formarse también por

desproporcion de los hidroperdxidos.”* La adicion de un radical peroxilo
17
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al doble enlace del Ch conduce a otro grupo de productos, los 5,6-
epoxido-Ch (Figura 1.6).%°

Recientemente, se ha descrito que la oxidacion del Ch por via
radicalaria no conduce exclusivamente a la formacién de 7-
hidroperdxidos. Asi, la AH en el carbono 4 puede originar 4- y 6-

hidroperoxidos (Figura 1.8).72

O\
\
R

AHenelC-4 HO A

,CV ©

OOH OOH
R-H R-H
Re Re
6a y 6b-OOH-Ch 4ay 4b-OOH-Ch

Figura 1.8. Formacion de 4- y 6-hidroperédxidos por AH en C-4.

A pesar de que la energia del enlace C4-H es significativamente
mas alta que la del enlace C7-H (89.0 vs 83.2. kcal/mol), la AH en el

carbono 4 se encuentra posibilitada por la formacion de enlaces de
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hidrogeno entre el radical peroxilo aceptor y el grupo hidroxilo en la
posicién 3 del Ch.

En cuanto a la oxidacion Tipo Il del Ch (por Oz, ver Figura 1.6), se
generan los oxiesteroles 5o y 5-O0OH-Ch como productos mayoritarios,
junto con los 6a. y 63-O0H-Ch.":73.74

1.4.2. Fotooxidacion del Ch por arilcetonas

En los ualtimos 40 afos, la reaccion de AH iniciada por
compuestos carbonilicos ha sido ampliamente investigada en
fotoquimica. De este fotoproceso se han estudiado diferentes aspectos
mecanisticos, como la multiplicidad de espin’7® (singlete vs triplete), la
naturaleza electronica del estado excitado’”® (nt" vs =m,n*), la
estereoquimica,”® el impedimento estérico’®®8! y la influencia del
entorno quimico (polaridad del disolvente, presencia de enlaces de
hidrégeno).’6:82.83

El estado excitado triplete n,x° de la benzofenona (BZF) es
ampliamente utilizado como modelo apropiado en reacciones de
radicales libres bioldgicamente relevantes.?6>848 Sy estructura
electronica y las constantes de velocidad de AH son similares a las de los
radicales libres centrados en el oxigeno (Figura 1.9). El 2-benzoiltiofeno
(BZT) es un derivado de la BZF y se diferencia de esta ultima por la
sustitucién de un benceno por un tiofeno. Como se ha mencionado
anteriormente, su estado excitado triplete de mas baja energia es de

naturaleza w,mt*.
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3 *
OH

0 = [0 2 ote

ISC

Figura 1.9. Proceso de AH por excitacion de la benzofenona.

En trabajos anteriores, se ha demostrado mediante experimentos
de fotdlisis en estado estacionario y de destello laser que compuestos
diastereisoméricos en los que el KP esta unido a moléculas dadoras de
hidrogeno (tetrahidrofurano e isopropilbenceno) generan birradicales a
través de AH intramolecular estereoselectiva. Estos birradicales pueden
recombinar para formar sistemas macrociclicos con una estereoquimica
definida.®®#’

Asimismo, la irradiacién de 1,4-ciclohexadienos, que poseen
hidrégenos doblemente alilicos unidos de manera covalente al KP, da
lugar a productos de acoplamiento BZF-dieno.*3 También en este caso
se forman intermedios birradicalarios mediante AH por el triplete de la
BZF.

En la década de los afios 1970, R. Breslow y colaboradores
prepararon diferentes ésteres en los que varios esteroides estaban unidos
covalentemente a derivados de la BZF. Tras ser irradiados, algunos de
estos ésteres experimentaban la abstraccion intramolecular de hidrégeno
del esqueleto esteroide por la BZF. La reaccion de AH llevaba a la
formacion de distintos productos (olefinas, cetonas, lactonas) cuya
naturaleza dependia en gran medida de la geometria de los esteres

preparados (Figura 1.10).89-%2
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hv
—>

benceno o

Figura 1.10. Oxidacion remota mediante fotdlisis de 3a-colestanol unido
covalentemente a la BZF.

Posteriormente, en nuestro grupo de investigacion se han
sintetizado ésteres en los que el Ch esta unido de manera covalente a
farmacos AINEs. Asi, se ha demostrado mediante estudios fotoquimicos
y fotofisicos que en diadas que contienen KP (que posee el cromdforo
BZF) covalentemente unido al Ch, son excelentes sistemas para generar
birradicales mediante AH intramolecular y, por tanto, para estudiar el
mecanismo de oxidacion de Tipo | del Ch.% Por el contrario, en diadas
que contienen TPA, con un cromdforo diarilcetona de naturaleza w,x", no
se observa AH. Sin embargo, se genera 'Oz que participa en un

mecanismo de Tipo Il (Figura 1.11).%3%
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%,

™
K

B 0
(o)
APRY
KP-0-Ch TPA-a-Ch
Tipo 1 Tipo 11

Figura 1.11. Diadas Kp-a-Ch y TPA-a-Ch.

1.5. Polarizacion nuclear dinamica inducida quimicamente
(CIDNP)

La deteccidn directa de los ROS es complicada por sus tiempos de
vida cortos y sus bajas concentraciones en el estado estacionario. La
polarizacién nuclear dindmica inducida quimicamente (CIDNP) en
tiempo resuelto es un método basado en el analisis espectroscépico de
resonancia magnética nuclear (RMN) de los productos de reaccion que
implican intermedios radicalarios.®®®” Es una técnica muy eficaz que
permite identificar radicales con tiempos de vida muy cortos y productos
formados selectivamente a través de reacciones radicalarias. Asi, al
registrar el espectro de RMN de un determinado sistema dinamico, la
formacion de radicales libres puede ser detectada al observar una
polarizacién en direccion positiva (absorciéon) o negativa (emision) de
algunas sefiales. En este sentido, la técnica de CIDNP se ha utilizado para

la investigacion de la peroxidacion lipidica en sistemas que contienen
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hidrogenos doblemente alilicos, como el &cido linoleico (AL), indicando
que la AH puede ser responsable de la isomerizacion de los AGPI. Este
proceso es la base de la alteracion de la estructura de las membranas
causada por el estrés oxidativo.®> En el Anexo Il de la presente tesis se

encuentra una descripcion mas detallada de la técnica del CIDNP.
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2.1. Objetivos

Los farmacos usados hoy en dia para el tratamiento de las
enfermedades son, en general, seguros y eficaces. Sin embargo, presentan
efectos secundarios con bastante frecuencia. Entre ellos, las reacciones de
fotosensibilizacidn constituyen en la actualidad un tema de gran interés.

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), en especial los
acidos 2-arilpropidnicos, son farmacos fotoactivos capaces de reaccionar
con lipidos de membrana induciendo su peroxidacién. Por lo tanto, el
objetivo general de la presente tesis es investigar los mecanismos
involucrados en la oxidacion del colesterol (Ch), en particular en el
proceso de abstraccion de hidrogeno (AH) por los cromdforos
benzofenona (BZF) y 2-benzoiltiofeno (2-BZT), contenidos en los
AINEs ketoprofeno (KP) y suprofeno (SP), respectivamente. Para ello se
combinan estudios de fotdlisis en estado estacionario, fotdlisis de destello
laser (FDL) y foto-polarizacion nuclear dindmica inducida quimicamente
(foto-CIDNP).

Los objetivos especificos de la tesis son los siguientes:

- Estudiar la influencia del disolvente en la abstraccion de los
hidrogenos alilicos en la posicion C-7 del Ch, por el estado
excitado triplete de la BZF.

- Investigar como los factores topolégicos influyen en el proceso
de AH intramolecular en sistemas en los que el Ch esta unido
covalentemente al KP a través de un puente de tipo amida, con

rotacion restringida.
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Estudiar como la naturaleza electronica del estado excitado
triplete del BZT (n,n*) afecta al proceso de AH en diadas SP-
Ch.

Investigar el proceso de AH en la posicién C-4 del Ch en
oxiesteroles unidos covalentemente al KP a través del grupo

OH de la posicion 7 (o y B).
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2.2. Aims

Drugs used nowadays for treatment of diseases are generally safe
and effective. However, side effects can occur quite frequently. Among
them, photosensitization reactions are currently a subject of great interest.

Nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs), especially 2-
arylpropionic acids, are photoactive drugs capable of reacting with lipids
inducing their peroxidation. For this reason, the general objective of the
present thesis is to investigate the mechanisms involved in cholesterol
(Ch) oxidation, in particular in the hydrogen abstraction (HA) by
benzophenone (BZF) and 2-benzoylthiophene (BZT) chromophores,
contained in the NSAIDs ketoprofen (KP) and suprofen (SP),
respectively. For this purpose, steady-state photolysis, laser flash
photolysis and photo-CIDNP will be combined.

The specific aims of the thesis are:

- to investigate the solvent effects on abstraction of the Ch C-7

allylic hydrogens by the triplet excited state of BZF.

- to study the influence of topological factors on intramolecular

HA in covalently linked benzophenone—aminocholestene
dyads, which possess an amide bridge, with restricted rotation.

- to investigate how the electronic nature (m,m*) of the BZT

triplet excited state affects the HA process in SP-Ch systems.

- to study the HA process at position C-4 of Ch in oxysterols

covalently linked to KP through the OH group at position 7 (o

or B).
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3.1. Introduccion

La activacion oxidativa del colesterol (Ch) en la posicién C-7 es
considerada un proceso de interés tanto en quimica como en biologia.
Asi, la principal ruta de sintesis de los &cidos biliares a partir del Ch es
iniciada por la hidroxilacion del C-7, que es mediada por la enzima 7a.-
hidroxilasa (CYP7AL), la cual pertenece a la familia de las enzimas
metabdlicas P450.% Ademas, se ha evidenciado que la oxidacion de C-7
del Ch estd implicada en la disminucion de oxidantes presentes en sangre
y plasma. Por tanto, el Ch puede actuar como un eficaz antioxidante in
vivo. %

Como se ha descrito en la introduccién general, el Ch es una
diana importante para el dafio oxidativo.’#1%-10% E| proceso de oxidacion
del Ch puede ocurrir a través de un mecanismo de Tipo | (via radicales
libres) mediante abstraccion de un atomo de hidrégeno alilico por
fotosensibilizadores activados mediante luz UVA.%* Teniendo en
cuenta la importancia del proceso de abstraccién de hidrogeno (AH) en la
fotooxidacion Tipo | del Ch, en el presente capitulo se pretende llevar a
cabo estudios mecanisticos de la fotorreaccion entre el estado excitado
triplete de la benzofenona (BZF) y el Ch. En particular, se investigaran
los efectos del disolvente en la abstraccion de los hidrégenos alilicos en
la posicion C-7 del Ch por el estado excitado triplete de la BZF, mediante
estudios en estado estacionario y en tiempo resuelto empleando distintos

disolventes organicos.
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3.2. Resultados y discusion

Para investigar la formacion de fotoproductos, se han llevado a
cabo estudios de fotolisis en estado estacionario de disoluciones de BZF/
Ch (1.5:1 proporciones molares) en atmosfera de nitrdgeno, en
diclorometano y acetonitrilo, usando un fotorreactor multilampara
equipado con 8 lamparas UVB (Amax = 300 nm, distribucion gaussiana).
En diclorometano no se obtuvieron productos derivados del Ch, mientras
que en acetonitrilo se aislaron dos fotoproductos diastereocisoméricos, 3a
y 3b (Esquema 3.1).

Ch + 3BzZF*

|

HO °

Esquema 3.1. Formacién de los fotoproductos 3a y 3b mediante fotdlisis del Ch
y BZF en acetonitrilo.
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La formacion de los productos 3a y 3b procede de la AH
intermolecular desde la posicion alilica en 7 del Ch, por el estado
excitado triplete de la BZF, y posterior acoplamiento C-C del par de
radicales generado. La elucidacion estructural de los compuestos 3a 'y 3b
se hizo en base a RMN (*H y *C). La estereoquimica de los nuevos
centros quirales se determind mediante experimentos NOEDIFF; las
interacciones mas significativas se observaron entre los grupos fenilos y

los protones de la cara B convexa en el fotoproducto 3b (Figura 3.1).

’/L
H Ph
Cs
Ar OH
Ce

Figura 3.1. Interacciones NOE en el compuesto 3b.

La cinética de reaccion se investigb mediante estudios de fotolisis
de destello laser a 355 nm. Asi, cuando se representd la inversa del
tiempo de vida del triplete de la BZF frente a la concentracion de Ch, se
obtuvo una relacion lineal con diclorometano como disolvente (Figura
3.2A). La constante de desactivacion del triplete resulto ser 2.2 x 108 M-
st Sin embargo, bajo estas condiciones, se observé una extensa AH a
partir del disolvente. Esto se demostré comparando las cinéticas de
desaparicion de la especie transitoria con el tiempo de vida mas largo,
que se corresponde con el radical cetilo formado por AH a partir del

disolvente, a 545 nm en presencia y en ausencia del Ch (Figura 3.2B).
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Figura 3.2. A) Efecto de la adicion de Ch en la velocidad de desactivacion del
triplete de la BZF a 610 nm (representacion Stern-Volmer) B) Cinéticas de
desaparicién de BZF a 545 nm en diclorometano, en ausencia (rojo) y en

presencia de Ch (negro, 0.02 M).
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En acetonitrilo, la desactivacion del triplete de la BZF fue mas
rapida, pero no se pudieron determinar con precision los parametros
cinéticos, debido a limitaciones de solubilidad; no obstante, la constante
de velocidad, estimada a partir de la pendiente inicial de la traza no lineal
(no mostrada), resulté ser 1 orden de magnitud mayor. Problemas
similares de solubilidad se encontraron en otros disolventes organicos,
como metanol o dioxano, que son mejores dadores de hidrdégeno en
comparacion con el acetonitrilo. Por tanto, las principales dificultades en
la obtencion de datos fiables acerca de la fotorreaccion intermolecular
entre Ch y BZF estaban relacionadas con la baja solubilidad del Ch y con
la posibilidad de AH a partir del disolvente por el triplete de la BZF.

Con el fin de evitar dichos problemas, se estudidé la version
intramolecular del proceso, utilizando Ch y BZF unidos covalentemente.
Esto evitaria la necesidad de altas concentraciones del desactivador e
implicaria la disminucion de los tiempos de vida del triplete,
minimizando la AH a partir del disolvente. Por otra parte, la unién
covalente entre Ch y BZF bloquearia completamente el escape de los
radicales de la “jaula”, favoreciendo el acoplamiento C-C.

En este sentido, las diadas diastereisomericas (S)-KP-a-Ch y (R)-
KP-a-Ch (Esquema 3.2) se sometieron a estudios de fotdlisis de destello
laser (Lexc = 355 nm) bajo una serie de condiciones, a fin de determinar
los pardmetros cinéticos y los rendimientos cuanticos de los procesos

relevantes.
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(5)-KP-a-Ch R'=CH,, R2=H
(R)-KP-0-Ch R'=H, R2=CH,

oS T

(S)-KP-p-Ch

R3, R2= OH or Ph

Esquema 3.2. Estructuras de (S)-KP-a-Ch, (R)-KP-a-Chy (S)-KP-B-Ch y de
los productos resultantes de la irradiacion de las diadas (S)-KP-a-Ch y (R)-KP-
a-Ch.

Se ha demostrado previamente®® que los espectros de absorcion
transitoria de (S) y (R)-KP-a-Ch no se corresponden con los estados
excitados triplete sino con los correspondientes birradicales, generados
por AH intramolecular en C-7 del Ch. La posterior ciclacion de estos
birradicales da lugar a fotoproductos de acoplamiento C-C de manera
diastereoselectiva. Asi, se registraron los espectros de absorcion
transitoria de (S) y (R)-KP-a-Ch en distintos disolventes
(diclorometano, acetonitrilo, dioxano, metanol y octanol) 50 ns después
del pulso del laser a 355 nm. En todos los casos, las especies transitorias
presentaron caracteristicas espectrales similares. En la Figura 3.3A se
muestra el espectro de la diada (S)-KP-a-Ch en metanol, que se

corresponde esencialmente con el birradical, con un tiempo de vida en la
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escala de submicrosegundos. Por otra parte, en el espectro de absorcion
transitoria de la diada (S)-KP-B-Ch (Figura 3.3B), que adopta una
conformacién extendida por su configuracion ecuatorial 33, se observo
inicialmente la tipica banda de absorcidn triplete-triplete (T-T) a 525 nm
y, posteriormente, el radical cetilo generado por AH intermolecular a

partir del metanol que no desaparecia en varios microsegundos.

A)
0.12
——50ns
—— 300 ns
800 ns
0.081 —— 2000 ns
< 4000 ns
<
0.04 |
0.00 /\/\,@/,‘PK/\—\‘V\?,Q\!<
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Figura 3.3. Espectros de absorcion transitoria de la diada (S)-KP-a-Ch (A) y
(S)-KP-B-Ch (B) en metanol (N2) obtenidos a diferentes tiempos después del
pulso del laser (Aexc = 355 nm).

Como consecuencia de la superposicion espectral de los tripletes
y los birradicales y por los tiempos de vida tan cortos de triplete, no fue
posible conseguir parametros cinéticos fiables en los distintos disolventes
mediante observacion directa de la absorcion T-T para las diadas (S) y
(R)-KP-a-Ch. Por tanto, se realizaron experimentos adicionales con el
fin de conseguir valores precisos de tiempos de vida del triplete
utilizando el método de transferencia de energia, usando naftaleno (NP)
como aceptor.*881% Asj se llevaron a cabo experimentos de fotdlisis de
destello laser a 355 nm (longitud de onda a la que el NP no absorbe) de
disoluciones de (S) y (R)-KP-a-Ch en acetonitrilo, dioxano y metanol en
presencia de cantidades crecientes de NP y se monitoriz6 la absorcion
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T-T de NP a 415 nm. Disoluciones en diclorometano se usaron como
control.®3% Cuando se represento la inversa de la absorbancia a 415 nm
del triplete de NP frente a la inversa de la concentracion de NP, se

obtuvieron dos lineas rectas (Figura 3.4 y ecuacion 1).

25

20

15 1

1/AA445

10
A (S)-KP-a-Ch

O (R)-KP-a-Ch

T T T T T
0 200 400 600 800 1000

1/ [NP] (M)

Figura 3.4. Doble reciproco para la desactivacion del estado triplete excitado de
las diadas (S)-KP-a-Ch (rojo) y (R)-KP-a-Ch (negro) por NP en acetonitrilo.

1/Aa1s = o+ ol (kg X 77 x [NP]) 1)

En la ecuacion (1), A4is es la absorbancia del triplete de NP a 415
nm, kq es la constante de velocidad bimolecular de la desactivacion del
triplete por NP, tt es el tiempo de vida del triplete de (S) y (R)-KP-a-Ch
en ausencia de NP, y o es una constante. Los parametros de Stern-

Volmer (kq xtT) Sse obtuvieron a partir de los cocientes entre las
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ordenadas en el origen y las pendientes de las rectas y resultaron ser 205
M?y 169 M para (S) y (R)-KP-a-Ch, respectivamente. Por otra parte,
la kq intermolecular determinada en acetonitrilo para (S)-KP fue 8 x 10°
M sy se asumio la misma para las diadas en los diferentes disolventes
(diclorometano, dioxano y metanol). Con estos datos, se pudieron
obtener los tiempos de vida de triplete y los valores obtenidos se usaron
para determinar las constantes de velocidad para el proceso

intramolecular (kiq) por medio de la ecuacion (2) (Tabla 3.1).

Kig = 1/ti — /70 2
donde i se corresponde con el tiempo de vida del compuesto (S) y (R)-
KP-a-Ch y 10 es el tiempo de vida de triplete del compuesto de
referencia (S)-KP (1.6 us).

El analisis cinético directo de las trazas de desaparicion a 545 nm
permitié determinar los tiempos de vida del birradical (tsr). Los valores
de rendimientos cuanticos de formacion del birradical (¢sr) Se
obtuvieron mediante el método comparativo,’® a partir de la especie
transitoria con el tiempo de vida mas corto a 545 nm, inmediatamente
después del pulso del laser. Como estandar se us6 la BZF asumiendo el
mismo coeficiente de absorcion molar para los birradicales y el radical
cetilo (KR) de la BZF, formado a través de AH intermolecular a partir
del disolvente. Cabe destacar que, incluso en disolventes que son buenos
dadores de protones (dioxano, metanol), el proceso intramolecular (¢sr =
0.65-0.73) era mucho mas eficiente que el intermolecular (¢kr = 0.05-0-
14). Como era de esperarse, todos los radicales resultantes de reacciones
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de AH fueron desactivados por oxigeno con constantes de velocidad en el
rango de 1.5-5.0 x 10° Mt s,

Después de establecer los valores de kiq Y ¢8R, las constantes de velocidad
para la AH intramolecular (kn) y la desactivacion fisica (k) fueron
determinadas en todos los disolventes teniendo en cuenta que ku = Kig X

#BrY Kiqg = kn + K. L0sS resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Parametros fotofisicos y fotoquimicos de los estados excitados
triplete de las diadas (S) y (R)-KP-a-Ch en diferentes disolventes.?

tr(ps) Kig/l0®  kn/10®  Kko/10°  ¢sr®  tBRY  QkR®  OpR'

N A GO (us)
(S)-KP-a-Ch  CH:CL®>  0.010 100 80 20 0.80 0.28 0.00 0.30
(S)-KP-a-Ch ~ CH3CN  0.025 33 26 7 0.80 0.60 0.00 0.70
(S)-KP-a-Ch  Dioxano  0.030 23 19 4 070 0.66 0.14 0.76
(S)-KP-a-Ch  CHsOH  0.030 28 20 8 069 0.80 005 0.76
(R)-KP-a-Ch  CH:Cl2®  0.010 100 80 20 0.80 0.22 0.00 0.47
(R)-KP-a-Ch  CHsCN  0.020 50 37 13 0.75 056 0.00 0.70
(R)-KP-a-Ch  Dioxano  0.020 39 33 6 073 0.62 013 0.76
(R)-KP-a-Ch  CHz30OH  0.020 45 31 14 065 110 0.05 0.64

2 Errores relativos inferiores al 5 % de los valores indicados.  Datos descritos en parte en la ref. 93. ¢ Las
constantes de velocidad de desactivacion intramolecular se obtuvieron usando la ecuacion ki = 1/t — 1/7o,
donde ; se corresponde con el tiempo de vida del compuesto (S) y (R)-KP-a-Ch y 1, €s el tiempo de vida de
triplete de la BZF en disolventes diferentes. ‘Las constantes de velocidad de AH y desactivacion fisica fueron
determinadas mediante las siguientes ecuaciones: ky = Kig X ggr Y Kig = ku + Kx. ® Los rendimientos cuénticos del
birradical se obtuvieron por el método comparativo, usando BZF como estandar y asumiendo el mismo
coeficiente de absorcion molar para los birradicales y el radical cetilo de la BZF. "EI rendimiento cuantico de
fotodegradacion fue determinado usando N-metildifenilamina como actinémetro.'%®
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A pesar de que no se encontraron de manera directa correlaciones
bien definidas entre los valores de kny las propiedades del disolvente, se
observaron importantes efectos del disolvente y una significativa
estereodiferenciacion. Asi, en diclorometano el proceso se produjo de
manera mucho mas rapida (ca. 4 veces) que en dioxano o metanol,
mientras que en acetonitrilo se observo una situacion intermedia.
Asimismo, en la mayoria de los disolventes, los valores de kn para (R)-
KP-a-Ch fueron mayores que para (S)-KP-a-Ch.

Para investigar la influencia de los disolventes en el proceso
completo de fotorreduccion, se llevaron a cabo experimentos de fotolisis
en estado estacionario mediante luz monocromatica a 254 nm, en
diclorometano, acetonitrilo, dioxano y metanol en las mismas
condiciones. Se monitorizd la desaparicion del cromoforo BZF en
funcién del tiempo de irradiacion mediante la disminucion progresiva de
la banda de absorcién a 254 nm. Algunos resultados representativos se
muestran en la Figura 3.5. Los rendimientos cuanticos de fotorreduccién
se determinaron usando N-metildifenilamina como actinémetro'® (véase
la Tabla 3.1).
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Diada (%)
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Figura 3.5. Fotorreduccion de las diadas (S) y (R)-KP-a-Ch en distintos
disolventes desaireados en funcién del tiempo de irradiacion. Verde: (S)-KP-a.-
Ch en CH:Cl,. Azul: (R)-KP-a-Ch en CHCl,. Naranja: (S)-KP-a-Ch en
MeOH. Magenta: (R)-KP-a-Ch en MeOH.

Una vez mas, se observaron importantes efectos del disolvente y
una significativa estereodiferenciacién. La fotorreaccion menos eficiente
ocurrio en diclorometano, a pesar de los altos valores de kw, kigy ¢sr en
este disolvente. En realidad, la formacion del birradical no conduce
necesariamente a productos de acoplamiento C-C. Esto se debe al hecho
que los birradicales pueden seguir rutas alternativas de desaparicion,
como por ejemplo la transferencia de hidrdégeno del oxigeno carbonilico
al carbono en posicion 7 regenerando el compuesto de partida, un
proceso que hubiera sido retardado por la estabilizacion de los 1-hidroxi-

birradicales via enlaces de hidrégeno con el disolvente.
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3.3. Conclusiones

La abstraccion de hidrogeno en la posicién C-7 del Ch por el
estado excitado triplete de la BZF muestra una significativa dependencia
del disolvente. En la version intermolecular, se observa una diferencia
considerable en el estudio de productos entre diclorometano y
acetonitrilo, aunque resulta dificil evaluar los efectos cinéticos, debido a
limitaciones de solubilidad. Sin embargo, la union covalente de las
unidades de Ch y BZF en las diadas (S) y (R)-KP-a-Ch ha permitido
determinar una serie completa de medidas cinéticas en diferentes
condiciones. Asi, se han revelado importantes efectos del disolvente y
una significativa estereodiferenciacion en la mayoria de los procesos
involucrados y, en particular, en las constantes de velocidad de AH

intramolecular.

3.4. Procedimiento experimental
3.4.1. General

La BZF y el B-Ch eran disponibles comercialmente. Los reactivos
y los disolventes comerciales se usaron sin purificacion adicional. Las
diadas KP-a-Ch se prepararon siguiendo el procedimiento descrito en la

ref. 9,

3.4.2. Medidas de fotdlisis de destello laser
Todas las muestras se disolvieron en diclorometano y las
disoluciones obtenidas tenian una absorbancia de ca. 0.05 a 355 nm. Las

disoluciones se purgaron mediante burbujeo de nitrogeno (cuando se
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especifica). Como el naftaleno no absorbe a 355 nm, bajo estas
condiciones mas del 99 % de la luz fue absorbida por las diadas. Las
constantes de velocidad de la desactivacion del estado excitado triplete
por oxigeno, NP y Ch fueron determinadas mediante la ecuacion de
Stern-Volmer (1/t = 1/to + k [desactivador]). Las concentraciones usadas
oscilaban entre 1.27 and 0.27 mM (concentraciones de Oz puro y aire en
diclorometano, respectivamente) en el caso de Oz, entre 0.5y 20 mM en
el caso del NP y entre 1 y 50 mM en el caso del Ch. Una reaccion de
transferencia de energia de (S) y (R)-KP-a-Ch a NP fue empleada para
determinar los tiempos de vida de triplete de dichas diadas en
diclorometano, acetronitrilo, metanol y dioxano. Asi, se prepararon
disoluciones de (S) y (R)-KP-a-Ch (0.5 mM) y cantidades crecientes del
desactivador (1 mMy 20 mM).

3.4.3. Medidas de fotolisis en estado estacionario

Disoluciones desaireadas de Ch (92.8 mg, 0.24 mmol) y BZF
(65.5 mg, 0.36 mmol) en acetonitrilo (120 mL) fueron irradiadas durante
3 horas en tubos de Pyrex en un fotorreactor multilampara equipado con
8 lamparas UVB (Amax = 300 nm, distribucion gaussiana). Después de
este tiempo, la mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida y
el residuo obtenido se purificd por cromatografia en columna (eluyente:
hexano acetato de etilo- diclorometano de 70:20:10 v/v/v) obteniéndose
los fotoproductos puros 3a 'y 3b.
3a (18 %). *H-RMN (CDClIs, 300 MHz), § 0.42 (s, 3H), 0.76 (d, J = 6.6
Hz, 3H), 0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.95 (s, 3H),
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0.60-2.00 (sefial compleja, 24H), 2.08-2.31 (m, 2H), 2.40 (s, 1H), 3.32
(brs, 1H), 3.45 (m, 1H), 5.30 (dd, J = 5.3 Hz, J’= 1.5 Hz, 1H), 7.03-7.36
(m, 6H), 7.42 (dd, J = 7.0 Hz, J’ = 1.5 Hz, 2H), 7.49 (dd, J = 7.0 Hz, J’ =
1.5 Hz, 2H). 3C-RMN (CDCls, 75 MHz), § 10.9, 18.8, 19.1, 20.7, 22.6,
22.8, 23.6, 26.3, 27.6, 28.0, 31.3, 35.7, 36.1, 36.5, 38.4, 38.7, 39.5, 40.5,
42.2,42.8,44.1,48.1,54.7,72.2, 79.7, 124.5, 126.5, 127.1, 127.5, 127.8,
128.2, 128.7, 146.1, 146.9, 147.8. Masa exacta: encontrado m/z
569.4331, calculado para C4oHs702 (MH") 569.4359.
3b (19 %). H-RMN (CDCls, 300 MHz), & -0.65 (m, 1H), 0.43 (s, 3H),
0.79 (d, J = 6.6 Hz, 9H), 0.87 (s, 3H), 0.90- 2.18 (sefial compleja, 25H),
1.97 (s, 1H), 2.30 (s, 1H), 3.18 (m, 1H), 3.39 (m, 1H), 5.14 (brs, 1H),
7.08-7.32 (m, 8H), 7.45 (dd, J = 7.0 Hz, J’ = 1.5 Hz, 2H). 3C-RMN
(CDCls, 75 MHz), & 12.9, 18.3, 18.8, 22.6, 23.3, 24.0, 24.6, 27.9, 28.0,
29.7, 31.7, 32.5, 35.4, 36.0, 36.1, 38.1, 39.5, 41.2, 42.5, 44.4, 46.9, 55.1,
56.3, 58.8, 70.9, 80.0, 1245, 126.6, 126.9, 127.4, 127.5, 127.8, 128.9,
145.2, 147.0, 148.0. Masa exacta: encontrado m/z 569.4384, calculado
para CsoHs702 (MH*) 569.4359.

Irradiaciones de (S) y (R)-KP-a-Ch con luz monocromética a
254 nm se llevaron a cabo usando una ldmpara de Xenon de un
espectrofluorimetro Photon Technology. Las disoluciones (ca. 10° M de
cada compuesto) fueron irradiadas en condiciones anaerobicas Yy
monitorizadas ~ mediante espectrofotometria UV/Vis siguiendo la
disminucion de la absorcion a 254 nm.

Para determinar el rendimiento cuéntico de fotodegradacion de

las diadas (S) y (R)-KP-a-Ch en diferentes disolventes, se uso la N-
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metildifenilamina en metilciclohexano como actindmetro, con un
rendimiento cuantico de formacion de N-metilcarbazol de 0.42. Las
disoluciones fueron fotolizadas bajo atmdsfera inerte empleando luz
monocromatica a 300 nm y monitorizadas mediante espectrofotometria
UV, siguiendo la disminucion de la absorcion a 355 nm. Asi, los
rendimientos cuanticos se calcularon a partir de la pendiente de las rectas

a una absorbancia de 355 nm versus el tiempo de irradiacion.
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4.1. Introduccion

Los factores entropicos, tales como la proximidad y la
preorientacion, pueden jugar un papel relevante en la oxidacion del
colesterol (Ch). En las membranas celulares, el movimiento del Ch esta
fuertemente restringido por el entorno y, por esta razon, es mas proclive a
la formacion de radicales que los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI)
circundantes,* a pesar de que la energia de disociacion del enlace C7-H
en el Ch es ca. 50 kJ mol* mayor que la ruptura homolitica de los
hidrégenos alilicos en los AGPI.1%7

Para demostrar la influencia de los factores topoldgicos sobre el
proceso de AH en el Ch, se han estudiado diadas en las que la BZF esta
unida covalentemente al aminocolesteno. Las diadas se han preparado a
partir del KP como derivado de la benzofenona (BZF). En estos sistemas,
ambas unidades poseen una geometria confinada y se encuentran
préximas entre si, mimetizando la situacion del Ch en las membranas
celulares.

Para investigar el proceso de AH en el 3oa-aminocolesteno
(NH2Ch) por el estado excitado triplete del ketoprofeno (KP) en las
diadas (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh (Figura 4.1) se han combinado
experimentos de fotolisis en estado estacionario, fotolisis de destello
laser (FDL) y foto-polarizacion nuclear dinamica inducida quimicamente
(foto-CIDNP).
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Figura 4.1. Estructuras quimicas de los compuestos NH2Ch, (S)-KP-NHCh y
(R)-KP-NHCh.

4.2. Resultados y discusion

Se ha llevado a cabo la sintesis de los compuestos
diastereoisoméricos (S) y (R)-KP-NHCh a partir de B-Ch, como
modelos més rigidos que los correspondientes ésteres previamente
estudiados.®*% La ruta sintética consta de 4 etapas, como se puede

observar en la Figura 4.2.
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Figura 4.2. Sintesis de (S) y (R)-KP-NHCh: a) MsClI, piridina b) NaN3;, DMF

¢) PhsP, THF, H,O d o d”) DMAP, DCC.

En la primera etapa el B-Ch se convirtié en un derivado mesilato

(MsCh) para luego llevar a cabo una sustitucion nucleofilica de tipo Sn2,
mediada por azida de sodio (segunda etapa). La Sn2 implica inversion de
configuracién, proporcionando 3a-azido-5-colesterol (N3Ch). En la
tercera etapa se redujo la azida a amina empleando trifenilfosfina (PhsP),
obteniéndose NH>Ch. Por ultimo, se llevo a cabo el acoplamiento entre
NH2Ch y el (S) o el (R)-KP utilizando diciclohexilcarbodiimida (DCC) y
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dimetilaminopiridina (DMAP), para dar lugar a las diadas (S) y (R)-KP-
NHCh, respectivamente. Estos compuestos fueron caracterizados
mediante técnicas espectroscopicas de H y *C-RMN, asi como por
espectrometria de masas. Como se puede observar en la Figura 1, los
compuestos (S) y (R)-KP-NHCh presentan en su estructura quimica un
cromoforo tipo BZF. Ello permitio someter a las amidas (S) y (R)-KP-
NHCh a estudios fotoquimicos y fotofisicos.

En este sentido, se llevaron a cabo experimentos de fotdlisis en
estado estacionario mediante luz monocromatica a 254 nm, en
diclorometano (ca. 10° M) y en atmoésfera de nitrdgeno, para evaluar la
fotorreactividad de dichas diadas. Las cinéticas de degradacion se
monitorizaron  mediante  espectrofotometria UV, siguiendo la
disminucion en el maximo de absorcion de la BZF a 254 nm. Como se
muestra en la Figura 4.3, los cambios en dicha banda de absorcion UV
fueron consistentes con la reduccion del croméforo BZF. Cabe destacar
que la diada (S)-KP-NHCh se fotoliz6 més eficientemente que su
diastereoisomero (R)-KP-NHCh.
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Figura 4.3. Disminucion de la absorcion a 254 nm para las diadas (S)-KP-
NHCh y (R)-KP-NHCh en funcion del tiempo de irradiacion. Grafica interior:

espectro UV de (S)-KP-NHCh en atmdsfera de nitrogeno a diferentes tiempos
de irradiacion a dexc = 254 nm.

Cabe esperar que la AH intramolecular en las diadas genere
birradicales centrados en el carbono,?®% que pueden recombinar para
formar productos de acoplamiento C-C. Teniendo en cuenta esta premisa,
se realizaron irradiaciones a escala preparativa de los compuestos (S) y
(R)-KP-NHCh en diclorometano para investigar la posible formacion de
fotoproductos. Estas se llevaron a cabo en tubos de Pyrex con una
lampara de 400 W de mercurio de media presion. Las fotorreacciones se
siguieron por cromatografia en capa fina y RMN. Los crudos de
fotorreaccion obtenidos se sometieron a purificacion mediante
cromatografia en columna de silice, usando como eluyente

hexano/acetato de etilo/diclorometano (70:20:10 v/v/v). El analisis de los
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espectros de las diferentes fracciones obtenidas reveld la formacion de
cuatro fotoproductos diastereoisoméricos 4a-d, dos para cada diada. La
elucidacion estructural de los compuestos 4a-d se hizo en base a RMN
(*H y 1C) y espectrometria de masas. Su formacion resulta de la AH
intramolecular desde la posicion alilica 7 del Ch, por el estado excitado
triplete del KP, y posterior acoplamiento C-C del birradical generado,
como se muestra en la Figura 4.4. Este comportamiento permite
confirmar la participacién de un mecanismo radicalario en la formacién
de los fotoproductos obtenidos, evidenciando que el mecanismo

implicado en este proceso es de Tipo I.
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(S)-KP-NHCh (R)-KP-NHCh
hv‘N2 h"iNz
(S)-*KP"-NHCh (R)-*KP"-NHCh

%,

$ ® OH
HN

FOo0

(S)-KP-NHCh ee

4a R'=Ph, R?>= OH 4¢ R!'=Ph, R>= OH
4b R'= OH, R2=Ph 4d R'= OH, R*=Ph

Figura 4.4. Formacion de los productos 4a-d tras la irradiacion a escala
preparativa de las diadas (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh.

Ademas, para obtener una prueba experimental directa que
confirme el mecanismo de AH intramolecular propuesto, las diadas (S) y
(R)-KP-NHCh se sometieron a estudios de fotdlisis de destello laser.
Asi, disoluciones en diclorometano, de cada una de ellas por separado y
burbujeadas con N2, fueron excitadas a 355 nm mediante un laser
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pulsado Nd:YAG. Los espectros de absorcion transitoria de (S) y (R)-
KP-NHCh obtenidos 200 ns después del pulso de laser correspondieron
a la combinacion de dos especies: un estado excitado triplete (absorcion
triplete-triplete del croméforo BZF) con méximos a ca. 325 y 525 nm y
un birradical cetilo-alilo con maximos a ca. 330 y 545 nm. Ambas
especies se desactivaron eficientemente en presencia de oxigeno. Como
se muestra en la Figura 4.5A, la diada (S)-KP-NHCh (linea roja) muestra
una contribucion del birradical ligeramente superior en comparacion con
la diada (R)-KP-NHCh (linea azul).

A)
1.5
1.0
<
<
0.5
0.0

1 1 1 1 1 1 1
350 400 450 500 550 600 650 700
A (nm)
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Figura 4.5. A) Espectros de absorcién transitoria obtenidos ca. 0.2 us después
del pulso laser (Aexc = 355 nm) para (S)-KP-NHCh (rojo) y (R)-KP-NHCh
(azul). B) Cinética de desaparicion normalizada de las especies transitorias
generadas a partir de (S)-KP-NHCh (rojo) y (R)-KP-NHCh (azul)
monitorizada a 525 nm. Gréfica interior: doble reciproco para la desactivacion
del estado triplete excitado de las diadas (S)-KP-NHCh (rojo) y (R)-KP-NHCh
(azul) por naftaleno (NP) en CHCl..

El analisis cinético de la desaparicion de las sefiales (Figura
4.5B), utilizando una funcidn biexponencial, permitié determinar los
tiempos de vida del triplete y del birradical. Los tiempos de vida del
triplete fueron muy cortos (escala de tiempo en ns), mientras que los
birradicales generados presentaron un tiempo de vida méas largo (0.5 y
0.8 us para (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh, respectivamente). Como
consecuencia de la superposicion espectral de los tripletes y los
birradicales, no fue posible conseguir valores precisos de tiempos de vida

del triplete mediante observacion directa de la absorcion T-T de ambas
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diadas. Por tanto, tal y como se ha descrito en el capitulo anterior, se
realizaron experimentos adicionales de FDL (Aexc = 355 nm) con
soluciones de (S) y (R)-KP-NHCh en diclorometano, utilizando el
método de transferencia de energia, empleando NP como aceptor.1%®

Los parametros de Stern-Volmer (kq X ti) obtenidos aplicando la
ecuacion (1) (ver capitulo anterior) fueron 440 M y 1072 M para (S)-
KP-NHCh y (R)-KP-NHCHh, respectivamente. Ademas, asumiendo que
la kq intermolecular determinada para el (S)-KP en diclorometano (8 x
10° M? s1) fue la misma para ambas diadas, los tiempos de vida de
triplete obtenidos fueron de 55 ns para (S)-KP-NHCh y 134 ns para (R)-
KP-NHCh, respectivamente. Los valores obtenidos se usaron para
determinar las constantes de velocidad para el proceso intramolecular
(kig) por medio de la ecuacion (2) (ver capitulo anterior), y resultaron ser
1.7 x 107 s para (S)-KP-NHCh frente a 6.9 x 10° s para (R)-KP-
NHCh.

Desde un punto de vista cualitativo, estos resultados estan de
acuerdo con los obtenidos en la fotolisis en estado estacionario,
confirmando que las diadas (S) y (R)-KP-NHCh presentan una
importante estereodiferenciacion en el proceso de AH intramolecular.

Por otra parte, como se indicé en la introduccion, el sitio preferido
para la AH en el Ch es el &tomo de carbono en la posicion 7. La energia
de disociacion del correspondiente enlace C-H es de 88 kcal/mol.1%” En
comparacion, los valores de energia de disociacion de los enlaces C-H de
los grupos a-metileno en los AGPI son menores. Para acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados dichos valores son de 85 y 75

kcal/mol, respectivamente. Por lo tanto, desde un punto de vista
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puramente termodinamico, la AH del Ch es menos favorable. Sin
embargo, el Ch en las membranas celulares es mas propenso a la
oxidacion que los AGPI.1% Esto puede ser debido a que el entorno de la
membrana es muy complejo y hace que los factores entropicos jueguen
un papel muy importante. Con el fin de evaluar como influye la topologia
en la AH de Ch, se realizaron experimentos de CIDNP intermoleculares
entre la BZF y el Ch en disoluciones deuteradas de diclorometano y
benceno. Aunque se emple6d un amplio rango de concentraciones, no se
observo polarizacion CIDNP en ningln caso.

Por el contrario, las diadas (S) y (R)-KP-NHCh mostraron
importantes polarizaciones CIDNP. Asi, en las Figuras 4.6 y 4.7 se
muestran los espectros de RMN y CIDNP de (S) y (R)-KP-NHCh junto
con las asignaciones de las sefiales correspondientes a los protones mas
importantes. Las asignaciones se basan en los espectros de RMN de los

fotoproductos aislados 4a-d.
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Figura 4.6. Espectros RMN (a) y CIDNP (b) de (S)-KP-NHCh registrados 2 us
después del pulso del laser (Aexc = 355 nm) en CD,Cl..
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Figura 4.7. Espectros RMN (a) y CIDNP (b) de (R)-KP-NHCh registrados 2

us después del pulso del laser (Aexc = 355 nm) en CgDe.
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En los espectros CIDNP de (S) y (R)-KP-NHCHh, las transiciones
de RMN estan polarizadas en ambas direcciones, positiva (absorcion) y
negativa (emisién). Ademas de las polarizaciones de (S) y (R)-KP-
NHCh, s6lo se encontraron pocas sefiales de productos adicionales. La
Tabla 4.1 muestra los desplazamientos quimicos de todas las sefiales de
RMN de las diadas (S) y (R)-KP-NHCh, junto con el tipo de

polarizacién en los espectros CIDNP.
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Tabla 4.1. Parametros de RMN y CIDNP de las diadas (S)-KP-NHCh y (R)-
KP-NHCh y sus asignaciones obtenidas aplicando las reglas de Kaptein.

Protén Desplazamiento Signo de Signo de I'=axAgxuxeg
quimico polarizacion hfc en el
ppm CIDNP radical
libre
Diada
(S)-KP-NHCh
(CD2Cl)
Ha 5.24 - + - =44+
Ho 3.99 No polarizado
Hec 3.63 No polarizado
Ha 2.54 - + S
He 1.95 + - + =+t
Hs 1.37 - + - = -+t
Sefiales nuevas
He (1) 3.52 - - =
He (2) 331 + - S ——
Ha 2.42 + + + = +-+-
Diada
(R)-KP-NHCh
(CeDe)
Ha 5.16 - + - = -4+
Ho 431 No polarizado
Hec 3.32 No polarizado
Ha 2.32 - + - =4+t
He 1.91 + - + = -4+
Hs

Sefiales nuevas

He (1) 3.43 - - P
He (2) 332 - - =
Ha 2.18 + + + =4+
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El conocimiento de los valores y signos de las constantes de
acoplamiento hiperfino (hfcs) es crucial para interpretar los espectros de
CIDNP. Por tanto, teniendo en cuenta que los métodos DFT no permiten
calcular las hfcs en birradicales, se realizaron célculos B3LYP/TZVP
DFTHOML de Jas hfcs en (S)-KP-NHChse y (R)-KP-NHChee
considerando la superposicion de los mono-radicales A (de tipo Ch) y B
(de tipo BZF). Ademas, con el fin de facilitar los célculos, las cadenas
alquilicas no se consideraron. Como punto de partida para el célculo de
los radicales libres, se utilizaron las estructuras optimizadas
B3LYP/TZVP de (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh (Figura 4.8). Es
importante resaltar que la distancia entre el oxigeno carbonilico y uno de
los protones alilicos en 7 de las diadas (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh
era solo ca. 2.6 A.

(S)-KP-NHCh (R)-KP-NHCh

Figura 4.8. Geometrias calculadas (B3LYP/TZVP) de (S)-KP-NHCh y (R)-
KP-NHCh.

En la Figura 4.9 se muestran las geometrias y las hfcs (mas
grandes que 1 G) de los radicales A y B (para (S)-KP-NHCh) y Cy D
(para (R)-KP-NHCh). Las hfcs mas prominentes de los radicales A-D
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pertenecen a los protones Hr (24.3 G), He (-15.6 G) y Ha (13.6 G,
promedio de dos valores). Las geometrias de los radicales libres A-D no
eran muy diferentes de las de (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh.

Wm-xnwcn-- R'=CHs, R2=H
B R, ° OH
(R)-KP-NHCh+ R'=H, R2=CHj,

Figura 4.9. Visualizacion (a) de los orbitales moleculares ocupados por un sélo
electron (SOMO) y hfcs calculados (B3LYP/TZVP) de los radicales A-D, que
se usaron para predecir los hfcs en los birradicales (S)-KP-NHChee y (R)-KP-

NHChes (b).
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Los espectros *H CIDNP de las diadas (S)-KP-NHCh y (R)-KP-
NHCh indican claramente la formacion de un birradical, que se genera a
través de wuna transferencia de hidrdégeno intramolecular del
aminocolesterol al cromo6foro BZF. Esta transferencia de hidrégeno es
parcialmente reversible y por tanto da lugar a resonancias CIDNP
polarizadas de (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh. Los valores de las
polarizaciones CIDNP estan plenamente de acuerdo con las hfcs
calculados (Figura 4.9). En los birradicales (S)-KP-NHChee y (R)-KP-
NHChes, los protones que poseen valores significativos de hfcs son: Ha,
Ha, He, He y los aromaéticos. Las sefiales de estos protones estaban mucho
mas polarizadas en los espectros CIDNP. Esto concuerda con la teoria
CIDNP y obedece la regla de Kaptein para una polarizacion neta.''? Asi,
protones con polarizaciones opuestas poseen signos opuestos de hfcs
(Tabla 4.1).

Después de la AH intramolecular, son dos las reacciones que
pueden ocurrir: a) la transferencia inversa de hidrégeno, a través de la
cual se regeneran las diadas de partida (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh
y b) la ciclacion radicalaria entre el carbono Cz del aminocolesteno y el
carbono carbonilico de la porcién BZF, que conduce a la formacion de
los fotoproductos 4a-d. La segunda reaccion se confirma por la presencia
en cada espectro CIDNP de tres multipletes polarizados asignados a los
protones Ha'y He' de los dos pares de diastereoisomeros. Asumiendo que
los factores g de las porciones BZF de los birradicales (S)-KP-NHChee y
(R)-KP-NHChes son mas grandes que los de las partes NH2Ch,!
podemos afirmar que la trasferencia inversa de hidrogeno es una reaccion

de “caja” y la ciclacion radicalaria una reaccion de “escape”. Esto
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concuerda con la polarizacion positiva de Ha'(2.18 ppm) y la negativa de
He (3.43 'y 3.32 ppm) en (R)-KP-NHCh (los signos de las polarizaciones
aplicando las reglas de Kaptein se muestran en la Tabla 4.1). Sin
embargo, en el espectro CIDNP de (S)-KP-NHCh, He estd polarizado
positivamente, sugeriendo asi que uno de los dos diasteroisémeros 4a o
4b se forma directamente desde el estado triplete del birradical (S)-KP-
NHChee,

Como se menciond anteriormente, una mezcla de Ch y BZF no
mostré una reactividad significativa en experimentos CIDNP, mientras
que las diadas (S) y (R)-KP-NHCh reaccionaron de manera muy
eficiente. Estos resultados se correlacionan con los obtenidos
anteriormente mediante experimentos de fotolisis en estado estacionario
y FDL. Para la version intermolecular entre BZF y Ch se ha demostrado
previamente!!* que en disolventes dadores de hidrdgeno (diclorometano,
dioxano, metanol) el principal proceso es la AH a partir del disolvente.
Sin embargo, incluso en acetonitrilo, que tiene baja capacidad de donar
hidrogeno, la reaccion bimolecular del estado excitado triplete de BZF
con Ch es mucho menos eficiente que en diadas que contienen la BZF
unida covalentemente al Ch. Los rendimientos cuénticos de los
birradicales en estas diadas, producidos a través de AH intramolecular,
oscilaban entre 0.65 y 0.80 dependiendo del disolvente. Estos valores son
mucho maés elevados que el obtenido para la reaccidon intermolecular
(rendimiento cuantico del radical cetilo entre 0 y 0.14). En las diadas (S)
y (R)-KP-NHCh, que son similares a las estudiadas anteriormente, la
distancia entre el oxigeno del carbonilo y el hidrégeno alilico en C7 es

s6lo de 2.6 A (Figura 4.8) en sus conformaciones minimas en el estado
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fundamental. Es muy probable que esta corta distancia y orientacion
precisa determinan una alta reactividad de las diadas (S) y (R)-KP-
NHCh, en comparacion con la reaccion bimolecular entre Ch y BZF.
Estos mismos factores topoldgicos pueden jugar un papel importante en
las membranas celulares, donde el Ch es méas propenso a la oxidacion que

los AGPI circundantes.

4.3. Conclusiones

La fotorreaccion entre BZF y el aminocolesteno, unidos
covalentemente en las diadas (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh, procede
principalmente via AH intramolecular. La reaccion analoga (bimolecular)
en mezclas Ch/BZF es menos eficiente. Esto indica que la orientacion
especifica de los reactivos es decisiva para la reaccion de AH. Debido a
que muchos esteroles se caracterizan por tener una cierta orientacion en
las membranas, tales reacciones controladas topoldgicamente podrian
resultar esenciales en la naturaleza. Los resultados descritos ilustran
también la importancia de los factores entrdpicos en las reacciones

radicalarias.

4.4. Procedimiento experimental
4.4.1. General
Todos los productos quimicos y los disolventes empleados fueron

disponibles comercialmente y se utilizaron sin purificacion adicional.
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4.4.2. Sintesis de 3a-amino-5-colesteno (NH2Ch)

A una solucion enfriada (0 °C) de B-Ch (500 mg, 1.30 mmol) en
piridina anhidra (5 ml), se le afadi6 gota a gota cloruro de
metanosulfonilo (MsCl, 0,21 ml, 2.60 mmol) en atmosfera de nitrégeno,
y la mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 7 horas.
Después de este tiempo, se afiadio HCI acuoso 6 M (100 mL) a la
solucion, y la mezcla se extrajo con CH2Cl2 (3 x 10 mL). Las fases
organicas se combinaron, se lavaron con HCI 1M (10 mL) y salmuera (2
x 5 mL), se secaron con Na2SOs, se filtraron y se concentraron. El
producto metanosulfonato colest-5-en-33-ol (MsCh) resultante se utilizé
directamente en la siguiente reaccidon sin purificacion adicional. Sus
sefiales de *H RMN coinciden con las descritas anteriormente.!t®
'H RMN (300 MHz, CDClIs) & = 0.70 (s, 3H), 0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H),
0.89 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.04 (s, 3H), 0.95-2.10
(sefal compleja, 26H), 2.53 (m, 2H), 3.02 (s, 3H), 4.54 (m, 1H), 5.44 (m,
1H).

Una solucion de MsCh (560 mg, 1.20 mmol) y azida sodica
(NaNs, 130 mg, 2 mmol) en dimetilformamida (DMF, 10 mL) se calentd
a reflujo durante 5 horas en ausencia de luz. Después, el disolvente se
elimind a presion reducida, y el residuo se redisolvié en CH2Cl2 (10 mL),
se lavé con agua y salmuera, se secd sobre MgSOs y se evapord a
sequedad. A continuacion, el crudo de reaccion se purifico por
cromatografia en columna (eluyente: hexano-acetato de etilo 99:1 v/v)
para dar 3o-azido-5-colesteno!® (NsCh) como un sélido blanco (296 mg,
60%).
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'H RMN (300 MHz, CDCls) § = 0.70 (s, 3H), 0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H),
0.89 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.03 (s, 3H), 0.99-2.08
(sefal compleja, 26H), 2.21 (dt, J = 14.7 Hz, 2.4 Hz, 1H), 2.54 (brd, J =
14.7 Hz, 1H) 3.90 (quint, J = 5.7 Hz, 1H), 5.42 (m, 1H).

Posteriormente, trifenilfosfina (PhsP, 80 mg, 0.36 mmol) y N3Ch (100
mg, 0.24 mmol) se disolvieron en una mezcla de tetrahidrofurano (THF,
2 mL) y agua (0.03 mL). La mezcla resultante se agit6 a 50 ° C durante 8
horas. A continuacion, se afiadio una solucion metandlica de HCI al 5%
(15 mL), y se obtuvo un precipitado blanco, que se lavo con éter etilico
(20 mL) y se filtr6 a través de una capa de Celite® para formar el
clorhidrato de 3a-amino-5-colesteno!*’ (NH,Ch) (87 mg, 86 %).

'H RMN (300 MHz, MeOD) § = 0.75 (s , 3H), 0.89 (d, J = 6.6 Hz, 3H),
0.90 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.01-2.19
(sefial compleja, 27H), 2.80 (brd, J = 15.6 Hz, 1H), 3.54 (m, 1H), 5.54

(m, 1H); "C-RMN (300 MHz, MeOD) & = 12.3, 19.2, 19.3, 21.9, 23.0,
23.2, 25.0, 25.3, 25.6, 29.2, 29.3, 33.0, 33.4, 36.2, 37.1, 37.4, 38.3, 40.7,
41.1,435,51.1,57.6, 58.1, 126.9, 136.9.

4.4.3. Sintesis de las diadas (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh

A una disolucién de (S) o (R)-KP (200 mg, 0.78 mmol) en CH2Cl2
(5 mL), se afiadio diciclohexilcarbodiimida (DCC, 295 mg, 1.42 mmol)
en pequefias porciones, y la mezcla se agité a 0 °C durante 30 min. A
continuacion, se afiadieron una solucién de NH2Ch (295 mg, 0.71 mmol)
en CH2Cl2 (7 mL) y de 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 102 mg, 0.85

mmol), y la mezcla se mantuvo en agitacion durante 8 horas mas a la
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misma temperatura. Después, la mezcla de reaccion se filtro a través de
una capa de Celite®. El filtrado resultante se lavo con salmuera y agua,
se secO sobre Na2SO4 y se evapord. El residuo obtenido se purifico por
cromatografia en columna (eluyente: hexano-acetato de diclorometano-
acetato de 90:5:5 v/v/v) obteniéndose (S)-KP-NHCh (342 mg, 77%) y
(R)-KP-NHCh (348 mg, 79%).

Diada (S)-KP-NHCh. H-RMN (300 MHz, CDClz) § = 0.55 (s, 3H),
0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.81 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.83 (d, J = 7.2 Hz,
3H), 0.85 (s, 3H), 1.48 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.88-1.60 (sefial compleja,
22H), 1.61-1.81 (m, 4H), 1.88 (dt, J, = 12.3 Hz, J, = 3.0 Hz, 1H), 2.41

(broad d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.55 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 3.96 (m, 1H), 5.10
(broad d, J = 5.1 Hz, 1H), 5.28 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.38 - 7.72 (m, 9H);
3C-RMN (75 MHz, CDCl3) § = 11.8, 17.9, 18.7, 18.8, 20.7, 22.6, 22.9,
23.8,24.2,25.8, 28.1, 28.2, 31.7, 31.8, 34.3, 35.8, 36.2, 37.1, 37.2, 39.5,
39.6, 42.2, 45.7, 47.0, 50.5, 56.1, 56.6, 123.7, 128.4, 128.7, 129.2, 130.0,
131.8, 132.6, 137.4, 138.0, 138.7, 142.2, 172.4, 196.0. Masa exacta:
encontrado m/z 622.4606, (calculado para C4sHsoNO2 (MH™): 622.4624).
Diada (R)-KP-NHCh. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & = 0.56 (s, 3H),
0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.83 (d, J = 6.6 Hz,
3H), 0.86 (s, 3H), 1.49 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.88-1.60 (sefial compleja,
22H), 1.61-1.83 (m, 4H), 1.90 (dt, J, = 12.3 Hz, J, = 3.0 Hz, 1H), 2.38

(broad d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.56 (g, J = 7.2 Hz, 1H), 3.97 (m, 1H), 5.01

(broad d, J = 5.0 Hz, 1H), 5.33 (d, J = 7.8 Hz, ,1H), 7.40 - 7.72 (m, 9H);

13C-RMN (75 MHz, CDCl3) & = 11.8, 18.0, 18.7, 18.8, 20.7, 22.6, 22.9,

23.8, 24.2, 25.6, 28.0, 28.2, 31.7, 31.8, 34.4, 35.7, 36.2, 37.1, 37.2, 39.5,

39.6, 42.2, 45.6, 47.2, 50.6, 53.5, 56.1, 56.6, 123.6, 128.3, 128.7, 129.2,
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130.0, 131.7, 132.5, 137.4, 137.9, 138.6, 141.8, 172.6, 196.1. Masa
exacta: encontrado m/z 622.4603, (calculado para CsHsoNO2 (MH™):
622.4624).

4.4.4. Medidas de fotolisis en estado estacionario

Se irradiaron disoluciones de (S)-KP-NHCh o (R)-KP-NHCh (100 mg,
0.16 mmol) en diclorometano anhidro (40 mL) durante 8 horas a través
de Pyrex con una ld&mpara de mercurio de media presién de 400 W.
Después de este tiempo, las mezclas de reaccién se concentraron a
presion reducida y se sometieron a cromatografia en columna de gel de
silice, usando hexano/acetato de etilo/diclorometano (70:20:10 v/v/v)
como eluyente, proporcionando los fotoproductos puros 4a-d.
Fotoproducto 4a (21 %). *H-RMN (300 MHz, CDCl3) § = 0.52 (s, 3H),
0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.88 (d, J
=6.3 Hz, 3H), 1.48 (d, J = 7.5 Hz, 3H), 0.52-2.00 (sefial compleja, 24H),
2.19 (m, 1H), 2.29 (brd, J = 13.8 Hz 1H), 3.44 (m, 2H), 3.82 (m,1H),
5.27 (m, 2H), 6.60 (m, 1H), 7.14-7.41 (m, 7H), 7.79 (m, 1H); C-RMN
(75 MHz, CDCl3) 6 = 10.8, 18.3, 19.0, 20.1, 22.6, 22.9, 24.0, 25.4, 27.4,
28.1, 28.2, 34.0, 36.0, 36.3, 38.1, 38.5, 38.6, 39.0, 39.6, 42.8, 45.7, 46.9,
47.0, 50.5, 55.6, 83.5, 123.6, 127.1, 127.5, 127.6, 127.7, 128.6, 133.0,
138.3, 141.8, 141.9, 145.7, 149.0, 174.4. Masa exacta: encontrado m/z
622.4631, (calculado para CasHeoNO2 (MH™): 622.4624).

Fotoproducto 4b (43 %). *H-RMN (300 MHz, CDCls) § = 0.01 (m, 1
H), 0.50 (s, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.90 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.91 (d, J = 6.6
Hz, 3H), 1.64 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.60-2.00 (sefial compleja, 27 H), 2.10
(dt, J = 13.2 Hz, 2.7 Hz, 1H), 2.50 (brd, J = 13.2 Hz, 1H), 3.31 (m, 1H),
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3.76 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 3.89 (m, 1H), 5.81 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.10 (d,
J = 4.2 Hz, 1H), 7.32-7.50 (m, 5H), 7.85 (br s, 1H), 7.94 (d, J = 7.8 Hz,
1H), 8.12 (brd, J = 8.4 Hz, 2H); ¥C-RMN (75 MHz, CDCls) & = 11.6,
13.2, 17.6, 19.0, 19.5, 22.6, 22.8, 23.9, 25.4, 26.7, 27.9, 28.2, 34.1, 35.8,
36.1, 37.6, 37.7, 37.9, 39.0, 39.1, 39.4, 43.2, 45.7, 46.2, 49.8, 51.0, 54.6,
81.9, 123.7,126.7, 127.1, 127.9, 128.0, 128.3, 130.9, 132.1, 141.5, 141.6,
142.1, 145.3, 172.3. Masa exacta: encontrado m/z 622.4621, (calculado
para Cs3HeoNO2 (MH™): 622.4624).

Fotoproducto 4c (15 %). *H-RMN (300 MHz, CDCls) & = 0.52 (s, 3H),
0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.88 (d, J
= 6.6 Hz, 3H), 0.90-2.00 (sefial compleja, 27H), 2.13 (m, 1H), 2.23 (brd
J = 14.1 Hz, 1H), 3.41 (m, 2H), 3.83 (m, 1H), 5.22 (m, 2H), 6.56 (m,
1H), 7.07 (brd, J = 7.5 Hz, 1H), 7.20-7.40 (m, 6H), 7.76 (m, 1H); 13C-
RMN (75 MHz, CDClI3) 6 = 10.9, 18.5, 19.0, 20.1, 22.6, 22.9, 24.0, 25.8,
27.4,28.1, 28.2, 31.0, 33.8, 36.0, 36.3, 37.5, 37.8, 38.5, 38.8, 39.6, 42.8,
45.8, 47.1, 50.5, 55.6, 83.5, 126.7, 127.0, 127.5, 127.7, 128.6, 131.0,
140.3, 145.7, 148.8, 148.9, 174.2. Masa exacta: encontrado m/z
622.4648, (calculado para C4sHeoNO2 (MH™): 622.4624).

Fotoproducto 4d (54 %). *H-RMN (300 MHz, CDCls) & = 0.01 (m,
1H), 0.40 (s, 3H), 0.78 (s, 3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.81 (d, J = 6.6
Hz, 3H), 1.58 (d, J = 7.5 Hz, 3H), 0.50-2.10 (sefial compleja, 27 H), 2.06
(dt, J = 13.5 Hz, 2.7 Hz, 1H), 2.37 (brd, J = 13.5 Hz, 1H), 3.22 (m, 1H),
3.55(q, J = 7.5 Hz, 1H), 3.86 (m, 1H), 5.74 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.02 (d,
J = 4.2 Hz, 1H), 7.14 (brd, J = 7.8 Hz, 1H), 7.23-7.36 (m, 4H), 7.84 (br
s, 1H), 7.85 (m,1H), 8.03 (br, J = 8.4 Hz, 2H); 3C-RMN (75 MHz,
CDCls) 6 =11.7,17.7,17.9, 19.0, 19.4, 22.6, 22.8, 24.0, 26.1, 26.8, 27.9,
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28.2, 34.2, 35.8, 36.1, 37.5, 37.6, 37.8, 38.6, 39.3, 39.5, 43.3, 45.3, 49.0,
49.8, 50.9, 54.6, 82.1, 126.5, 127.4, 127.9, 128.0, 128.2, 128.3, 128.4,
130.9, 1415, 142.1, 142.8, 145.3, 173.3. Masa exacta: encontrado m/z
622.4629, (calculado para CssHeoNO2 (MH™): 622.4624).

4.4.5 Medidas de fotolisis de destello laser (FDL)

Se realizaron estudios de FDL usando como fuente de excitacion
un laser Nd: YAG (Lexc = 355 nm, aproximadamente 10 ns del pulso
laser, 10 mJ / pulso). Las muestras se disolvieron en diclorometano para
tener una absorbancia ca. 0.30 a 355 nm, y las soluciones se purgaron por
burbujeo de nitrogeno.

Se determinaron los tiempos de vida del estado excitado triplete
de las diadas (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh en diclorometano
mediante una reaccion de transferencia de energia al NP, teniendo en
cuenta que el NP no absorbe a 355 nm y por tanto mas del 99% de la luz
fue absorbida por las diadas. Para ello, se prepararon disoluciones de (S)-
KP-NHCh y (R)-KP-NHCh (0.5 mM) con cantidades crecientes del
desactivador (0.2 mM - 20 mM). Las constantes de velocidad de la
desactivacion del estado excitado triplete por NP se determinaron

mediante la ecuacion de Stern-Volmer (1/t = 1/10 + k [desactivador]).**

4.4.6 Estudios de polarizacion nuclear dinamica inducida
quimicamente (CIDNP).

Los experimentos de CIDNP se realizaron empleando
disoluciones de (S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh (0.01 M) en CD2Cl2y
CeDe. Las hfcs de los radicales libres se calcularon utilizando el software
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Gaussian 03 package. Todos los calculos (optimizaciones geométricas y
calculo de un solo punto) se llevaron a cabo usando el método
B3LYP/TVZPp 110111118
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5.1. Introduccion

Como se ha mencionado en la introduccion general, la naturaleza
electrénica del estado excitado triplete presenta una fuerte influencia en
el proceso de fotosensibilizacion en sistemas en los que arilcetonas estan
unidas covalentemente al Ch. En estudios anteriores se ha demostrado
que los sistemas KP-a-Ch (caracterizados por un estado excitado triplete
nt* de la BZF) son apropiados para generar birradicales por AH
intramolecular desde la posicion alilica en C-7 del Ch,%**!® mientras que
los analogos de TPA-a-Ch (con un cromoforo BZT, de naturaleza nn*)
no son reactivos via AH, pero si generan oxigeno singlete de manera
eficiente.®

El suprofeno (SP) es también un farmaco antiinflamatorio no
esteroideo, que contiene un cromoforo BZT. La Unica diferencia
estructural entre SP y TPA es el sitio de union de la cadena lateral del
acido propidnico (Figura 5.1), que es el benzoilo o el grupo tenoilo,
respectivamente.*®2° Curiosamente, esta pequefia modificacion conduce
a una menor diferencia de energia entre los estados T1 (nn*) y T2 (nw*)
del SP en comparacion con el TPA (ca. 3 vs 7 kcal / mol,
respectivamente).*?! Por lo tanto, considerando que las cetonas con un T1
de carécter nn* reaccionan a través de la poblacion térmica del estado de
mayor energia nz*, en sistemas que incluyen el SP, podrian estar

operando procesos de AH.
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HO i
S
1\ U I\
) HO )
o o]
BZT

o)
TPA

SP
Figura 5.1. Estructuras quimicas de suprofeno (SP), &cido tiaprofenico (TPA) y

2-benzoiltiofeno (BZT).
Teniendo en cuenta esta premisa, se han preparado las diadas (S)

y (R)-SP-a-Ch, asi como (S)-SP-B-Ch (Figura 5.2) con el fin de
investigar la posible competencia entre la fotogeneracion de birradicales

P
%,

(proceso de Tipo 1) y de oxigeno singlete (*O2, proceso de Tipo I1), es
decir los mecanismos claves en la fotooxidacion del Ch.

2
%,

o T

(S)-SP-a-Ch (R)-SP-0-Ch
(o]
\ . i
S (0]
(S)-SP-B-Ch

Figura 5.2. Estructuras quimicas de las diadas (S)-SP-a-Ch, (R)-SP-a-Ch y

(S)-SP-B-Ch.
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5.2. Resultados y discusion

Se han sintetizado las diadas (S) -SP-a-Ch, (R) -SP-a-Ch y (S)-SP-B-
Ch a partir del B- o a-Ch y SP (Figura 5.3).

b
M
HOY o

3-0x0-Ch

Oun

s \ HO'
o X B B-Ch i
(o]
(S)-SP-a-Ch
c|SP
+
o
® i
S (0)
(S)-SP-B-Ch
(o]
(R)-SP-0-Ch

Figura 5.3. Sintesis de (S) -SP-a-Ch, (R) -SP-a-Ch y (S)-SP-B-Ch : a)
cloruro de oxalilo, EtsN b) L-selectride ¢ o ¢’) DMAP, DCC.
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En primer lugar el B-Ch se oxidd a colestenona (3-o0xo-Ch)
usando cloruro de oxalilo y trietilamina (EtsN). El B-Ch junto con su
diastereomero a-Ch se regener6 mediante una reduccién con L-
selectride. A partir del a-Ch se llevo a cabo el acoplamiento con el SP
utilizando  diciclohexilcarbodiimida (DCC) en presencia de
dimetilaminopiridina (DMAP) para formar las diadas (S)-SP-a-Ch y (R)
-SP-a-Ch, que se purificaron mediante cristalizacion fraccionada usando
hexano/acetato de etilo. El éster (S)-SP-a-Ch se obtuvo como un sélido
blanco, mientras que su diastereoisomero (R)-SP-a-Ch se obtuvo como
un aceite viscoso tras la eliminacion del disolvente en la disolucion
filtrada. Con el fin de asignar la correcta estereoquimica, muestras
auténticas de (S)-SP-a-Ch y (R) -SP-a-Ch fueron preparadas mediante
esterificacion directa de (R)- and (S)-SP con a-Ch.1?2 Por otra parte, el
acoplamiento en las mismas condiciones entre el B-Ch y el SP condujo a
la formacion de (S)-SP-B-Ch. Todas las diadas fueron caracterizadas
mediante técnicas espectroscopicas de H, C-RMN, asi como por
espectrometria de masas.

Con el fin de investigar la formacion de fotoproductos, se
irradiaron disoluciones de (S) -SP-a-Ch, (R) -SP-a-Ch y (S)-SP-B-Ch
en diclorometano, en tubos de Pyrex y en condiciones anaerdbicas,
usando una lampara de 400 W de mercurio de media presion. Las
fotorreacciones fueron monitorizadas por C.C.F. y RMN. Los crudos de
fotorreaccion obtenidos se purificaron mediante cromatografia en
columna de silice, usando como eluyente hexano/acetato de etilo (95:5

v/v). El analisis espectral de las fracciones separadas revelo la formacion
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de dos fotoproductos diastereoisoméricos 5a y 5b a partir de las diadas

(S)-SP-a-Ch y (R) -SP-a-Ch, respectivamente (Esquema 5.1).

‘ (S)-SP-a-Ch ‘ ‘ (R)-SP-a-Ch ‘
N, ihv N, ihv
3[(S)-SP-a-Ch]* 3[(R)-SP-a-Ch]*

(R’;W (RQW

Q_ ) OH Q §
o~5 R o~5
o \ / o] | /

2,

Esquema 5.1. Formacion de los productos 5a y 5b por fot6lisis de las diadas
(S)-SP-a-Ch y (R)-SP-a-Ch.

Por el contrario, como ocurria en los anteriores sistemas que
adoptan una conformacion extendida, a partir de la diada (S)-SP-B-Ch no

se obtuvo ningun fotoproducto. Esto es debido a restricciones
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conformacionales que no permiten un acercamiento efectivo entre el
cromoforo BZT y el Ch. La formacion de los fotoproductos 5a y 5b
resulta de la AH intramolecular desde la posicion C7 del Ch, por el
estado excitado triplete del BZT, y posterior acoplamiento C-C de los
birradicales generados.

La estructura de los compuestos 5a y 5b fue asignada en base a
datos espectroscopicos (*H, *C, HSQC y NOEDIFF) y espectrometria de
masas. Como en casos anteriores, debido a la rigidez del esqueleto del
Ch, fueron necesarios experimentos de NOE para asignar la
estereoquimica de los nuevos centros quirales generados por
fotociclacion. En ambos fotoproductos, la interaccion mas relevante fue
entre el protdn alilico en el C-7 y los protones del anillo de tiofeno
(Figura 5.4).

’/L
H Th
_CB
Ar OH
Ce

Figura 5.4. Interacciones NOE en los fotoproductos 5a y 5b

Una vez aclarada la naturaleza de las reacciones fotoquimicas
ocurridas, fue interesante investigar la posible estereodiferenciacion en el
proceso de AH. Para ello, los compuestos (S)-SP-a-Ch, (R)-SP-a-Ch y
(S)-SP-B-Ch se irradiaron con luz monocromética a 266 nm en
diclorometano (ca. 10~ M), bajo atmdsfera de nitrgeno. Los cambios se
monitorizaron mediante espectrofotometria UV-Vis siguiendo la
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disminucion en el maximo de absorcion a 290 nm (gréafica interior de la

Figura 5.5), que fue consistente con la reduccion del cromoforo BZT.
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Figura 5.5. Disminucion de la absorcion a 290 nm de las diadas (S)-SP-a-Ch
(rojo), (R)-SP-a-Ch (negro) y (S)-SP-B-Ch (azul) en funcion del tiempo de
irradiacion. Gréfica interior: cambios en el espectro de absorcion de (S)-SP-a-
Ch en condiciones anaerdbicas a A = 254 nm.

Las diadas (S)-SP-a-Ch y (R)-SP-a-Ch se fotolizaron en
condiciones anaerobicas, mientras que la diada (S)-SP-B-Ch no
reacciond. Cabe destacar que la diada (S)-SP-a-Ch resultd mas
fotorreactiva que la diada (R)-SP-a-Ch, lo que indicé una clara
estereodiferenciacion en el comportamiento fotoquimico.

Para confirmar que los productos 5a y 5b fueron generados
mediante un proceso de AH intramolecular, las diadas se sometieron a
estudios de fotdlisis de destello laser. Los experimentos se llevaron a

cabo en diclorometano bajo condiciones anaerébicas a Amax = 355 nm.
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Los espectros de absorcion transitoria obtenidos para (S)-SP-a-Ch, (R)-
SP-a-Ch y (S)-SP-B-Ch (Figura 5.6) fueron todos muy similares al
previamente descrito para el estado excitado triplete del SP, con maximos
de absorcion a ca. 350 nm y 600 nm.?

En el Esquema 5.2 se ilustran las posibles rutas de fotorreaccion
que dan lugar a la generacion de birradicales y Oz y en la Tabla 1 se
proporciona un resumen de los parametros fotofisicos junto con los
valores de referencia de la literatura.!?>%°> El andlisis cinético de las
desapariciones de las sefiales a 620 nm (grafica interior de la Figura 5.6)
permitio la determinacion de los tiempos de vida del triplete (t1) que
fueron ca. 4.1 ps para (S)-SP-a-Ch y (R)-SP-a-Ch y 5.8 us para (S)-SP-
B-Ch. A partir de estos datos, las constantes de velocidad de
desactivacion intramolecular fueron determinadas mediante la ecuacion
(2) (ver tercer capitulo):

Kig = 1/ti — /70
donde i se corresponde con el tiempo de vida del compuesto (S) o (R)-
SP-a-Ch y 10 es el tiempo de vida de triplete de la diada (S)-SP-B-Ch. El
valor obtenido para (S)-SP-a-Ch y (R)-SP-a-Ch fue 0.78 x 10° s%.
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Figura 5.6. Espectros de absorcidn transitoria para la diada (S)-SP-a-Ch en
diclorometano, 1 us después del pulso del laser (hexe = 355 nm). Gréfica
interior: cinéticas de desaparicion normalizadas de los tripletes generados por
las diadas (S)-SP-a-Ch (negro), (R)-SP-a-Ch (rojo) y (S)-SP-B-Ch (azul)
monitorizadas a 620 nm.

Desafortunadamente, en la escala de tiempo de nanosegundos no
fue posible detectar el birradical. Efectivamente, la constante de
velocidad de acoplamiento (kd2) deberia ser similar a la de KP-a-Ch 'y
por lo tanto mucho mas alta que la constante de velocidad de abstraccion
de hidrégeno (kn), que por definicion es més baja que kig. Por
consiguiente, no se esperaba acumulacion de los birradicales, ya que su
consumo era mucho mas rapido que su formacion. Es interesante hacer
constar que para los analogos KP-a-Ch ocurre lo contrario, es decir ka2 es
mas baja que kn (Tabla 5.1). Por tanto, en este caso se observa la
acumulacion del birradical ya que los productos de acoplamiento se

generan mucho mas lentamente.
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desactivacion

desactivacion fisica
kg1

* kiq / ductos d
S-Ch — 38-Ch k/f pro l|JC 0S te
d2 acopamleno
SP 90 % \
) [SH’-Ch(-H)*]

KP 100 %

TPA 90 % 5% (23 % \K
> LKP 80 o/: ((80 0/‘;)))] 0, productos de

TPA <0.5%(<5% oxidacion
Kq1| 0, 0,
des .
’[8-Ch-0,' — 10, +S-Ch —— % »  productos de oxidacion

SP 52 %
KP <0.01 %

TPA 50 %

desactivacion

Esquema 5.2. Rutas de fotorreaccién que generan las especies birradical y
oxigeno singlete del sensibilizador, como SP, KP o TPA, unido covalentemente

al Ch. Los porcentajes obtenidos en condiciones anaerdbicas se encuentran
entre paréntesis.
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Tabla 5.1. Pardmetros fotofisicos de las diadas en diclorometano

Parametros (S)- 0 (R)-SP-a—Ch KP-a-Ch @
Bisc 09® 1.00
Kar /st 1.7 x10°@ 5.9 x 10°
Kiq / s 7.8 x10%® 1.0 x 108
ket / st 6.2 x 10*® 8.0 x 107
Ke /st 1.6 x 104® 2.0 x 107
kgt / M1s? 0.4 x 10° 0.6 x 10°
o 0.52 <0.01
kaz / 51 ND © 5.0 x 10°
kgz / M5t ND © 3.6 x 10°
Kas / st 1.4 x 10*®™ 1.3 x 10*
Kgs/ M1st 5.7 x 1040 5.7 x 10*®
17/ ps 4.10 <0.01

2valores tomados de la ref. 94

®valor tomado de la ref. 120

“valor tomado de la ref. 123

9kg1= 1/ 7 ((s)-sP-p-ch)

¢ Las constantes de velocidad de desactivacion intramolecular se estimaron como kig = 1/t; —1/ 1

f Las constantes de velocidad de AH (k) y desactivacion fisica por el sistema n (kx) se obtuvieron
asumiendo que su ratio es similar a la determinada para las diadas KP-a-Ch y que kig = Ky + Kz

9 No determinada

"kqgs = 1/ ta usando perinaftenona como fotosensibilizador (valor tomado de la ref. 124)

Pvalor tomado de la ref. 125
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Para determinar la capacidad de las diadas (S)-SP-a-Ch, (R)-SP-
a-Ch y (S)-SP-B-Ch de fotosensibilizar la produccion de oxigeno
singlete molecular excitado (*O2 o !Ag), se realizaron estudios en
tiempo resuelto de emision en el infrarrojo cercano en diclorometano,
usando perinaftenona (PN) como estandar. La formacién de esta
especie reactiva de oxigeno se detectd por su lumiscencia a 1270 nm,
usando un diodo de germanio como detector. El tiempo de vida del
oxigeno singlete (Figura 5.7A) obtenido fue de ca. 70 us en todos los
casos (similar al tiempo de vida de 'Oz descrito en la literatura para el
mismo disolvente). El rendimiento cuantico de produccion de oxigeno
singlete (¢a) fue 0.52 para (S)-SP-a-Ch y (R)-SP-a-Ch y 0.56 para (S)-
SP-B-Ch (Tabla 5.1 y Figura 5.7B).

A)

PN
— (S)-SP-a-Ch
—— (R)-SP-0-Ch
— (S)-SP-p-Ch

e
[3,]
1

Emision (a.u.)
o
o

-0.5 4

1 1 1
-50 0 50 100 150 200 250
tiempo (us)
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Figura 5.7. Experimentos de tiempo resuelto a 1270 nm tras excitacion a
308 nm de disoluciones aireadas en diclorometano de (S)-SP-a-Ch, (R)-SP-
a-Ch y (S)-SP-B-Ch, usando perinaftenona como estandar de comparacion
A) Desactivacion de luminiscencia de 'O, B) Formacion de *O,.

5.3. Conclusiones

Aunque no fue posible detectar el birradical mediante estudios
de fotdlisis de destello laser en las diadas SP-a—Ch, su generacion (5
%) ha sido quimicamente demostrada obteniendo los fotoproductos de
acoplamiento 5a y 5b. Ademas, los estados excitados triplete de (S)-SP-
a-Ch y (R)-SP-a-Ch fueron desactivados por el oxigeno molecular para
generar 102 de manera eficiente (52 %). Resulta muy interesante el hecho
que los analogos del TPA (que también poseen una arilcetona de tipo
7,m*) no son reactivos via AH intramolecular (< 0.5 %) pero si producen
102 con un ¢a = 0.5. Por el contrario, para los derivados del KP (3n,nt*),
se observa una eficiente fotogeneracion de birradicales (80 %) en la
posicion alilica C- 7 del Ch y la produccion de 'O2 es despreciable (<
0.01 %).
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Asi, las diadas SP-a-Ch pueden ser utilizadas para generar tanto
birradicales como oxigeno singlete, considerandose por tanto modelos

apropiados para estudiar ambos tipos de oxidacion del Ch (Tipo I 'y Tipo

).

5.4. Procedimiento experimental
5.4.1. General
El SP y el B-Ch fueron disponibles comercialmente. Los reactivos

y los disolventes comerciales se emplearon sin purificacion adicional.

5.4.2. Sintesis de epi-colesterol (a-Ch)

Una disolucién de cloruro de oxalilo (5.8 mL, 2 M en CH2Clz,
11.10 mmol) y CH2Cl2 anhidro (70 mL) se mezclaron en un matraz a una
temperatura de -78 °C en atmosfera inerte. A continuacion, se afiadieron
lentamente dimetilsulfoxido anhidro (0.90 mL, 12.68 mmol) y una
disolucion de B-colesterol (3 g, 7.76 mmol) en CH2Clz anhidro (30 mL).
La mezcla de reaccion se calent6 hasta alcanzar la temperatura de -45 °C
y se agitdo durante 1.5 horas. Después de este tiempo, se afadio
trietilamina (5.63 mL, 40.20 mmol) y se sigui6é agitando durante 1.5
horas calentando hasta temperatura ambiente. La reaccion se pard
mediante adicion de H20 desionizada (150 mL). La mezcla se extrajo
con CH2Cl2 (3 x 100 mL), las fases organicas se juntaron, se lavaron con
salmuera (2 x 100 ml) y se secaron sobre Na2SO4 para dar el producto 5-
colesten-3-ona, que se uso inmediatamente en la reaccion siguiente sin

purificacién adicional.
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Una solucion de L-selectride (10 mL, 1 M en THF, 10.00 mmol) en THF
anhidro (25 mL) se enfri6 a -78 °C. El 5-colesteno-3-ona se disolvid en
15 mL de THF, y después de enfriarse a 4 ° C, se afiadio a la disolucion
de L-selectride. La mezcla de reaccion se agité durante 2 ha -78 °C y
después una hora adicional a 23 °C. La reaccion se desactivo afiadiendo
KOH acuoso (25 mL, 2 M), seguido de metanol (25 mL). La extraccién
de la mezcla se llevo a cabo con éter (2 x 50 mL). Las fases organicas
obtenidas se lavaron con salmuera (3 x 50 mL), se secaron sobre Na2SO4
y se evaporaron. A continuacioén, el crudo de reaccion se purificé por
cromatografia en columna (eluyente: hexano-éter dietilico de 1: 1 v/v)
para dar a-Ch como un sélido blanco (840 mg, 28 %). Sus sefiales de H
RMN coinciden con las descritas anteriormente.!?

'H-RMN (CDCls, 300 MHz) § 0.69 (s, 3H), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H),
0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.94 —
2.10 (sefal compleja, 28H), 2.56 (m, 1H), 4.01 (m, 1H), 5.41 (m, 1H).

5.4.3. Sintesis de las diadas (S)-SP-a-Ch y (R)-SP-a-Ch

A una disolucion de SP racémico (375 mg, 1.45 mmol) en CH2Cl2
(15 mL), se afadi6 diciclohexilcarbodiimida (DCC, 535 mg, 2.60 mmol)
en pequefias porciones, y la mezcla se agité a 0 °C durante 30 min. A
continuacion, se afiadieron una disolucion de a-Ch (500 mg, 1.30 mmol)
en CH2Cl2 (15 mL) y de 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 20 mg, 0.16
mmol), y la mezcla se mantuvo en agitacion durante 8 horas mas a la
misma temperatura. Después, la mezcla de reaccion se filtro a través de
una capa de Celite®. El filtrado resultante se lavo con salmuera y agua,

se secO sobre Na2SO4 y se evapord. El residuo obtenido se purifico por
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cromatografia en columna (eluyente: hexano-acetato de etilo-
diclorometano de 90:5:5 v/v/v) obteniéndose la  mezcla
diastereoisomérica de los ésteres correspondientes. Después de la
cristalizacion usando hexano - acetato de etilo (95:5 v/v), el
diastereoisomero (S)-SP-a-Ch fue obtenido como un aceite incoloro
(319 mg, 39 %) y (R)-SP-a-Ch como un solido blanco (335 mg, 41%).

Diada (S)-SP-a-Ch. *H-RMN (CDCIs, 300 MHz) & 0.58 (s, 3H), 0.80 (d,
J = 6.6 Hz, 3H), 0.81 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.83 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.89
(s, 3H), 1.47 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.90-1.92 (sefial compleja, 26H), 2.12
(dm, J = 15.3 Hz, 1H), 2.37 (dm, J = 15.3 Hz, 1H), 3.71 (q, J = 7.2 Hz,
1H), 4.90 (m, 1H), 5.14 (m, 1H), 7.10 (dd, J = 4.8 Hz, 3.6 Hz, 1H), 7.36
(dm, J = 8.3 Hz, 2H), 7.58 (dd, J = 3.6 Hz, 1.1 Hz, 1H), 7.65 (dd, J = 4.8
Hz, 1.1 Hz, 1H), 7.77 (dm, J = 8.3 Hz, 2H); *C-RMN (CDCls, 75 MHz)
6 11.8, 18.0, 18.7, 18.9, 20.7, 22.6, 22.8, 23.9, 24.2, 26.0, 28.0, 28.2,
31.8, 32.0, 33.5, 35.8, 36.2, 36.3, 36.9, 39.6, 39.7, 42.3, 46.1, 50.2, 56.1,
56.8, 71.3, 122.3, 127.8, 129.5, 134.0, 134.5, 136.7, 138.2, 143.7, 145.4,
173.1, 187.5. HRMS (El): encontrado m/z 628.3947, calculado para
Cs1Hs603S (M™) 628.3950.

Diada (R)-SP-a-Ch. 'H-RMN (CDClIs, 300 MHz) § 0.57 (s, 3H), 0.80
(d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.81 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.83 (d, J = 6.6 Hz, 3H),
0.88 (s, 3H), 1.46 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.90-1.94 (sefial compleja, 26 H),
2.09 (dm, J = 15.3 Hz, 1H), 2.32 (dm, J = 15.3 Hz, 1H), 3.70 (q, J = 7.2
Hz, 1H), 4.88 (m, 1H), 4.94 (m, 1H), 7.10 (dd, J = 5.1 Hz, 3.9 Hz, 1H),
7.35 (dm, J = 8.3 Hz, 2H), 7.59 (dd, J =3.9 Hz, 1.1 Hz, 1H), 7.65 (dd, J
=5.1 Hz, 1.1 Hz, 1H), 7.77 (dm, J = 8.3 Hz, 2H); 3C-RMN (CDCl3, 75
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MHz) 6 11.8, 17.8, 18.7, 18.9, 20.8, 22.6, 22.9, 23.9, 24.2, 26.3, 28.1,
28.2,31.7, 31.9, 33.7, 35.8, 36.1, 36.2, 36.9, 39.6, 39.8, 42.3, 45.9, 50.2,
56.1, 56.8, 71.3, 122.4, 127.8, 129.5, 134.0, 134.5, 136.6, 138.2, 143.7,
145.4, 173.2, 187.4. HRMS (EI): encontrado m/z 628.3968, calculado
para C41Hs603S (M*) 628.3950.

5.4.4. Sintesis de la diada (S)-SP-B-Ch

A una disolucién de SP (75 mg, 0.29 mmol) en CH2Cl2 (10 mL),
se afiadio B-Ch (100 mg, 0.26 mmol) en CH2Cl2 (3 mL) gota a gota, y la
mezcla se calent6 en reflujo durante 8 horas. Después de dejar enfriar la
mezcla de reaccion a temperatura ambiente, se lavo con agua (3 x 10 mL)
y salmuera (10 mL). La fase organica se seco sobre Na2SOa, se evapord y
se purifico por cromatografia en columna (eluyente: hexano - acetato de
etilo - diclorometano de 90:5:5 v/v/v) obteniéndose el éster
correspondiente (S)-SP-B-Ch (134 mg, 82 %) como un solido blanco.
'H-RMN (CDCls, 300 MHz) § 0.69 (s, 3H), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H),
0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.01 (s, 3H), 1.55 (d, J
= 7.2 Hz, 3H), 0.96-2.07 (sefial compleja, 26 H), 2.23 (m, 1H), 2.33 (m,
1H), 3.79 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.62 (m, 1H), 5.37 (m, 1H), 7.18 (dd, J =
5.1 Hz, 3.6 Hz, 1H), 7.45 (dm, J = 8.1 Hz, 2H), 7.67 (dd, J = 3.6 Hz, 1.1
Hz, 1H), 7.73 (dd, J =5.1 Hz, 1.1 Hz, 1H), 7.86 (dm, J = 8.1 Hz, 2H);
13C-RMN (CDCls, 75 MHz) §11.9, 18.5, 18.7, 19.3, 21.1, 22.6, 22.8,
23.9, 24.3, 27.5, 27.7, 28.0, 28.2, 31.8, 31.9, 35.8, 36.2, 36.4, 36.6, 37.0,
37.8, 38.0, 39.5, 39.7, 42.3, 45.8, 50.0, 56.2, 56.7, 74.6, 122.8, 127.6,
127.9, 129.6, 134.1, 134.7, 136.9, 139.5, 139.6, 143.7, 145.4, 173.3,
187.7. HRMS (EI): encontrado m/z 628.3933, calculado para C41Hs603S
(M™) 628.3950.
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5.4.5. Medidas de fotdlisis en estado estacionario

Disoluciones de (S)-SP-a-Ch, (R)-SP-a-Ch o (S)-SP-B-Ch (con
una concentracion de ca. 10* M) fueron irradiadas, en condiciones
anaerdbicas, con luz monocromatica a 266 nm utilizando una lampara de
Xe de un espectrofluorimetro Photon Technology equipado con un
monocromador. Las cinéticas de degradacion se monitorizaron por
espectrofotometria UV-VIS siguiendo la disminucion de la absorcion a
290 nm.

Para estudiar la formacion de fotoproductos, se llevaron a cabo
irradiaciones a escala preparativa. Asi, disoluciones de las diadas (S)-SP-
a-Ch y (R)-SP-a-Ch (150 mg, 0,24 mmol) en diclorometano (20 ml),
bajo N2, se irradiaron durante 8 h a través de Pyrex con una lampara de
mercurio de 400 W de media presion. Transcurrido este tiempo, las
mezclas de reaccion se concentraron a presion reducida y los residuos
obtenidos se purificaron por cromatografia en columna, usando hexano /
acetato de etilo 98: 2 v/v como eluyente, obteniéndose los fotoproductos
5ay 5b.

Fotoproducto 5a (51 %). *H-RMN (CDCls, 300 MHz) § 0.53 (s, 3H),
0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.82 (s, 3H), 0.87 (d, J
= 6.6 Hz, 3H), 1.57 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.90-1.98 (sefial compleja, 24
H), 2.18 (m, 1H), 2.49 (m, 1H), 2.69 (s, 1H), 3.09 (m, 1H), 3.62 (q, J =
7.2 Hz, 1H), 4.59 (m, 1H), 4.70 (m, 1H), 6.44 (dd, J = 8.1 Hz, 2.0 Hz,
1H), 6.83 (dd, J = 8.1 Hz, 2.0 Hz, 1H), 6.99 (dd, J = 5.1 Hz, 3.6 Hz, 1H),
7.11 (dd, J = 3.6 Hz, 1.2 Hz, 1H), 7.25 (dd, J = 5.1 Hz, 1.2 Hz, 1H), 7.28
(m, 1H), 7.74 (dd, J = 8.1 Hz, 2.0 Hz, 1H); *C-RMN (CDCls, 75 MHz)
510.2, 13.6, 18.8, 18.9, 20.5, 22.6, 22.9, 23.8, 25.5, 26.7, 28.1, 33.1,
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35.8, 36.1, 36.2, 38.1, 39.2, 39.6, 40.2, 41.1, 42.9, 46.6, 46.7, 50.2, 56.1,
70.2, 83.9, 124.7, 124.9, 125.0, 125.9, 126.1, 126.7, 128.0, 135.7, 139.7,
146.8, 156.2, 173.4. HRMS (EI): encontrado m/z 627.3865, calculado
para Cs41Hss03S (M-H)* 627.3866.

Fotoproducto 5b (53 %). *H-RMN (CDCls, 300 MHz) § 0.53 (s, 3H),
0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.82 (s, 3H), 0.87 (d, J
= 6.6 Hz, 3H), 1.49 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.90-1.97 (sefial compleja, 24
H), 2.14 (m, 1H), 2.46 (m, 1H), 2.70 (s, 1H), 3.06 (m, 1H), 3.57 (q, J =
7.2 Hz, 1H), 4.55 (dd, J = 5.4 Hz, 1.5 Hz, 1H), 4.68 (m, 1H), 6.48 (dd, J
= 8.1 Hz, 2.0 Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 8.1 Hz, 2.0 Hz, 1H), 6.98 (dd, J = 5.1
Hz, 3.6 Hz, 1H), 7.09 (dd, J = 3.6 Hz, 1.2 Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 8.1 Hz,
2.0 Hz, 1H), 7.24 (dd, J = 5.1 Hz, 1.2 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 8.1 Hz, 2.0
Hz, 1H); ¥*C-RMN (CDCls, 75 MHz) § 10.2, 13.1, 18.8, 19.1, 20.5, 22.6,
22.9, 23.7, 25.9, 26.6, 28.1, 32.7, 35.3, 35.8, 36.2, 38.0, 39.2, 39.6, 40.1,
41.2,42.9, 45.8, 46.4, 50.2, 56.1, 69.7, 84.0, 123.1, 124.7, 124.9, 125.7,
125.9, 126.7, 128.5, 130.8, 134.9, 140.1, 147.0, 156.0, 172.9. HRMS
(ED: encontrado m/z 627.3846, calculado para CasiHss03S (M-H)*
627.3866.

5.4.6. Medidas de fotolisis de destello laser

Todos los experimentos se han realizado a temperatura ambiente.
Las muestras se disolvieron en diclorometano y las disoluciones
obtenidas tenian una absorbancia de ca. 0.3 a 355 nm. Las disoluciones
se desairearon mediante burbujeo de nitrogeno (cuando se especifica).

99



Capitulo 5. Fotogeneracion de birradical vs oxigeno singlete

5.4.7. Medidas de oxigeno singlete

Las medidas de fosforescencia de oxigeno singlete se realizaron
detectando su luminiscencia (1270 nm) mediante un fotodiodo de
germanio Oriel 71614 acoplado a una celda de l&ser fotolisis con una
geometria de angulo recto. El rendimiento cuantico de oxigeno singlete
(¢n) de las diadas se determind en disoluciones de diclorometano
utilizando el mismo valor de absorbancia (0.30) a 308 nm para cada
compuesto. Se utilizé como estandar perinaftenona en diclorometano,*?’

que tiene un rendimiento cuantico de oxigeno singlete (¢a) de 0.95.
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6.1. Introduccion

Como se ha mencionado anteriormente, la oxidacion del
colesterol (Ch) es un proceso que puede ocurrir a través de mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos. Sus productos de oxidacion, los
oxiesteroles, son compuestos que en condiciones fisiologicas (niveles
muy bajos y controlados), desempefian un rol esencial en la regulacién de
la homeostasis del propio Ch.%! Sin embargo, su acumulacion alcanzando
niveles patoldgicos esta asociada con la aparicién y el desarollo de
enfermedades crdnicas, tales como la aterosclerosis y el Alzheimer,128:12°

En la oxidacion del Ch por via no enzimética pueden operar dos
mecanismos: Tipo | (via radicales libres) y Tipo Il (mediado por oxigeno
singlete, 102). En el primer caso, un paso clave es la abstraccion de un
hidrogeno alilico, inducida por especies reactivas de oxigeno (ROS) o
por estados excitados triplete de compuestos carbonilicos.

Siempre se habia descrito en la literatura que el proceso de
abstraccion de hidrégeno (AH) en el Ch ocurria solamente en la posicion
alilica 7. Asi, los productos primarios de la autoxidacién del Ch son los
derivados 7-a/B-hidroperdxidos, que a su vez se transforman en los
dioles 7a/B-hidroxi-Ch y la cetona 7-0xo-Ch. Estos oxiesteroles tienen
gran relevancia bioldgica ya que se usan como biomarcadores para el
estudio de la peroxidacion lipidica.>* Por otra parte, muy recientemente
se han identificado derivados hidroperédxidos del Ch en las posiciones 4 y
6, sugiriendo que la AH podria ocurrir también, aunque en menor grado,
en el proton alilico del C-4 del Ch.”? En el Esquema 6.1 se ilustran los
productos primarios obtenidos a partir de la AH en las dos posiciones

alilicas 4y 7.
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Esquema 6.1. Productos primarios obtenidos a partir de la AH en las dos
posiciones alilicas 4y 7.

En este sentido, se ha descrito que la AH en la posicién 4 por un
radical peroxilo puede estar permitida por la formacion de enlaces de
hidrogeno con el grupo OH en el C-3, a pesar de que la energia del
enlace C4-H (89.0 kcal/mol), determinada mediante calculos teoricos, es
ca. 6 kcal/mol mayor que la del enlace C7-H (83.2. kcal/mol).

En la fotooxidacion del Ch Tipo I, la AH en el C-7 es considerada
también el proceso clave como se ha demostrado en trabajos previos del
grupo.%394114.119.130 Be hecho, sélo se han observado fotoproductos de
acoplamiento C-C generados tras AH en el C-7 y no en el C-4.

Por todo lo expuesto anteriormente, en el presente capitulo se
pretende estudiar la AH en la posicion C-4 del Ch, inducida por el estado
excitado triplete del ketoprofeno (KP) que contiene el cromoforo

benzofenona (BZF). Para ello, se prepararon sistemas en los que los

104



Capitulo 6. Abstraccion de hidrégeno en la posicion C-4

oxiesteroles 7-a/p-OH-Ch estan unidos covalentemente al (S) o (R)-KP.
En estas diadas la posicién 7 se ve blogueada y, por tanto, la AH en C-4
podria estar favorecida por efectos estéricos y/o conformacionales. El
grupo OH en la posicion 3 se protegié con un grupo acetilo para que el
acoplamiento con el (S) o (R)-KP se produjera exclusivamente con el OH
en C-7 (Figura 6.1).

7-0-OH-Ch R,=OH, R,=H (R)-KP-7-a-acetiiCh R,=CH;, R,=H

7-8-OH-Ch R;=H, R,=OH (§)-KP-7-q-acetilCh R,=H, R,=CH,

AcO

(8)-KP-7-B-acetilCh

Figura 6.1. Estructuras quimicas de los compuestos (R)-KP-7-a-acetilCh, (S)-
KP-7-a-acetilCh y (S)-KP-7-B-acetilCh.

Para llevar a cabo el objetivo propuesto se han combinado

experimentos de fotdlisis en estado estacionario, fotdlisis de destello
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laser y de polarizacién nuclear dindmica inducida quimicamente
(CIDNP).

6.2. Resultados y discusion

Las diadas (R)-KP-7-a-acetilCh, (S)-KP-7-a-acetilCh, (S)-KP-
7-B-acetilCh y los oxiesteroles 7-a/B-OH-Ch se han sintetizado a partir
del 3B-acetoxi-5-colesteno (acetilCh). La ruta sintética se muestra en la

Figura 6.2.

a7 s&& BT

acetilCh

7-a-OH-Ch 7-oxo-acetilCh
C
7-3-OH-Ch 7-a-OH-acetilCh 7-B-OH-acetilCh
d (R -KP (S) -KP
(S) -KP >
(8)-KP-7a-acetilCh (R)-KP-Ta-acetilCh (8)-KP-7B-acetilCh

Figura 6.2. Sintesis de (R)-KP-7-a-acetilCh, (S)-KP-7-a-acetilCh, (S)-KP-7-
B-acetilCh y 7-a/B-OH-Ch: a) t-BuOOH, Cul b) L-selectride c) NaBHy,
CeCl3*7H20 d, d’ 0 ¢) DMAP, DCC.
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En primer lugar, el acetilCh se oxidd a 3f3-acetoxicolest-5-en-7-
ona (7-oxo-acetilCh) utilizando t-butil-hidroperéxido (t-BuOOH). La
reduccion de 7-oxo-acetilCh usando L-selectride permitié obtener los
dioles 7-a/B-OH-Ch y el compuesto 7a-hidroxi-acetilcolesterol (7a-
OH-acetilCh). EI acoplamiento entre este ultimo y el (S) o el (R)-KP
utilizando  diciclohexilcarbodiimida (DCC) en presencia de
dimetilaminopiridina (DMAP), llevo a la formacion de las diadas (S) y
(R)-KP-7-a-acetilCh, respectivamente. Por otra parte, la reduccion de 7-
oxo-acetilCh, empleando NaBHs di6 lugar al compuesto 73-hidroxi-
acetilcolesterol (7B-OH-acetilCh), que fue acoplado al (S)-KP para dar
la diada (S)-KP-7-B-acetilCh. Tanto los intermedios de reaccion como
los productos finales de la sintesis fueron caracterizados por 'H, 3C-
RMN y DEPT, asi como por espectrometria de masas.

Con el fin de investigar la formacién de fotoproductos, se
realizaron irradiaciones a escala preparativa de las diadas (R)-KP-7-a-
acetilCh, (S)-KP-7-a-acetilCh y (S)-KP-7-B-acetilCh en tubos de
Pyrex utilizando diclorometano como disolvente y en condiciones
anaerdbicas, mediante una ldmpara de 400 W de mercurio de media
presion. Las fotorreacciones fueron monitorizadas por C.C.F. y RMN.
Los crudos de fotorreaccion obtenidos se purificaron mediante
cromatografia en columna de silice, usando como eluyente
hexano/diclorometano/acetato de etilo (85:10:5 v/v/v). El andlisis de los
espectros de las diferentes fracciones obtenidas reveld la formacion de

dos fotoproductos diastereoisoméricos 6a y 6b a partir de las diadas (R)-
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KP-7-a-acetilCh y (S)-KP-7-a-acetilCh, respectivamente (Esquema
6.2).

(R)-KP-7a-acetilCh (S)-KP-7a-acetilCh
hv¢ N, hv ¢ N,
(R)-*KP"-Ta-acetilCh (S)-*KP’-7a-acetilCh

¢ ¢

N ~re

(S)-KP-7a-acetilChe®®

Esquema 6.2. Formacion de los productos 6a y 6b por fot6lisis de las diadas
(R)-KP-7-a-acetilCh y (S)-KP-7-a-acetilCh.

Los productos 6a y 6b se forman por AH intramolecular desde el

C-4 por el estado excitado triplete del cromoforo BZF, y posterior
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acoplamiento C-C de los birradicales generados. La estructura de los
compuestos 6a y 6b fue asignada en base a datos espectroscépicos (*H,
13C, HSQC y NOESY) y espectrometria de masas. Por el contrario, a
partir de la diada (S)-KP-7-B-acetilCh no se obtuvo ningun
fotoproducto, debido a su conformacion extendida que no permite una
efectiva aproximacion entre la BZF y el oxiesterol.

En particular, los experimentos NOESY proporcionaron
informacidn acerca de la estereoquimica de los nuevos centros quirales
generados por fotociclacion. En los fotoproductos 6a y 6b, la interaccion
mas relevante fue entre el proton alilico en el C-4 y los protones del
grupo fenilo. Ademas, cabe destacar que no se encontré ningun efecto
NOE entre los hidrogenos en C-4 y en C-3, lo que significa que ambos
atomos de hidrégeno se encuentran en una configuracién trans entre si
(Figura 6.3).

y»H4 Hy
Ph Ar C, OAc
Cj Cs Cs C(OH)Ar,
OH H;

Figura 6.3. Interacciones NOE en el fotoproducto 6a.

Para demostrar que la formacion de los fotoproductos 6a y 6b
ocurre a través de un mecanismo radicalario, las diadas (R)-KP-7-a-
acetilCh y (S)-KP-7-a-acetilCh se sometieron a estudios de fotolisis de

destello laser (FDL) y de polarizacion nuclear dindmica inducida
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quimicamente (CIDNP). Los experimentos de FDL se llevaron a cabo en
diclorometano, en atmésfera de nitrogeno a Aexc = 355 nm. Los espectros
de absorcion transitoria (Figura 6.4, gréfica interior) de las diadas (R)-
KP-7-a-acetilCh y (S)-KP-7-a-acetilCh, obtenidos 0.3 us después del
pulso del laser, muestran la presencia exclusiva del triplete con un
caracteristico maximo de absorcion a 525 nm. No fue posible detectar los
birradicales (R)-KP-7-a-acetilChee y (S)-KP-7-a-acetilChee en la
escala de tiempo de nanosegundos ya que su formacion es mucho mas
lenta que su consumo. Por otra parte, en el caso de la diada (S)-KP-7-B-
acetilCh, ademas del triplete, se observd la presencia del radical cetilo
(con maximo a 545 nm) generado tras la AH a partir del disolvente. El
analisis cinético de las desapariciones de las sefiales a 610 nm (Figura
6.4) permitid la determinacion de los tiempos de vida del triplete (tT) que
fueron ca. 0.40 us para (R)-KP-7-a-acetilCh, 0.60 us para (S)-KP-7-a-
acetilCh y 1.67 us para (S)-KP-7-B-acetilCh (este valor se corresponde

con el del compuesto de referencia (S)-KP).
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Figura 6.4. Cinéticas de desaparicion de (R)-KP-7-a-acetilCh (negro), (S)-
KP-7-a-acetilCh (rojo) y (S)-KP-7-B-acetilCh (azul) a 610 nm en
diclorometano, N,. Gréfica interior: espectros de absorcion transitoria obtenidos
0.3 ps después del pulso del laser.

Los valores de tr permitieron cuantificar la velocidad de la
reaccion de AH en la posicion 4; las constantes de velocidad de
desactivacion intramolecular (kig) fueron determinadas mediante la
ecuacion (2) (ver tercer capitulo):

kiqg = 1/ti — 1/70
donde i se corresponde con el tiempo de vida del compuesto (R) o (S)-
KP-7-a-acetilCh y to es el tiempo de vida de triplete de la diada (S)-KP-
7-B-acetilCh. Los valores obtenidos para (R)-KP-7-a-acetilCh y (S)-
KP-7-a-acetilCh fueron 1.90 x 10° sy 1.07 x 10° s, respectivamente.

Estos datos indican una importante estereodiferenciacion en el proceso de
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AH intramolecular. Ademas, los valores de kiq para las diadas (R)-KP-7-
a-acetilCh y (S)-KP-7-a-acetilCh resultaron ser bastante mas bajos que
los de las amidas KP-NHCh y los esteres KP-a-Ch, previamente
estudiados.®*!1°® Esto es debido a que los tiempos de vida de triplete
encontrados para (R)-KP-7-a-acetilCh y (S)-KP-7-a-acetilCh fueron
mas largos (t1 Yy kiqg SOn inversamente proporcionales).

Los experimentos de CIDNP se realizaron en diferentes
disolventes deuterados (tolueno, diclorometano, cloroformo vy
acetonitrilo) en atmosfera inerte. Los compuestos (R) y (S)-KP-7-a-
acetilCh mostraron importantes polarizaciones CIDNP, mientras que la
diada (S)-KP-7-a-acetilCh no dié ninguna sefial polarizada. Asi, en las
Figuras 6.5 y 6.6 se muestran los espectros de RMN y CIDNP de (R) y
(S)-KP-7-a-acetilCh junto con las asignaciones de las sefiales
correspondientes a los protones mas importantes. Las asignaciones se

basan en los espectros de RMN de los fotoproductos aislados.
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Disolvente dQa
" -
Ar (R)-KP-7-0-acetilCh
———
i L
b)
Ar
—
"‘\J\*ML

[

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.
ppm

Figura 6.5. Espectros RMN (a) y CIDNP (b) de (R)-KP-7-a-acetilCh
registrados después del pulso del laser (Aexc = 355 nm) en CD,Cl..
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(S)-KP-7-a-acetilCh

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm

Figura 6.6. Espectros RMN (a) y CIDNP (b) de (S)-KP-7-a-acetilCh
registrados después del pulso del laser (Aexc = 355 nm) en CDCl..

En los espectros CIDNP de (R) y (S)-KP-7-a-acetilCh, las
transiciones de RMN estan polarizadas en positivo (absorcion) y negativo
(emision). Ademaés de las polarizaciones de (R) y (S)-KP-7-a-acetilCh,
solo se encontraron pocas sefiales de productos adicionales. En particular,
la sefial nueva a 3.06 ppm (d’) parece atribuirse a la correspondiente
sefial del proton en C-4 de los fotoproductos 6a y 6b, confirmando asi su
formacion a partir de los birradicales precursores. En cualquier caso, se
trata de una asignacion tentativa y se estan llevando a cabo calculos

tedricos para una mejor justificacion de los efectos CIDNP observados.
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Teniendo en cuenta que las diadas (R)-KP-7-a-acetilCh y (S)-
KP-7-a-acetilCh dan lugar a un proceso de AH en la posicion 4, como
se evidencia con la formacion de fotoproductos en C-4 tras el
acoplamiento C-C de los birradicales generados, seria interesante estudiar
la version intermolecular para ver si la AH en C-4 sigue estando
favorecida al irradiar los oxiesteroles 7-a/B-OH-Ch y la BZF por
separado. En el tercer capitulo de la presente tesis, se ha visto que
irradiaciones de disoluciones de B—Ch en presencia de BZF dan lugar a
AH en C-7.11 Sin embargo, en los oxiesteroles 7-a/B-OH-Ch, un grupo
hidroxilo sustituye uno de los dos protones en la posicion 7, lo que podria
desfavorecer estadisticamente y/o estéricamente la abstraccion del proton
remanente en beneficio de la abstraccion de uno de los atomos de
hidrégeno en C-4.

En este sentido, disoluciones de BZF/ 7-a.0 7-OH-Ch (1.5:1
proporciones molares) se sometieron a estudios de fotolisis en estado
estacionario en diclorometano y acetonitrilo para investigar la formacion
de fotoproductos. Los experimentos se llevaron a cabo en atmosfera de
nitrégeno, usando un fotorreactor multilampara equipado con 8 lamparas
UVB (Amax = 300 nm, distribucion gaussiana). Tanto en diclorometano
como en acetonitrilo, se obtuvo el 7-oxo-colesterol (7-oxo-Ch) como
producto mayoritario para ambos compuestos. Los rendimientos
obtenidos para 7-0xo-Ch en acetonitrilo (44 %y 37 % para 78-OH-Ch y
7a-OH-Ch, respectivamente) fueron mas altos que en diclorometano (22
% y 18 % para 7B-OH-Ch y 7a-OH-Ch, respectivamente). Ademas, el

fotoproducto 7-oxo-Ch se obtuvo en cantidad mayor a partir del 7-B-
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OH-Ch. Estos datos indican claramente una significativa influencia del
disolvente y una importante estereodiferenciacion entre los dioles en el
proceso de AH. Efectivamente, el oxiesterol 7-B-OH-Ch reacciona
totalmente durante su irradiacion con BZF, mientras que su
diastereoisomero 7-a-OH-Ch no se consume completamente. Esto
significa que la abstraccion del proton 7o esta favorecida respecto al 7p.
La formacion del fotoproducto principal se explica por la AH en C-7 de
7-B-OH-Ch o 7-a-OH-Ch por la BZF, seguida por la desproporcion del

par de radicales generado. Ademas de la cetona 7-oxo-Ch, se aisl6 el

fotoproducto pinacol en todos los casos (Figura 6.7).

2
%,

o]
HO “"OH
7-a/B-OH-Ch BZF

l AH en el carbono 7

eet_ o
ST S S

OH
desproporcmn

c&”fa

7-0x0-Ch benzidrol

pinacol

Figura 6.7. Formacion de los fotoproductos 7-oxo-Ch y pinacol.
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Para confirmar que la formacion del fotoproducto 7-oxo-Ch
ocurre por AH en C-7, los oxiesteroles 7-a/B-OH-Ch se sometieron a
experimentos de FDL a 355 nm, en diclorometano y en condiciones
anaerdbicas. Los espectros de absorcion transitoria en la zona del visible
para 7-B-OH-Ch y 7-a-OH-Ch, obtenidos 5 us después del pulso del
laser, muestran la presencia de dos especies transitorias: el estado
excitado triplete de la BZF con maximo a 525 nm y el radical cetilo con
un maximo a 545 nm. Como se muestra en la grafica interior de la
Figura 6.8, el diol 7-B-OH-Ch (linea roja) muestra una contribucién del
radical cetilo ligeramente superior en comparacion con el diol 7-a-OH-
Ch (linea azul). EIl analisis cinético de la desaparicion de las sefiales a
610 nm (donde sélo se encuentra la especie triplete) permitié demostrar
que el triplete de la BZF (°BZF") se desactiva en presencia de los
oxiesteroles 7-B-OH-Ch y 7-a-OH-Ch (Figura 6.8).
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Figura 6.8. Cinéticas de desaparicion de BZF en ausencia (negro) y en
presencia de 7-B-OH-Ch (rojo) o 7-a-OH-Ch (azul) a 610 nm en
diclorometano. Gréfica interior: espectros de absorcidn transitoria obtenidos 5
us después del pulso del laser.

Con el fin de cuantificar la reactividad de *BZF" con los
oxiesteroles 7-a/B-OH-Ch, fueron determinadas las constantes de
desactivacion. Asi, se represento la inversa del tiempo de vida del triplete
de la BZF a 610 nm frente a la concentracion de 7-B-OH-Ch o 7-a-OH-
Chy los valores de las constantes de desactivacion se obtuvieron a partir

de la pendiente de las dos rectas obtenidas (Figura 6.9).
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Figura 6.9. Efecto de la adicion de 7-B-OH-Ch (negro) y 7-a-OH-Ch (rojo) en

la velocidad de desactivacion del triplete de la BZF a 610 nm (representacion
Stern-Volmer).

Las constantes de desactivacion de 3BZF" fueron similares para
7-B-OH-Ch y 7-a-OH-Ch (2.37 x 108 y 2.13 x 108, respectivamente), a
pesar de la estereodiferenciacion observada en la fotorreactividad.

Aunque las constantes de velocidad de desactivacion del triplete
BZF no parecen, en principio, correlacionarse con los rendimientos de
los productos obtenidos en la fotolisis en estado estacionario, la
diferencia observada puede explicarse teniendo en cuenta que las
constantes de velocidad estan asociadas con el paso inicial, mientras que
la distribucion de los productos es el resultado del proceso global que
incluye desproporcion o transferencia de hidrogeno reversible en el par

radical generado.
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6.3. Conclusiones

Se ha demostrado la oxidacion del Ch en la posicion 4 via AH al
irradiar sistemas en los que los oxiesteroles 7-a/f-OH-Ch estan unidos
covalentemente al (S) o (R)-KP. Asi, tras AH en la posicion 4, se
obtienen dos fotoproductos diastereoisoméricos por acoplamiento C-C a
partir de los dos birradicales generados. Cabe destacar que se observa
una importante estereodifereciacion en el proceso de AH intramolecular
en las diadas (R) y (S)-KP-7-a-acetilCh.

En la version intermolecular del proceso, se observa una
importante estereodiferenciacion entre los oxiesteroles 7p y 7a—OH-Ch
en la fotogeneracion del producto 7-oxo-Ch y una significativa influencia
del disolvente. Asi, los rendimientos obtenidos para 7-oxo-Ch en
acetonitrilo son mas altos que en diclorometano. Ademas, el rendimiento
de formacion del fotoproducto 7-oxo-Ch es mayor a partir del oxiesterol
7B—OH-Ch.

6.4. Procedimiento experimental
6.4.1. General

El (S) y (R)-KP vy el acetilCh son disponibles comercialmente. Los
reactivos y los disolventes comerciales se usaron directamente sin

purificacién adicional.

6.4.2. Sintesis de 7-oxo-acetilCh
A una disolucion de acetilCh (5.5 g, 12.80 mmol) y Cul (0.1 g, 0.50
mmol) en tolueno anhidro (100 mL) se le afiadié gota a gota t-

120



Capitulo 6. Abstraccion de hidrégeno en la posicion C-4

butilhidroperdxido (15.4 mL). La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo
durante 24 horas. Despues de este tiempo se evaporé el disolvente, el
crudo de reaccion se diluy6 con agua y se extrajo con éter etilico. El
residuo se purifico por cromatografia en columna (eluyente: hexano-
acetato de etilo 9:1 v/v), obtenieniéndose el producto 7-oxo-acetilCh
(3.2 g, 7.20 mmol, 57 %). Sus sefiales de *H-RMN y 3C-RMN coinciden
con las descritas anteriormente en la literatura.!3!

'H-RMN (300 MHz, CDClIs) & = 0.70 (s, 3H), 0.88 (d, J = 6.3 Hz, 3H),
0.89 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 1.22 (s, 3H), 2.06 (s,
3H), 1.01-2.60 (sefial compleja, 26H), 4.73 (m, 1H), 5.72 (m, 1H). 3C-
RMN (75 MHz, CDCI3) 6=12.0,17.3,18.9, 21.2, 21.3, 22.6, 22.8, 23.8,

26.3, 27.4, 28.0, 28.5, 35.7, 36.0, 36.2, 37.7, 38.3, 38.7, 39.5, 43.1, 45.4,
49.8, 50.0, 54.8, 72.2, 126.7, 163.8, 170.3, 202.0.

6.4.3. Sintesis de los dioles 7B y 7a-OH-Ch

A una disolucién de 7-oxo-acetilCh (2 g, 4.60 mmol) en THF
anhidro (30 mL) se le afiadi6 gota a gota L-selectride (15 mL). La mezcla
de reaccion se agitd a -78 °C durante 1 hora. El residuo se diluyé con
agua (20 mL) y se extrajo con CH2Cl2 (50 mL). La fase organica se lavo
(10 % HCI, 10 % NaHCOs, salmuera), se seco sobre Na2SOa4 anhidro, se
filtré y se concentrd. El crudo de reaccion se purifico por cromatografia
en columna (eluyente: éter etilico-hexano-acetato de etilo 80:15:5 v/v/v)
para dar los dioles 78-OH-Ch (0.42 g, 1.04 mmol, 23 %) y 7a-OH-Ch
(0.78 g, 1.94 mmol, 42 %).%3!
7B-OH-Ch. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & = 0.62 (s, 3H), 0.79 (d, J =

6.6 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.85 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.98 (s,
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3H), 0.91-2.30 (sefial compleja, 28H), 3.48 (m, 1H), 3.77 (m, 1H), 5.22
(m, 1H). B3C-RMN (75 MHz, CDCls) § = 11.8, 18.8, 19.2, 21.1, 22.6,
22.8, 23.8, 26.4, 28.0, 28.5, 31.6, 35.7, 36.2, 36.4, 36.9, 39.5, 39.6, 40.9,
41.7,42.9,48.3,55.5, 56.0, 71.4, 73.4, 125.5, 143.5.

7a-OH-Ch. *H-RMN (300 MHz, CDCls) § = 0.70 (s, 3H), 0.88 (d, J =
6.6 Hz, 3H), 0.89 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 1.01 (s,
3H), 1.05-2.41 (sefial compleja, 28H), 3.61 (m, 1H), 3.87 (m, 1H), 5.62
(m, 1H). $3C-RMN (75 MHz, CDCls) § = 11.6, 18.3, 18.7, 20.7, 22.6,
22.8, 23.7, 24.3, 28.0, 28.3, 31.4, 35.8, 36.2, 37.0, 37.4, 37.5, 39.2, 39.5,
42.0,42.1,42.3,49.4,55.9, 65.4, 71.4, 123.9, 146.2.

6.4.4. Sintesis de las diadas KP-7-acetilCh

6.4.4.1. Sintesis de 7B y 7a-OH-acetilCh

La reduccion selectiva de 7-oxo-acetilCh con L-selectride llevo a
la formacion de 7a-hidroxi-3B-acetoxi-5-colesteno (7a-OH-acetilCh),
mientras que la reduccion con NaBHa dio lugar al 7f3-hidroxi-33-acetoxi-
5-colesteno (7B-OH-acetilCh).
El compuesto 7a-OH-acetilCh fue preparado usando L-selectride
mediante el procedimiento descrito en el apartado anterior para la
formacion de los dioles. Tras su purificacion mediante columna
cromatogréfica (eluyente: hexano-acetato de etilo 70:30 v/v), el producto
se obtuvo como un sélido blanco (0.68 g, 1.53 mmol, 33 %). Sus datos de
'H y 3C-RMN coinciden con los descritos en la literatura.**?
IH-RMN (300 MHz, CDCls) 6 = 0.66 (s, 3H), 0.84 (d, J = 6.6 Hz, 3H),
0.85 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.90 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.98 (s, 3H), 1.04-1-98

(sefial compleja, 25H), 2.00 (s, 3H), 2.34 (m, 2H), 3.80 (m, 1H), 4.61 (m,
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1H), 5.60 (m, 1H). 3C-RMN (75 MHz, CDCls) 5 = 11.6, 18.2, 18.7,
20.7,21.4, 22.6, 22.8, 23.7, 24.3, 27.5, 28.0, 28.3, 30.9, 35.8, 36.2, 36.7,
37.5, 37.9, 39.1, 395, 42.1, 42.2, 49.4, 55.8, 65.2, 73.4, 124.8, 145.2,
170.4.
Por otra parte, el compuesto 7B-OH-acetilCh se prepard utilizando
NaBH4, como se ha anticipado. Asi, a una disolucion de 7-oxo-acetilCh
(1 g, 2.30 mmol) y CeCls*7H20 (0.88 g, 2.30 mmol) en una mezcla
anhidra de THF y MeOH (1:1, 40 mL) se le afiadié NaBH4 (170 mg, 0.62
mmol). La mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 2
horas. El crudo de reaccion se diluy6 con agua (30 mL) y se extrajo con
CH2ClI2 (3 x 30 mL). La fase organica se lav6 con una disolucion de HCI
5% vy con salmuera, se secd sobre Na:SOs anhidro y se evaporo
obteniéndose 7B-OH-acetilCh (0.65 g, 1.46 mmol, 64 %).1%
!H-RMN (300 MHz, CDCls) § = 0.62 (s, 3H), 0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H),
0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.85 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.94 —
1.95 (sefial compleja, 25H), 1.96 (s, 3H), 2.29 (m, 2H), 3.78 (m, 1H),
4.55 (m, 1H), 5.24 (m, 1H). 3C-RMN (75 MHz, CDCls) 5 = 11.8, 18.8,
19.1, 21.0, 21.4, 22.5, 22.8, 23.8, 26.4, 27.7, 28.0, 28.5, 35.7, 36.2, 36.5,
36.7, 37.6, 39.5, 40.8, 42.9, 48.2, 55.5, 55.9, 73.2, 73.5, 126.4, 142.3,
170.5.

6.4.4.2. Sintesis de las diadas (R) y (S)-KP-7-a-acetilCh

A una disolucion de (S) o (R)-KP (215 mg, 0.84 mmol) en CH2Cl2
(5 mL), se afiadi6 diciclohexilcarbodiimida (DCC, 320 mg, 1.54 mmol)
en pequefias porciones, y la mezcla se agité a 0 °C durante 30 min. A
continuacién, se afiadieron una solucion de 7a-OH-acetilCh (340 mg,

0.77 mmol) en CH2Cl2 (7 mL) y de 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 10
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mg, 0.08 mmol), y la mezcla se mantuvo en agitacion durante toda la
noche a la misma temperatura. Después, la mezcla de reaccion se filtro a
través de una capa de Celite®. El filtrado resultante se lavd con salmuera
y agua, se secO sobre Na:SO4 y se evapord. El residuo obtenido se
purifico por cromatografia en columna (eluyente: hexano-acetato de
diclorometano-acetato de 90:5:5 v/v/v) obteniéndose (R)-KP-7-a-
acetilCh (390 mg, 0.57 mmol, 74%) y (S)-KP-7-a-acetilCh (355 mg,
0.52 mmol, 68%).

Diada (R)-KP-7-a-acetilCh. 'H-RMN (300 MHz, CDCl3) § = 0.55 (s,
3H), 0.85 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.98 (s, 3H), 1.55
(d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.64-1.93 (sefial compleja, 27 H), 2.05 (s, 3H), 2.37
(m, 2H), 3.78 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.69 (m, 1H), 4.89 (m, 1H), 5.59 (m,
1H), 7.41-7.83 (m, 9H). *C-RMN (75 MHz, CDCls) & = 11.3, 17.5, 18.1,
18.6, 20.6, 21.4, 22.5, 22.8, 23.8, 24.0, 27.5, 27.8, 28.0, 35.6, 35.9, 36.0,
36.5, 37.3, 37.9, 39.0, 39.5, 42.0, 43.0, 45.6, 48.6, 53.4, 55.7, 68.7, 73.1,
120.7, 128.3, 128.4, 129.1, 129.6, 130.0, 131.4, 132.4, 137.6, 137.7,
141.5, 146.9, 170.4, 173.2, 196.1. HRMS (EI): encontrado m/z 681.4493,
calculado para CasHe10s5 (M+H)* 681.4514.

Diada (S)-KP-7-a-acetilCh. *H-RMN (300 MHz, CDCls) & = 0.54 (s,
3H), 0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.82 (d, J = 6.6
Hz, 3H), 0.91 (s, 3H), 1.49 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.98-1.94 (sefal
compleja, 24H), 1.96 (s, 3H), 2.25 (m, 2H), 3.74 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.48
(m, 1 H), 4.84 (m, 1H), 5.48 (m, 1H), 7.35-7.74 (m, 9H). *C-RMN (75
MHz, CDCl3) 6 = 11.4, 17.9, 18.1, 18.7, 20.7, 21.3, 22.5, 22.8, 24.0,
27.4, 28.0, 35.8, 35.9, 36.1, 36.6, 37.3, 37.8, 39.1, 39.5, 42.1, 43.2, 45.9,

49.1, 55.9, 68.9, 73.2, 120.3, 128.3, 129.1, 129.4, 130.0, 131.7, 132.3,
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137.6, 140.8, 147.1, 170.3, 173.4, 196.3. HRMS (El): encontrado m/z
681.4492, calculado para CasHe105 (M+H)" 681.4514.

6.4.4.3. Sintesis de la diada (S)-KP-7-B-acetilCh

A partir del (S)-KP (215 mg, 0.84 mmol) y del 7B-OH-acetilCh
(340 mg, 0.77 mmol) se prepar6 la diada (S)-KP-7-B-acetilCh (405 mg,
0.59 mmol, 77 %) de manera idéntica a las diadas descritas en el apartado
anterior.
'H-RMN (300 MHz, CDCls) § = 0.59 (s, 3H), 0.87 (d, J = 6.3 Hz, 3H),
0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.09 (s, 3H), 1.55 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 2.05 (s,
3H), 0.67-2.37 (sefial compleja, 29H), 3.74 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.61 (m,
1H), 4.98 (m, 1H), 5.24 (m, 1H), 7.18-7.82 (m, 9H). 33C-RMN (75 MHz,
CDCl3) 6 =11.7,18.2, 18.6, 18.9, 21.1, 21.3, 22.5, 22.8, 23.8, 25.1, 27.6,
28.0, 29.7, 30.9, 31.2, 35.7, 36.1, 36.3, 36.4, 36.5, 37.6, 38.2, 39.3, 39.5,
42.7, 45.7, 48.2, 53.4, 55.4, 73.2, 122.0, 128.3, 128.4, 129.0, 129.7,
130.0, 131.8, 132.4, 137.6, 137.7, 140.6, 144.5, 170.3, 173.8, 196.4.
HRMS (EI): encontrado m/z 681.4495, calculado para CssHe1Os (M+H)*
681.4514.

6.4.5. Medidas de fotdlisis en estado estacionario
6.4.5.1. Fotolisis en estado estacionario de los dioles
Disoluciones de los dioles 78 y 7a-OH-Ch (50 mg, 0.12 mmol) y
BZF (35 mg, 0.19 mmol) en acetonitrilo y diclorometano (60 mL) fueron
irradiadas en atmosfera de nitrogeno durante 3 horas en tubos de Pyrex
en un fotorreactor multilampara equipado con ldamparas UVB (Amax = 300
nm, distribucion gaussiana). Después de este tiempo, la mezcla de

reaccién se concentré bajo presion reducida y el residuo obtenido se
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purificé por cromatografia en columna (eluyente: hexano acetato de etilo-
diclorometano de 95:2.5:2.5 v/v/v) para dar el fotoproducto de
desproporcion 7-oxo-Ch con diferentes rendimientos segun el sustrato de
partida y el disolvente empleado (en acetonitrilo 44 % y 37 % a partir de
7B-OH-Ch y 7a-OH-Ch, respectivamente; en diclorometano 22 % y 18
% a partir de 7B-OH-Ch y 7a-OH-Ch, respectivamente).

7-0x0-Ch. *H-RMN (300 MHz, CDCl3) & = 0.61 (s, 3H), 0.79 (d, J = 6.6
Hz, 3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.85 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.13 (s, 3H),
0.92-2.47 (sefial compleja, 27H), 3.60 (m, 1H), 5.62 (m, 1H). 3C-RMN
(75 MHz, CDCls) 6 = 12.0, 17.3, 18.9, 21.2, 22.6, 22.8, 23.8, 26.3, 28.0,
28.5, 31.2, 35.7, 36.2, 36.4, 38.3, 38.7, 39.5, 41.8, 43.1, 45.4, 49.9, 50.0,
54.8, 70.5, 126.1, 165.2, 202.4.

6.4.5.2. Fotolisis en estado estacionario de las diadas KP-7-
acetilCh

Se irradiaron disoluciones de (R) y (S)-KP-7-a-acetilCh (100
mg, 0.15 mmoL) en diclorometano anhidro (40 mL) durante 8 horas en
tubos Pyrex con una lampara de mercurio de media presion de 400 W.
Transcurrido este tiempo, las mezclas de reaccién se concentraron a
presion reducida y se sometieron a cromatografia en columna de gel de
silice, usando hexano/ diclorometano/acetato de etilo (85:10:5 v/v/v)
como eluyente, proporcionando los fotoproductos 6a y 6b a partir de las
diadas (R) y (S)-KP-7-a-acetilCh, respectivamente.  Ningun
fotoproducto fue obtenido a partir de la diada (S)-KP-7-p-acetilCh.
Fotoproducto 6a. *H-RMN (300 MHz, CDCl3) § = -0.42 (m, 1H), 0.59

(s, 3H), 0.81 (d, J = 6.3 Hz, 6H), 0.85 (s, 3H), 1.06 (d, J = 6.9 Hz, 3H),
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1.25 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.43-1.78 (sefial compleja, 22H), 1.94 (s, 3H),
2.22 (m, 2H), 3.07 (m, 1H), 3.47 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.53 (m, 1H), 4.59
(m, 1H), 5.48 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 6.42 (s, 1H), 7.06 (m, 1H), 7.22-7-37
(m, 6H), 7.68 (m, 1H). 3C-RMN (75 MHz, CDCls) § = 14.3, 17.9, 18.2,
19.9, 20.6, 21.3, 22.6, 22.7, 26.2, 27.5, 28.1, 30.8, 32.4, 35.3, 36.2, 36.3,
37.3, 37.8, 38.3, 39.4, 42.8, 43.7, 43.8, 44.0, 46.1, 55.9, 69.0, 73.1, 82.2,
120.8, 126.3, 126.7, 127.0, 127.2, 127.7, 128.0, 128.4, 141.7, 143.9,
146.5, 148.0, 170.4, 174.8. HRMS (EIl): encontrado m/z 681.4500,
calculado para CasHe105 (M+H)* 681.4514,

Fotoproducto 6b. *H-RMN (300 MHz, CDClz) & = -0.45 (m, 1H), 0.60
(s, 3H), 0.81 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 0.84 (s, 3H), 1.07 (d, J = 7.2 Hz, 3H),
1.46 (d, J = 7.5 Hz, 3H), 0.42-1.90 (sefial compleja, 22H), 1.95 (s, 3H),
2.22 (m, 2H), 3.05 (m, 1H), 3.70 (q, J = 7.5 Hz, 1H), 4.47 (m, 1H), 4.53
(m, 1H), 5.47 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 7.12 (m, 1H), 7.22-7-39
(m, 6H), 7.71 (m, 1H). *C-RMN (75 MHz, CDCls) & = 14.2, 14.3, 17.9,
20.0, 20.6, 21.3, 22.7, 22.8, 26.2, 27.4, 28.1, 30.8, 32.5, 35.3, 36.3, 36.4,
37.2,37.6, 38.4,39.4, 42.9, 43.7, 43.9, 44.0, 45.7, 55.9, 69.1, 73.2, 82.1,
120.4, 122.7, 126.4, 126.8, 127.8, 128.1, 128.3, 128.4, 129.8, 130.0,
138.7, 143.2, 146.9, 148.1, 170.4, 175.6. HRMS (EI): encontrado m/z
681.4518, calculado para CasHe105 (M+H)* 681.4514.

6.4.6. Medidas de fotolisis de destello laser (FDL)
Se realizaron estudios de FDL usando como fuente de excitacion un laser
Nd: YAG (Aexc = 355 nm, aproximadamente 10 ns del pulso laser, 10 mJ

/ pulso). Las muestras se disolvieron en diclorometano para tener una
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absorbancia ca. 0.30 a 355 nm, y las soluciones se purgaron por burbujeo

de nitrogeno.

6.4.7 Estudios de polarizacion nuclear dinamica inducida
guimicamente (CIDNP).

Los experimentos de CIDNP se realizaron empleando
disoluciones de (R)-KP-7-a-acetilCh y (S)-KP-7-a-acetilCh (0.01 M)
en CD2Cl2, CDCls, CD3sCN y C7Ds.
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7.1. Instrumentacién general

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN)
monodimensionales de proton y carbono (*H y *C-RMN) vy
bidimensionales (HSQC, NOESY) se realizaron en cloroformo deuterado
(CDCls) en un espectrometro Varian Bruker de 300 MHz. Los valores
del desplazamiento quimico son expresados en partes por millon (ppm) y
las constantes de acoplamiento (J) se indican en hercios (Hz). Los
espectros NOEDIFF se realizaron en CDClIs en un espectrometro Bruker
Avance [11-400 y Magnet System 400 Ascend/R.

La determinacion de la masa exacta se realiz6 mediante un
espectrometro TripleTOF™ 5600 LC/MS/MS System, (AB SCIEX),
equipado con una fuente de electrospray. Los datos obtenidos estan

expresados como relacion masa/carga (m/z).

7.2. Instrumentacion fotoquimica
Los espectros de absorcion ultravioleta-visible (UV-vis) se
registraron en un espectrofotometro Cary 300 UV-Vis (UV0811M209,

Varian).

Los experimentos de fotdlisis en estado estacionario se han
llevado a cabo utilizando un fotoreactor multilampara equipado con 8
lamparas UVB (Amax = 300 nm, distribucién gaussiana) para las
irradiaciones intermoleculares y una lampara de mercurio de media

presion de 400 W para las irradiaciones intramoleculares.
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Para las irradiaciones con luz monocromatica se emple6 una lampara de
Xenon de 150 W, que permite el paso de la luz de A seleccionada con un

monocromador.

Para los experimentos de fotdlisis de destello laser (FDL) a
hexc = 355 nm se utilizd un l&ser pulsado Nd-YAG (L52137V LOTIS
TII) con duracion de pulso de 10 ns y energia 10 — 15 mJ/pulso. Se
empled una lampara de Xendn Oriel L0255 (Statford,CT) como fuente de
luz para el analisis de las especies transitorias. El sistema de FDL
consiste en un laser pulsado, una ldmpara de Xe, un monocromador Oriel
77200, un sistema fotomultiplicador Oriel (PMT) formado por un tubo
lateral 77348 PMT, una carcasa 70680 PMT, una fuente de potencia
70705 PMT vy un osciloscopio Tektronik TDS-640A. La sefial fue
transferida a un ordenador personal donde los datos se trataron mediante
el programa Onda.

Las medidas de fosforescencia de oxigeno singlete se realizaron
detectando su luminiscencia (1270 nm) mediante un fotodiodo de
germanio Oriel 71614 acoplado a una celda de laser fotdlisis con una
geometria de angulo recto. Se utiliz6 un laser excimero (LEXTRAS0
Lambda Physik) para la excitacion a 308 nm (excitacion laser a 5
energias de bajo pulso para cada molécula). Entre el diodo y la célula se
colocaron un filtro de silicio de corte 1050 nm de 5 mm de espesor (5 cm
de didmetro) y un filtro de interferencia de 1270 nm. La corriente de
salida del fotodiodo se amplificd y se introdujo en un osciloscopio TDS-
640A Tektronix a través de un amplificador Co-lineal 150 MHz, 20 dB.
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La sefial de salida desde el osciloscopio se transfirid a un ordenador
personal para su estudio.

Los experimentos de polarizacion nuclear dinamica inducida
quimicamente (CIDNP) se realizaron en el Institute of Physical and
Theoretical Chemistry de la Technical University of Graz (Austria). Los
espectros CIDNP se registraron en un espectrometro Bruker Avance
DPX de 200 MHz. La irradiacion se llevo a cabo mediante el uso de un
laser Quantel Nd-YAG Brilliant B (10 Hz, 355 nm, ca. 90 mJ por pulso,
anchura de pulso ca. 6 ns). Se utiliz6 la siguiente secuencia de pulsos:
presaturacion — pulso del laser — deteccion del pulso de radiofrecuencia
(4 ps) — decaimiento de induccion libre. Los espectros en la oscuridad,
registrados para asegurar la supresion efectiva de las sefiales de fondo de
RMN, se realizaron con la misma secuencia de pulsos sin el destello

laser.
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Conclusiones

De la presente tesis doctoral, que estudia el proceso de abstraccién de

hidrégeno (AH) en derivados fotoactivos del colesterol (Ch), se pueden

extraer las siguientes conclusiones:

1.- Sobre la influencia del disolvente en la abstraccion de hidrégenos

alilicos en el Ch, por el estado excitado triplete de la benzofenona (BZF):
1.1- En la version intermolecular del proceso, la AH en la posicién
C-7 del Ch por el estado excitado triplete de la BZF muestra una
significativa dependencia del disolvente. Concretamente, en
diclorometano no se generan fotoproductos, mientras que en
acetonitrilo se obtienen dos fotoproductos diastereoisoméricos.
1.2.- En la version intramolecular, medidas cinéticas de sistemas en
los que el Ch estd unido covalentemente al ketoprofeno (KP)
revelan importantes efectos del disolvente y una significativa
estereodiferenciacion en el proceso de AH.

2.- Sobre los factores topologicos implicados en el proceso de HA

intramolecular en diadas conteniendo aminocolesteno (NH2Ch) unido

covalentemente al KP:
2.1- El estudio fotoquimico de las diadas (S) y (R)-KP-NHCh
demuestra la formacion de productos de acoplamiento C-C, a través
de AH intramolecular a partir de de los correspondientes
birradicales. ~ Ademas, se observa una  importante
estereodiferenciacion en el proceso de AH intramolecular.
2.2- Las diadas muestran una diferente fotorreactividad; asi, la
diada (R)-KP-NHCh es mas fotoestable que su diastereocisomero
(S)-KP-NHCh.
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2.3- Experimentos de polarizacion nuclear dindmica inducida
quimicamente (CIDNP) confirman la formacion de birradicales
mediante una transferencia de hidrégeno intramolecular muy
eficiente entre el aminocolesteno y la benzofenona en las diadas
(S)-KP-NHCh y (R)-KP-NHCh.
2.4- La orientacion especifica de los grupos reactivos es decisiva
para la reaccion de AH. Asi, estos factores topoldgicos pueden
jugar un papel importante en las membranas celulares, donde el Ch
es mas propenso a la oxidacion que los &cidos grasos
poliinsaturados circundantes.
3.- Sobre la influencia de la naturaleza electrénica (m,n*) del estado
excitado triplete del 2-benzoiltiofeno (BZT) en el proceso de AH en
sistemas suprofeno-colesterol (SP-Ch):
3.1- Experimentos de fotdlisis en estado estacionario de las diadas
(S) y (R)-SP-a—Ch revelan la fotogeneracion de productos de
acoplamiento C-C via AH en C-7. Aungue no es posible detectar
los correspondientes birradicales mediante fotolisis de destello
laser, su generacion es demostrada por la formacién de dichos
fotoproductos.
3.2- Estudios de emision en tiempo resuelto en el infrarrojo cercano
indican que las diadas (S) y (R)-SP-a—Ch son desactivadas por el
oxigeno molecular para generar oxigeno singlete.
3.3- Las diadas (S) y (R)-SP-a—Ch son modelos adecuados para
estudiar ambos tipos de oxidacion del Ch (Tipo 1y Tipo Il) ya que
se generan tanto birradicales tras un proceso de AH intramolecular

como oxigeno singlete.

150



Conclusiones

4. Sobre el proceso de AH en la posicion C-4 del Ch en oxiesteroles

unidos covalentemente al KP a través del grupo OH de la posicién 7 (o y

B):

4.1- Estudios fotoquimicos de las diadas (R) y (S)-KP-7-a-acetilCh
evidencian la oxidacién del Ch en C-4 a través de un proceso de
AH, obteniéndose dos fotoproductos de acoplamiento C-C en la
posicion 4. Por el contrario, la diada (S)-KP-7-B-acetilCh no da
lugar a la formacién de ningan fotoproducto.

4.2- Las diadas (R) y (S)-KP-7-a-acetilCh muestran una
significativa estereodiferenciacion en el proceso de AH
intramolecular en la posicion C-4 del Ch.

4.3- Experimentos de CIDNP demuestran la formacion de los
birradicales generados mediante AH en C-4 en las diadas (R) y (S)-
KP-7-a-acetilCh.

4.4- En la version intermolecular del proceso, se observa una
significativa influencia del disolvente y una importante
estereodiferenciacion entre los oxiesteroles 78 y 7a—OH-Ch en la
fotogeneracion del producto 7-oxo-Ch. Asi, los rendimientos
obtenidos para 7-oxo-Ch en acetonitrilo son mas altos que en
diclorometano. Ademas, el rendimiento de formacion del

fotoproducto 7-oxo-Ch es mayor a partir del oxiesterol 73—OH-Ch.
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This Doctoral Thesis deals with the hydrogen abstraction (HA) for

photoactive cholesterol (Ch) derivatives. The conclusions of each chapter

can be summarized as follows:

1.- Related to the solvent effects on abstraction of the Ch C-7 allylic

hydrogens by the triplet excited state of benzophenone (BZF):
1.1- In the intermolecular version of the process, HA from the C-7
position of Ch by BZF triplet excited state shows a significant
dependence on the solvent. In particular, in dichloromethane no
photoproducts are obtained, whereas in acetonitrile two
diastereoisomeric products are isolated.
1.2- In the intramolecular version, kinetic measurements of systems
where Ch is covalently linked to ketoprofen (KP) reveal important
solvent effects and significant stereodifferentiation in the HA
process.

2.- Related to topological factors involved in the intramolecular HA

process in covalently linked benzophenone — aminocholestene dyads:
2.1- Photochemical studies of the dyads (S) and (R)-KP-NHCh
demonstrate C-C coupling products formation from their
corresponding biradicals via intramolecular HA. Moreover, a
significant stereodifferentiation in the intramolecular HA process is
observed.
2.2- The dyads show a different photoreactivity; thus, (R)-KP-
NHCh is more photostable than its diastereoisomer (S)-KP-NHCh.
2.3- Chemically induced dynamic nuclear polarization (CIDNP)

experiments confirm biradicals formation by a very efficient
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hydrogen atom transfer between the NH2Ch and BZF moieties of
dyads (S) and (R)-KP-NHCh.
2.4- The specific orientation of reactants is decisive for the HA
reaction. Topological factors can play a significant role in cell
membranes, where Ch is more prone to oxidation than the
surrounding polyunsaturated fatty acids.
3.- Related to the influence of the electronic nature (w,n*) of 2-
benzoylthiophene triplet excited state in the HA process in suprofen —
cholesterol (SP-Ch) systems:
3.1- Steady-state photolysis experiments of dyads (S) y (R)-SP-
o—Ch reveal C-C coupling products photogeneration by HA in C-7.
Although it is not possible to detect the biradical species by means
of laser flash photolysis, its generation is demonstrated by
obtaining such photoproducts.
3.2- Time-resolved near infrared emission studies indicate that
dyads (S) y (R)-SP-a—Ch are quenched by molecular oxygen to
generate singlet oxygen.
3.3- Dyads (S) y (R)-SP-a—Ch are suitable models to study both
types (I and IlI) of Ch oxidation, since they are capable to
photogenerate both biradicals and singlet oxygen.
4.- Related to HA process at position C-4 of Ch in oxysterols covalently
linked to KP through the OH group at position 7 (o or B):
4.1- Photochemical studies of dyads (R) y (S)-KP-7-a-acetylCh
prove Ch oxidation at C-4 through a HA process, by obtaining two
C-C coupling photoproducts at position 4. Conversely, the dyad
(S)-KP-7-B-acetylCh does not give rise to any photoproduct.
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4.2- Dyads (R) and (S)-KP-7-a-acetylCh exhibit a significant
stereodifferentiation in the intramolecular HA reaction from C-4.
4.3- CIDNP experiments demonstrate the formation of biradicals
generated by C-4 HA in dyads (R) y (S)-KP-7-a-acetylCh.

4.4- In the intermolecular version of the process, a relevant
influence of the solvent and an important stereodifferentiation
between oxysterols 73 y 7a—OH-Ch in the photogeneration of the
photoproduct 7-oxo-Ch is observed. Thus, in acetonitrile the
obtained yields for 7-oxo-Ch are higher than in dichloromethane.
Moreover, formation yield of the photoproduct 7-oxo is higher

from 73—OH-Ch oxysterol.
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Resumen en castellano

La peroxidacion lipidica (PL) es un proceso mediante el cual
diversas especies reactivas atacan los lipidos de la membrana celular,
promoviendo su degradacién oxidativa. En diferentes estudios se ha
demostrado que la PL puede producirse por radiacion ultravioleta de tipo
A en combinacidn con agentes fotosensibilizantes, los cuales al absorber
luz pueden inducir una alteracion fisica o quimica en otra entidad
molecular. Entre estos agentes se encuentran algunos farmacos
fotoactivos como los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) del grupo
de los &cidos 2-arilpropidnicos, tales como el ketoprofeno (KP), el &cido
tiaprofénico (TPA) y el suprofeno (SP). Estos farmacos poseen un grupo
cromoforo diarilcetonico y un centro estereogénico en la cadena
carbonada. Asi, el KP contiene el cromdforo benzofenona (BZF) y
muestra un estado excitado triplete de mas baja energia de tipo n,r’,
mientras que el TPA 'y SP incluyen el croméforo 2-benzoiltiofeno (BZT)
y poseen un estado excitado triplete de mas baja energia de tipo mt,%".

El colesterol (Ch) es un componente esencial de las membranas
plasmaticas, ya que garantiza la fluidez y la correcta permeabilidad de la
bicapa lipidica. La oxidacion del Ch en las membranas celulares esta
asociada con enfermedades como la ateroesclerosis y el Alzheimer. Este
proceso se produce a través de mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos, generando diferentes oxiesteroles que se usan como
marcadores biologicos para el estrés oxidativo. Los mecanismos no
enzimaticos de la oxidacion del Ch se dividen en dos categorias: Tipo |
(en el que el paso clave es la abstraccion de un atomo de hidrégeno

alilico por especies reactivas, tales como radicales hidroxilo, alcoxilo y
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peroxilo o tripletes de compuestos carbonilicos) y Tipo Il (mediada por
oxigeno singlete, 102). El sitio preferido para la abstraccion de hidrégeno
(AH) en el Ch es la posicidn alilica en el carbono 7 donde el enlace C-H
es relativamente debil. Sin embargo, muy recientemente, se ha
demostrado que la AH, aunque en menor grado, puede afectar también a
la posicion alilica C-4.

Los estados excitados de los cromo6foros BZF y BZT se han usado
como modelos en reacciones de radicales libres bioldgicamente
relevantes. Con estas premisas, en la presente tesis doctoral se estudia la
influencia de distintos factores (efecto del disolvente, factores
topoldgicos, naturaleza electronica del estado excitado triplete)
involucrados en el proceso de AH en el Ch por tripletes de arilcetonas.
Ademas, se investiga la fotooxidacion del Ch por AH en la posicion C-4.
Para lograr los objetivos propuestos, se han combinado estudios de
fotolisis en estado estacionario, fotdlisis de destello laser (FDL) y foto-
polarizacion nuclear dinamica inducida quimicamente (foto-CIDNP).

En primer lugar, se ha estudiado la influencia del disolvente en la
abstraccion de los hidrégenos alilicos en la posicion C-7 del Ch por el
estado excitado triplete de la BZF. En la version intermolecular del
proceso, esta AH ha mostrado una significativa dependencia del
disolvente. Asimismo, en la version intramolecular, medidas cinéticas de
sistemas en los que el Ch esta unido covalentemente al KP han revelado
importantes  efectos  del disolvente 'y una  significativa
estereodiferenciacion en el proceso de AH.

Posteriormente, se ha investigado la importancia de los factores

topoldgicos implicados en la AH intramolecular en diadas conteniendo
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aminocolesteno (NH2Ch) unido covalentemente al KP. En particular, se
ha demostrado la formacién de productos de acoplamiento C-C, a través
de AH intramolecular a partir de los correspondientes birradicales.
Ademas, se ha observado también una importante estereodiferenciacion y
una diferente fotorreactividad de las diadas. Estudios de CIDNP han
confirmado la formacion de los birradicales y célculos tedricos han
permitido determinar la orientacion especifica de los grupos reactivos,
que es decisiva para la reaccion de AH. Asi, los factores topoldgicos
pueden jugar un papel importante en las membranas celulares, donde el
Ch es mas propenso a la oxidacién que los acidos grasos poliinsaturados
circundantes.

Otro factor que puede influenciar el proceso de AH en el Ch es la
naturaleza electronica del estado excitado triplete implicado (n,n* o
7,m*). En este sentido, se ha estudiado como influye el triplete del BZT
de naturaleza m,n* en el proceso de AH en sistemas SP-Ch. Una vez mas,
experimentos de fotdlisis en estado estacionario han revelado la
fotogeneracion de productos de acoplamiento C-C via AH en C-7.
Paralelamente, estudios de emisidn en tiempo resuelto en el infrarrojo
cercano indican que las diadas SP-Ch son desactivadas por el oxigeno
molecular para generar oxigeno singlete. Por lo expuesto anteriormente,
estos sistemas son modelos adecuados para estudiar ambos tipos de
oxidacion del Ch (Tipo I y Tipo Il) ya que son capaces de generar tanto
birradicales tras un proceso de AH intramolecular como oxigeno singlete.

Por ultimo, se ha investigado el proceso de AH en la posicién C-4
del Ch en oxiesteroles unidos covalentemente al KP a través del grupo

OH de la posicion 7 (o y B). Asi, la oxidacion del Ch en C-4 a través de

161



Resimenes

un proceso de AH, ha sido demostrada mediante la obtencién de dos
fotoproductos de acoplamiento C-C en dicha posicién. La formacion de
los birradicales correspondientes ha sido confirmada mediante
experimentos de CIDNP. En la version intermolecular del proceso, se ha
observado una significativa influencia del disolvente y una importante
estereodiferenciacion entre los oxiesteroles 7-OH-Ch en la

fotogeneracion del producto 7-oxo-Ch.
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Resum en valencia

La peroxidacié lipidica (PL) és un procés per mitja del qual
diverses especies reactives ataquen els lipids de la membrana cel-lular,
promovent la seua degradacié oxidativa. En diferents estudis s'ha
demostrat que la PL pot produir-se per radiacié ultravioleta de tipus A en
combinacié amb agents fotosensibilitzants, els quals a I'absorbir [lum
poden induir una alteracio fisica o quimica en una altra entitat molecular.
Entre estos agents es troben alguns farmacs fotoactius com els
antiinflamatoris no esteroidals (AINEs) del grup dels acids 2-
arilpropionics, com el ketoprofén (KP) , l'acid tiaprofénic (TPA) i el
suprofén (SP). Estos farmacs posseixen un grup cromofor diarilcetonic i
un centre estereogenic en la cadena carbonada. Aixi, el KP conté el
cromofor benzofenona (BZF) i mostra un estat excitat triplete de més
baixa energia de tipus n,m*, mentres que el TPA i el SP inclouen el
cromofor 2-benzoiltiofeno (BZT) i tenen un estat excitat triplet de més
baixa energia de tipus m,*.

El colesterol (Ch) és un component essencial de les membranes
plasmatiques, ja que garanteix la fluidesa i la correcta permeabilitat de la
bicapa lipidica. L'oxidacié del Ch en les membranes cel-lulars esta
associada amb malalties com I'ateroesclerosis i I'Alzheimer. Aquest
procés es produit a través de mecanismes enzimatics i no enzimatics,
generant diferents oxiesterols que s'usen com a marcadors biologics per a
I'estrés oxidatiu. Els mecanismes no enzimatics de I'oxidacié del Ch es
divideixen en dos categories: Tipus | (en el que el pas clau és I'abstraccid
d'un atom d'hidrogen al-lilic per espécies reactives, com son els radicals
hidroxil, alquilo, alcoxilo i peroxilo o tripletes de compostos carbonilics)
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i Tipus Il (mediada per 1’oxigen singlet, 'O2). El lloc preferit per a
I'abstraccio d'hidrogen (AH) en el Ch és la posicio al-lilica en el carboni
7 on I'enllag CH és relativament debil. No obstant aixo, molt recentment,
s'ha demostrat que I'AH, encara que en menor grau, pot afectar també la
posicié al-lilica C-4.

Els estats excitats dels cromofors BZF i BZT s'usen com a models
en reaccions de radicals lliures biologicament rellevants en les que esta
implicat el procés d'’AH. Amb aquestes premisses, en la present tesi
doctoral s'estudia la influéncia de distints factors (efecte del dissolvent,
factors topologics, naturalesa electronica de l'estat excitat triplet)
involucrats en el procés d'AH en el Ch per triplets d' arilcetones. A més,
s'investiga la fotooxidacié del Ch per AH en la posici6 C-4. Per a
aconseguir els objectius proposats, s'han combinat estudis de fotolisi en
estat estacionari, fotolisi de flaix laser i foto-polaritzacié nuclear
dinamica induida quimicament (foto-CIDNP).

En primer lloc, s'ha estudiat la influéncia del dissolvent en
I'abstraccio dels hidrogens al-lilics en la posicié C-7 del Ch per I'estat
excitat triplet de la BZF. En la versié intermolecular del procés, esta AH
ha mostrat una significativa dependéncia del dissolvent. Aixi mateix, en
la versid intramolecular, mesures cinetiques de sistemes en que el Ch esta
unit covalentment al KP han revelat importants efectes del dissolvent i
una significativa estereodiferenciacio en el procés d'AH.

Posteriorment, s'ha investigat la importancia dels factors
topologics implicats en la AH intramolecular en diades contenint
aminocolesteno unit covalentment al KP. En particular, s'ha demostrat la

formacio de productes d'acoblament C-C, a través d'AH intramolecular a

164



Resimenes

partir dels corresponents biradicals. A més, s'ha observat també una
important estereodiferenciacio i una diferent fotoreactivitat de les diades.
Estudis de CIDNP han confirmat la formaci6é dels biradicals i calculs
teorics han permeés determinar l'orientacid especifica dels grups reactius,
que és decisiva per a la reaccio d’/AH. Aixi, els factors topologics poden
jugar un paper important en les membranes cel-lulars, on el Ch és més
propens a l'oxidacid que els acids grassos poliinsaturats circumdants.

Un altre factor que pot influenciar el procés d'/AH en el Ch és la
naturalesa electronica de I'estat excitat triplet implicat (n,=* o m,7*). En
aquest sentit, s'ha estudiat com influeix el triplet del BZT de naturalesa
n,mt* en el procés d'AH en sistemes SP-Ch. Una vegada més, experiments
de fotolisi en estat estacionari han revelat la fotogeneracié de productes
d'acoblament C-C via AH en C-7. Paral-lelament, estudis d'emissio en
temps resolt en l'infraroig proxim indiquen que les diades SP-Ch son
desactivades per l'oxigen molecular per a generar *O2. Pel que exposa
anteriorment, estos sistemes son models adequats per a estudiar ambdos
tipus d'oxidacio del Ch (Tipus I i Tipus 1) ja que sén capacos de generar
tant biradicals després d'un procés d'AH intramolecular com Ox.

Finalment, s'ha investigat el procés d'AH en la posicié C-4 del Ch
en oxiesterols units covalentment al KP a través del grup OH de la
posicio 7 (a i B). Aixi, I'oxidacio del Ch en C-4 a través d'un procés
d'AH, ha sigut demostrada per mitja de I'obtencié de dos fotoproductes
d'acoblament C-C en la dita posicid6. La formacid dels biradicals
corresponents ha sigut confirmada per mitja d'experiments de CIDNP. En

la versio intermolecular del procés, s'ha observat una significativa
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influencia del dissolvent i una important estereodiferenciacié entre els

oxiesterols 7-OH-Ch en la fotogeneracio del producte 7-oxo-Ch.
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Summary

Lipid peroxidation (LP) is a process by which a variety of reactive
species attack membrane cell lipids, promoting their oxidative
degradation. In several studies, it has been demonstrated that LP can be
produced by type A ultraviolet radiation in combination with
photosensitizing agents, which can induce a physical or chemical
alteration in another molecular entity upon light absorption. Among these
agents there are some photoactive drugs like nonsteroidal
antiinflammatory drugs (NSAIDs) of the 2-arylpropionic acids group,
such as ketoprofen (KP), tiaprofenic acid (TPA) and suprofen (SP).
These drugs have a diarylketone chromophore and a chiral center in the
carbon chain. Thus, KP contains the benzophenone (BZF) chromophore
and displays a n,* triplet excited state, whereas TPA and SP include the
2-benzoylthiophene (BZT) chromophore and have a n,n* lowest-lying
triplet excited state.

Cholesterol (Ch) is an essential structural component of cell
membranes, where it is required to achieve proper permeability and
fluidity. Ch oxidation in cell membranes is associated with diseases such
as atherosclerosis and Alzheimer's. This process occurs by enzymatic and
non-enzymatic mechanisms, generating different oxysterols used as
biological markers for oxidative stress. Non-enzymatic Ch oxidation
mechanisms can be classified into two major groups: Type | (in which
the key step is an allylic hydrogen atom abstraction by reactive species
such as hydroxyl, alkyl, alkoxyl or peroxyl radicals, and carbonyl
triplets) and Type 11 (mediated by singlet oxygen, 102). The preferred site
for hydrogen abstraction (HA) in Ch is at carbon C7, where the C-H
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bond is relatively weak. However, quite recently, it has been
demonstrated that HA may also affect to a lesser extent the allylic C-4
position.

Photoexcited BZF and BZT are often used as appropriate models
for biologically relevant free radicals in reactions where HA is involved.
With this background, in this thesis the influence of different factors
(solvent effect, topological factors, electronic nature of the triplet excited
state) involved in the HA process of Ch by aryl ketone triplets has been
studied. Moreover, Ch photooxidation by HA is investigated in the C-4
position. The proposed objectives were achieved by combining steady-
state photolysis, laser flash photolysis and photo-chemically induced
dynamic nuclear polarization (CIDNP) experiments.

First, the solvent effects on abstraction of the Ch C-7 allylic
hydrogens by the triplet excited state of BZF have been studied. In the
intermolecular version of the process, HA in the C-7 position of Ch from
BZF triplet excited state showed a significant dependence on the solvent.
Also, in the intramolecular version, kinetic measurements of systems
where Ch is covalently linked to KP revealed important solvent effects
and a significant stereodifferentiation in the HA process.

Subsequently, the importance of topological factors involved in
intramolecular HA in covalently linked benzophenone — aminocholestene
dyads has been investigated. In this regard, the formation of C-C
coupling products from their corresponding biradicals via intramolecular
HA has been demonstrated. Furthermore, an  important
stereodifferentiation and a different photoreactivity of dyads are also

observed. CIDNP experiments have confirmed biradicals generation, and
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theoretical calculations have allowed to determine the specific orientation
of the two moieties of the dyads, which resulted decisive for the HA
reaction. Thus, topological factors can play a significant role in cell
membranes, where Ch is more prone to oxidation than the surrounding
polyunsaturated fatty acids.

The HA process can also be influenced by the electronic nature of
the involved triplet excited state (n,n* or =,m*). In this regard, it has
been studied how the electronic nature (r,n*) of the BZT triplet excited
state affects the HA process in SP-Ch systems. Again, steady-state
photolysis experiments revealed the photogeneration of C-C coupling
products via HA at C-7. In parallel, time-resolved near infrared emission
studies indicated that dyads SP—Ch are quenched by molecular oxygen to
generate 1O2. For these reasons, these systems are suitable models for
studying both types (I and Il) of Ch oxidation, since they are capable to
photogenerate both biradicals and 0.

Finally, HA at position C-4 of Ch in oxysterols covalently linked
to KP through the OH group at position 7 (o or ) has been studied.
Thus, C-4 Ch oxidation via HA has been demonstrated by obtaining C-C
coupling photoproducts in this position. CIDNP experiments
demonstrated the formation of the corresponding biradicals. Otherwise,
in the intermolecular version of the process, a significant solvent effect
and a higher stereodifferentiation between oxysterols 7-OH-Ch have

been observed.
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Espectros de RMN mono y bidimensionales
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Polarizacion Nuclear Dinamica Inducida
Quimicamente (CIDNP)







Anexo Il. CIDNP

Mecanismo del par de radicales
El efecto de CIDNP se produce por la interaccién de tres procesos
fundamentales:
1. formacion de un par de radicales en un estado electronico
definido de espin.
2. cruce intersistemas selectivo del espin nuclear del par
generado.
3. reacciones posteriores diferentes de los pares en estados
triplete y singlete.
Por tanto, todos los experimentos CIDNP pueden ser descritos
esencialmente mediante el mismo esquema de reaccion que se ilustra en

la Figura 1.

L precursor 3 precursor

1 P — 3

Ri* R, Ri* R,
productos productos
“de caja” “de escape”

Figura 1. Esquema de reaccién para todos los experimentos de CIDNP. Los
numeros en los circulos se refieren a los tres procesos fundamentales
implicados.
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Generacion de los pares de radicales

Un par de radicales consiste en dos entidades quimicas (radicales
libres) que se encuentran a una distancia muy corta entre si. Puede
originarse mediante una reaccion quimica, como la ruptura de un enlace
covalente, la transferencia electronica o la transferencia de un 4&tomo o de
un grupo (por ejemplo la abstraccion de hidrogeno). En todas estas
reacciones, la multiplicidad de espin electrénico se conserva.

Cuando dos radicales constituyen un par, cada electron
desapareado nota la presencia del otro, y sus estados de espin no pueden
considerarse independientemente. Asi, entre los electrones desapareados
de los dos radicales del par, existe una interaccion de intercambio cuyo
origen es la repulsion coulémbica de dichos electrones. La integral de
intercambio, J, depende en gran medida de la distancia. Cuando dos
electrones desapareados de dos radicales interactian con un campo
magnético, sus espines con un determinado movimiento de precesion se
pueden combinar de cuatro maneras posibles: un estado singlete (S), en
el que poseen una orientacion antiparalela, y tres estados triplete (To, T+,
T.), en los que tienen orientacion paralela. Con el incremento de la
distancia entre los radicales, la interaccion de intercambio se reduce hasta
alcanzar un valor despreciable cuando los radicales estan bien separados
entre si. En esta situacion, los radicales existen como dos dobletes (D)
(Figura 2).
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E(r)

distancia, r

Figura 2. Energia potencial de un par de radicales en un campo magnético en

funcion de la distancia interradicalaria r.

Los estados electrénicos de espin pueden visualizarse mediante el

uso de diagramas vectoriales (Figura 3), donde la componente z es

determinada por el eje de cuantizacion de espin resultante del campo

magnético del espectrometro.

VA

<>
-

HSFJ

estado singlete

-

T,

VA

<
-

>
L2

T,

VA

P
<D

x)

|

estado triplete

Figura 3. Representacion vectorial de los estados electronicos de espin de

singlete y triplete.
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Como se ha mencionado anteriormente, el estado singlete S se caracteriza
por una orientacidn antiparalela de los espines electronicos (espin total 0)
y, por el contrario, en el triplete los espines poseen una orientacion
paralela existiendo tres posibilidades para la componente z: ambos
vectores orientados hacia arriba (T+, espin total = +1) o hacia abajo (T-,
espin total = -1), y un vector orientado hacia arriba y el otro hacia abajo
(To, espin total = 0). De los tres estados triplete, s6lo To, entre los tres
estados triplete, puede evolucionar hacia el estado singlete mediante

cruce intersistemas.

Cruce intersistemas en los pares de radicales

Un par de radicales no queda unido para mucho tiempo porque los
radicales que lo constituyen difundiran en el disolvente por separado.
Dentro del par, los espines de los dos radicales no estan obligados a
preservar su orientacion relativa, ya que cada uno de ellos se caracteriza
por su propio movimiento de precesion en el campo magnético del
espectrometro. Por supuesto, si los dos radicales son diferentes, sus
frecuencias de Larmor también seran diferentes. Por tanto, después de un
intervalo de tiempo t, el sistema oscila entre el estado To puro y el estado
So puro y los dos vectores estan desfasados (Figura 4). A dicho cambio

de multiplicidad se le llama cruce intersistemas.
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z

>
o>

Figura 4. Superposicion de los estados singlete y triplete en el cruce
intersistemas.
Este proceso depende de las distintas frecuencias de Larmor vy, a

través de la interaccion hiperfina, de los espines nucleares de los

radicales.

Reacciones de los pares de radicales

Con la espectroscopia de RMN no se pueden detectar especies
paramagneticas; solo se pueden observar productos diamagnéticos.
Afortunadamente, los radicales son intermedios reactivos capaces de
formar especies diamagnéticas en un tiempo corto.
La reactividad quimica de las moleculas en los estados singlete y triplete
es diferente. Con algunas excepciones, un par de radicales en el estado
triplete no reacciona, ya que el producto se generaria en un estado
excitado, un estado triplete. Estas limitaciones no existen para el estado
singlete.
Cualquier reaccion que ocurra entre los dos radicales de un par constituye
una reaccion de “recombinacién de caja” y los productos formados son
productos “de caja” o “de jaula”. Un tipico producto de “recombinacioén
de caja” podria ser el compuesto de partida regenerado mediante la
reaccion opuesta a la de formacion del par. Sin embargo, podria ser

también un producto obtenido por una reaccion de desproporcion. Los
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pares triplete no pueden reaccionar y entonces se separan. Este proceso
se llama de “escape de caja”. Reacciones posteriores de los radicales
libres “escapados” podran dar lugar a productos diamagnéticos “de

escape” que suelen ser diferentes de los productos “de caja” (Figura 5).

recombinacién

RiR,| <—
R;* R,

R,R
productos
“de caja” difusién 222

l = productos

“de escape”
L
R;* R,

Figura 5. Reacciones de los pares en los estados electronicos de espin triplete y
singlete.

Los productos de caja son formados en una escala de tiempo de
nanosegundos, mientras que los radicales que escapan de la caja pueden

vivir microsegundos, o incluso milisegundos, antes de dar lugar a

productos diamagnéticos.'3

Reglas de Kaptein

Al registrar el espectro de RMN de un determinado sistema en
reaccién, la formacion de radicales libres puede ser detectada al observar
una polarizacion en direccion positiva (absorcion) o negativa (emision)
de algunas sefiales.!’? Se puede distinguir entre dos tipos de
polarizaciones (Figura 6):

a) efecto neto, cuando en la sefial se observa sélo una de las dos

polarizaciones posibles: absorcion (A) o emision (E)
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b) efecto multiplete, en el que absorcién y emision se producen
dentro de la misma sefial. Cuando la absorcién se observa a campo mas
bajo respecto a la emision, la polarizacion es de absorcién/emision (A/E).
En el caso contrario, es emision/absorcion (E/A).

efecto neto efecto multiplete equilibrio térmico
(A) (A/E)
B) (E/A)

Figura 6. Polarizaciones CIDNP.

En el caso del efecto neto, la direccion de la polarizacion (A o E)
se puede predecir aplicando la siguiente ecuacion:

I'n=peAga

donde T es el signo de la polarizacion CIDNP, a representa el signo del
acoplamiento hiperfino entre el electron y el nucleo que se esta
observando, Ag la diferencia entre los factores g de los dos radicales que

constituyen el par, pla multiplicidad del precursor (“+” para un par de

({32

radicales formado en el estado triplete, para el estado singlete) y € el

tipo de reaccion que ocurre a partir del par radicalario (“+” para

I

reacciones “de caja” y “-” para los “de escape”).
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Por otra parte, si lo que se espera es un efecto multiplete (A/E o
E/A), hay que tener en consideracion mas parametros y la ecuacion en
este caso seria:

I'm=peaig Jijo

donde ai y a; representan el signo de los acoplamientos hiperfinos
correspondientes a los protones considerados (i y j), Jij la constante de
acoplamiento entre los protones i y j. Finalmente, el signo de oes
positivo si los nucleos iy j se encuentran en el mismo radical, y negativo

si estan en radicales separados.
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ABSTRACT

Cholesterol + Ph,CO

Hydrogen abstraction from the C-7 position of cholesterol (Ch) by triplet excited benzophenone (BZP) exhibits remarkable solvent-dependence in
product studies. Kinetic measurements on the intramolecular version of the process in dyads containing covalently linked Ch and BZP units

reveal important solvent effects and significant stereodifferentiation.

Oxidative activation of cholesterol (Ch) at the C-7
position is a process of considerable chemical and biologi-
cal interest. Thus, the major pathway for the synthesis of
bile acids from Ch is initiated by C-7 hydroxylation, which
isachieved by the 7a-hydroxylase (CYP7A1), a member of
the P450 family of metabolic enzymes." It has also been
claimed that C-7 oxidation is involved in the interception
of blood and plasma oxidants by Ch, which thereby may
act as an effective in vivo antioxidant.? In addition, Ch is a

(1) Post, S. M.; Twisk, J.; Van Der Fits, L.; De Wit, E. C. M.;
Hoekman, F. M.; Mager, W. H.; Princen, H. M. G. Biochem. J. 1999,
341, 339-346.

(2) Smith, L. L. Free Radical Biol. Med. 1991, 11, 47-61.

(3) Lercker, G.; Rodriguez-Estrada, T. In Cholesterol and Phytoster-
ol Oxidation Products; Guardiola, F., Dutta, P. C., Codony, R., Savage, G. P.,
Eds.; AOCS Press: Champaign, IL, 2002; Chapter 1, pp 1-25.

(4) (a) Girotti, A. W. Antioxid. Redox Signal 2004, 6, 301-310. (b)
Girotti, A. W. J. Photochem. Photobiol., B1992, 13, 105-118. (c) Foote,
C.S. Free Radicals in Biology; Academic Press: New York, 1976; Vol. 2, pp
85—134. (d) Girotti, A. W; Korytowski, W. Methods Enzymol. 2000,
319, 85-100.

10.1021/012016059  © 2011 American Chemical Society
Published on Web 07/11/2011

major target for oxidative damage.>* This process can
occur by a Type I mechanism (via free radicals) through
abstraction of an allylic hydrogen from Ch by photosensi-
tizing agents upon UVA light activation.’

Despite the importance of Type I Ch photooxidation,
the key hydrogen abstraction step has not been previously
subjected to mechanistic studies. In this context, we wish
now to report on the photoreaction between the benzo-
phenone (BZP) triplet excited state and Ch, a paradigmatic
process of general interest.

Cholesterol is an essential structural component of cell
membranes, where it is required to achieve proper perme-
ability and fluidity. In the body, Ch can also be found in the
liver or intestines, as well as in the bloodstream, where it is
transported within lipoproteins. In addition, Ch is present

(5) (a) Andreu, I.; Boscd, F.; Sanchez, L.; Morera, I. M.; Camps, P.;
Miranda, M. A. Org. Lett. 2006, 8, 4597-4600. (b) Andreu, I.; Morera,
1. M.; Boscd, F.; Sanchez, L.; Camps, P.; Miranda, M. A. Org. Biomol.
Chem. 2008, 6, 860-867.



in all foods containing animal fat. Hence, it makes sense to
investigate the generation of Ch-derived radicals in lipo-
philic media of different characteristics. In this connection,
a recent discussion has arisen on whether hydrogen ab-
straction from carbon is subjected to significant solvent
effects. Specifically, controversial results have been re-
ported on the solvent-dependence of H-abstraction reac-
tivity from C—H donors such as 1,4-dienes by cumyloxyl
radical.®

With this background, the present work deals with the
solvent effects on abstraction of the Ch C-7 allylic hydro-
gens by the triplet excited state of BZP. This issue has been
addressed by performing both steady-state and time-re-
solved studies in different organic solvents.

To investigate photoproducts formation, steady-state
photolysis of BZP/Ch mixtures (1.5:1 molar ratio) was
performed under anaerobic conditions, in dichloro-
methane and acetonitrile, using a multilamp photoreactor
equipped with UVB-lamps (A4ax = 300 nm, Gaussian
distribution). In dichloromethane, no Ch-derived product
was obtained, whereas in acetonitrile two diasterecomeric
photoproducts 1 and 2 were isolated.

Scheme 1. Formation of Photoproducts 1 and 2 upon Photolysis
of Ch and BZP in Acetonitrile

Ch + °BZP*

As shown in Scheme 1, formation of 1 and 2 has to be
explained by intermolecular hydrogen abstraction from
the C-7 position of Ch, followed by C—C coupling of the
generated radical pair. The structures of the photopro-
ducts were unambiguously assigned on the basis of their
NMR spectroscopic data ("H, '*C). The stereochemistry of
the new chiral center was determined by NOE experiments;
the most significant interactions were observed between
the phenyl groups and the protons of the convex f-face in
photoproduct 2. The details are given in the Supporting
Information.

The reaction kinetics was studied by laser flash photo-
lysis experiments at 355 nm. Thus, when the reciprocal
triplet lifetime was plotted against Ch concentration a
linear relationship was found in dichloromethane as solvent

(6) (a) Koner, A. L.; Pischel, U.; Nau, W. M. Org. Lett. 2007, 98,
2899-2902. (b) Bietti, M.; Salamone, M. Org. Lett. 2010, 12, 3654-3657.
(c) El-Sheshtawy, H. S.; Pischel, U.; Nau, W. M. Org. Lett. 2011, 13,
2694-2697. (d) Salamone, M.; Giammarioli, I.; Bietti, M. J. Org. Chem.
2011, 76, 4645-4651.
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(see Figure 1, insert). The quenching rate constant was
found to be 2.2 x 10 M~ s~!. However, under these
conditions extensive H-abstraction from the solvent was
observed. This is clear from the comparison of the long-
lived component in the kinetic traces at 545 nm (ascribed
to the ketyl radical formed by hydrogen abstraction from
the solvent) obtained in the presence and in the absence of
Ch (Figure 1). In acetonitrile quenching was faster, but
the kinetic parameters could not be accurately deter-
mined due to solubility limitations; nonetheless, the rate
constant, estimated from the initial slope of the nonlinear
plot (not shown), was ca. 1 order of magnitude higher.
Similar solubility problems were found in other organic
solvents such as methanol or dioxane, which in addition
are better hydrogen donors than acetonitrile. Thus, the
major difficulties in obtaining reliable data for the inter-
molecular photoreaction between Ch and BZP are related
to the low solubility of Ch and the possibility of hydrogen
abstration from the solvent by triplet BZP. To circum-
vent these problems, a possible strategy could be to
examine the intramolecular version of the process, using
covalently linked Ch and BZP units. This would prevent
the need for high quencher concentrations and should
result in a dramatic decrase of the triplet lifetimes, mini-
mizing hydrogen abstraction from the solvent. Moreover,
the covalent link between the Ch and BZP units
would completely block radical cage escape, favoring
C—C coupling.

0.12
0.084

0.044

Absorbance (au)

Time (us)

Figure 1. Trace obtained at 545 nm upon laser excitation of BZP
in dichloromethane solutions in the absence (red) and in the
presence of Ch (black, 0.02 M). Inset: Stern—Volmer plot
showing the effect of Ch addition on the rates of BZP triplet
decay at 610 nm.

Following this idea, diasteromeric dyads, 3a and 3b
(Scheme 2), were submitted to laser flash photolysis
(Aexe = 355 nm) under a variety of conditions, in order
to determine the kinetic parameters and the quantum
yields of the relevant processes.

We have previously demonstrated that the transient
absorption spectra of 3a and 3b in dichloromethane do
not correspond to the triplet excited states but instead to
the corresponding biradicals, generated by intramolecular
hydrogen abstraction. Subsequent cyclization gives rise to
C—C coupling photoproducts in a diastereoselective
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manner.’ Here, the transient absorption spectra of 3a,b
were recorded in different solvents (dichloromethane,
acetonitrile, dioxane, methanol, and octanol) 50 ns after
the 355 nm laser pulse. In all cases, the transients displayed
similar spectral features.

Scheme 2. Structures of 3a—c and Products Resulting from
Irradiation of Dyads 3a and 3b

3a R'=CHj, R?=H
3b R'=H, R?=CHjy

3c R®, R?= OH or Ph

As an example, Figure 2 shows the spectrum of dyad 3a
in methanol (top), which corresponds essentially to the
biradical, with a lifetime in the submicrosecond time scale.
For comparison, the results obtained for 3¢, which also
contains the Ch and BZP units but cannot adopt the folded
conformation due to its 3 configuration, are shown in
Figure 2 (bottom). In the latter, the typical BZP triplet—
triplet absorption was initially observed; the ketyl radical
formed by intermolecular H-abstraction from methanol
was found to develop at a later stage and did not decay
within several microseconds.

As a consequence of the spectral overlap of triplets and
biradicals and because of the short triplet lifetimes, it was
not possible to achieve direct observation of the T—T
absorption of dyads 3a and 3b in different media for reliable
kinetic measurements. Hence, further experiments were
performed to obtain accurate values for the triplet lifetimes
(71) by the well-established energy transfer method, using
naphthalene as the acceptor (see Supporting Information).”
From these data the intramolecular quenching rate con-
stants (kjq) were determined; the values (ranging between
23 % 107 and 1.0 x 10 M~ s ") are given in Table 1.

Direct kinetic analysis of the decay traces at 545 nm led
to determination of biradical lifetimes (rggr). The quantum
yields of biradical formation (¢pr) were estimated by the
comparative method,” from the short-lived component of

(7) Martinez, L. J.; Scaiano, J. C. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119,
11066-11070.

(8) (a) Miranda, M. A.; Martinez, L. A.; Samadi, A.; Bosca, F.;
Morera, I. M. Chem. Commun. 2002, 280-281. (b) Bosca, F.; Andreu, I.;
Morera, I. M.; Samadi, A.; Miranda, M. A. Chem. Commun. 2003, 1592—
1593.

(9) Carmichael, I.; Gordon, L. H. J. Phys. Chem. Ref. Data 1986, 15,
1-250.
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the transient absorbance at 545 nm immediately after the
laser pulse. This was achieved using BZP as standard and
assuming the same molar absorption coefficient for the
biradicals and for the longer-lived BZP ketyl radical
formed by intermolecular hydrogen abstraction from the
solvent. It is interesting to note that, even in good hydro-
gen-donating solvents (dioxane, methanol), the intra-
molecular process (¢pgr = 0.65—0.73) was by far more
efficient than its intermolecular counterpart (¢xr=
0.05—0.14). As expected, all radicals arising from hydro-
gen abstraction reactions were quenched by oxygen with
rate constants in the range of (1.5—5.0) x 10° M~ 's™ 1.

0.121 ——50ns
5 ——300 ns
8 ——800ns
g 0.084 ——2000ns
H ——4000 ns
5 /A
$ 0.044/ /
g}
<
0001
300 400 500 600 700
Wavelength (nm)
0.16
—50ns
100 ns
5 0121 —— 800 ns
s ’/’ \ —— 4000 ns
8 a
e 0.08]
©
2
o
3 0044
<
0.004
300 460 5(I)O 6(I)O 7(|)0

Wavelength (nm)

Figure 2. Transient absorption spectrum of dyad 3a (top) and 3¢
(bottom) under N, in methanol at different times after the laser
pulse (Aexe = 355 nm).

After establishing the values of kiq and ¢ggr. the rate
constants for intramolecular hydrogen abstraction (k)
and physical quenching (k) were determined in all sol-
vents taking into account that ky = kiq X ¢pg and kiq =
ky + k. The obtained results are summarized in Table 1.
Although deriving clear-cut correlations between the ki
values and the solvent properties was not straightforward,
important solvent effects and significant stereodifferentia-
tion were indeed noticed. The observed trends serve as
examples for the presently debated existence of solvent
effects on CH hydrogen abstractions. Thus, a much faster
process (ca. 4x) occurred in dichloromethane than in
dioxane or methanol, whereas an intermediate situation
was found for acetonitrile. In most solvents, a significant
stereodifferentiation was also observed, with higher ky
values for 3b than for 3a.

Org. Lett, Vol. 13, No. 15, 2011



Table 1. Photophysical and Photochemical Parameters of Triplet Excited States of Dyads 3a and 3b in Different Solvents”

7 (us) kig/10° (571 Ey/10% (s7H? k108 (s7H)? #BR” pr? (us) PR’ g
3a CH,Cl,? 0.010 100 80 20 0.80 0.28 0.00 0.30
3a CH3CN 0.025 33 26 7 0.80 0.60 0.00 0.70
3a Dioxane 0.030 23 19 4 0.70 0.66 0.14 0.76
3a CH;0H 0.030 28 20 8 0.69 0.80 0.05 0.76
3b CH,Cly® 0.010 100 80 20 0.80 0.22 0.00 0.47
3b CH3CN 0.020 50 37 13 0.75 0.56 0.00 0.70
3b Dioxane 0.020 39 33 6 0.73 0.62 0.13 0.76
3b CH30H 0.020 45 31 14 0.65 1.10 0.05 0.64

“Relative errors lower than 5% of the stated values. ” Data reported in part in ref 5. ¢ The intramolecular quenching rate constants were obtained by
using the equation kjq = 1/, — 1/7o, where 7; are the triplet lifetimes of compounds 3a and 3b and 7, is the BZP triplet lifetime in the different solvents.
4The rate constants for hydrogen abstraction and physical quenching by the 7 system were obtained using the following equations: k; = kiq % ¢pr and
kiq = ku + k5. “The biradical quantum yields were determined by the comparative method, using BZP as standard and assuming the same molar
absorption for the biradicals and the BZP ketyl radical.” “Photodegradation quantum yield was determined using N-methyldiphenylamine as

actinometer.'’

To investigate the influence of solvents on the overall
photoreduction process, solutions of dyads 3a and 3b in
dichloromethane, acetonitrile, dioxane, and methanol
were photolyzed under identical conditions, and the
disappearance of the carbonyl chromophore with irradia-
tion time was monitored by the progressive decrease
of the 254 nm absorption band. Some representative
results are shown in Figure 3. The photoreduction quan-
tum yields were determined using N-methyldiphenylamine
as actinometer'® (see Table 1). Again, important solvent
effects and significant stereodifferentiation were observed.
Noteworthy, the less efficient photoreaction was found for
dichloromethane, in spite of the fact that the highest kiq, ¢gr,
and ky values were measured in this solvent. Actually,
biradical formation does not necessarily lead to the C—C
coupling products. This is because biradicals can also follow
alternative decay pathways, for instance back oxygen-to-
carbon hydrogen transfer to regenerate the starting materi-
als, a process that would be retarded by stabilization of the
1-hydroxy-biradicals via hydrogen bonding to the solvents.

In summary, hydrogen abstraction from the C-7 posi-
tion of Ch by triplet excited BZP is a process of consider-
able chemical and biological interest, which exhibits a
remarkable solvent-dependence. In the intermolecular ver-
sion, a striking difference is observed in product studies
between dichloromethane and acetonitrile, although ki-
netic effects are difficult to evaluate due to solubility
limitations. By contrast, covalent linking of the Ch and
BZP units in dyads 3a and 3b has made it possible to obtain
a complete set of kinetic measurements under different

(10) Forster, E. W.; Grellman, K. H.; Linschitz, H. J. Am. Chem. Soc.
1973, 95, 3108-3115.
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Dyad (%)

60 80 100
Time (s)

Figure 3. Photoreduction of dyads 3a and 3b in different deaer-
ated media as a function of the irradiation time. The percentage
of unreacted compound was monitored by UV-absorption
spectroscopy at 254 nm. Green: 3a in CH,Cl,. Blue: 3b in
CH,Cl,. Orange: 3a in MeOH. Magenta: 3b in MeOH.

conditions. This has revealed important solvent effects and
significant stereodifferentiation in most of the involved
processes and particularly in the rate constant of intra-
molecular hydrogen abstraction.
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Topological control in radical reactions of cholesterol in
model dyadst

Dmytro Neshchadin,*? Fabrizio Palumbo,® M. Stefania Sinicropi,©
Inmaculada Andreu,® Georg Gescheidt* and Miguel A. Miranda*®

Cholesterol is one of the most important building blocks of cell membranes. It is also one of the main
targets for oxidation via Type | hydrogen abstraction (HA), which leads to a variety of physiological
consequences in the human body. To provide a deeper understanding of the oxidation mechanism,
steady-state 'H CIDNP, steady-state and laser-flash photolysis in combination with quantum mechanical
calculations were applied to study HA in three model systems. The experiments involved photoinduced
reactions in a cholesterol-benzophenone mixture and two derivatives, in which aminocholestene and
benzophenone are covalently coupled yielding a dyad. It has been found, that a specific orientation of
the benzophenone moiety toward the allylic hydrogens of cholesterol/aminocholestene is crucial for
the efficient HA. Such a confined topology may play an important role for the particular oxidation of

www.rsc.org/chemicalscience cholesterol in cell membranes.

Introduction

Cholesterol (Ch, 1a) is one of the most important components
of cell membranes. Its oxidation in cells via enzymatic and non-
enzymatic mechanisms has well-known physiological conse-
quences from inflammation to cardiovascular and Alzheimer
diseases.' Non-enzymatic oxidation mechanisms can be classi-
fied into two major groups. Type I oxidation involves hydrogen
abstraction (HA) from Ch by reactive species such as hydroxyl,
alkyl, alkoxyl or peroxyl radicals, and carbonyl triplets.> By
contrast, Type II oxidation is mediated by singlet oxygen. The
preferred site for HA in Ch is at carbon C;, where the C-H bond
is relatively weak. Primary HA leads to a carbon-centered radical
(Ch(C5)), which can be trapped by ground-state oxygen®
producing ChOO. These peroxyl radicals are reactive enough to
abstract liable hydrogens from native Ch molecules, starting a
new chain of reactions. Moreover, in cell membranes ChOO can
abstract hydrogen from different lipids, like polyunsaturated
fatty acids (PUFA), initiating various radical-chain reactions that
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lead to lipid peroxidation. The follow-up reactions of the
primary Ch(C,) radical itself gave rise to different oxysterols that
are used as biological markers for the oxidative stress in vitro
and in vivo. The current state-of-the-art in the field of non-
enzymatic oxidation of Ch, as well as the use of oxidized Ch as a
biomarker, is given in a recent review.*

Photo-excited benzophenone (BZP) is often used as a
convenient model for biologically relevant free radicals in
reactions where HA is involved.*® Its electronic structure and
the rate constants for HA closely resemble those of oxygen-
centered free radicals. This primarily applies to allylic hydro-
gens.”® Moreover, it is relatively easy to implement BZP as a
photo-triggered hydrogen abstractor, being convenient for time-
resolved investigations. Recently, we have successfully applied
this approach to show an efficient generation of biradicals in
dyads with an ester moiety linking the BZP and Ch units, which
are appropriate models to study Type I Ch oxidation.**®

Time-Resolved Chemically Induced Dynamic Nuclear Polar-
ization (TR-CIDNP)'"** is a very powerful method to follow free
radical reactions.’®* In photo-chemical processes, such as
bond cleavage, electron or hydrogen transfer, free radicals are
usually born within (triplet) correlated radical pairs. To
recombine in a solvent cage, those radical pairs must reach an
overall singlet state. Since electron spins are coupled via
hyperfine interaction to nuclear spins, the rate of intersystem
crossing depends on the latter. Radical pairs with one nuclear
spin orientation reach singlet state rapidly and tend to react
immediately in cage. Conversely, radical pairs with opposite
nuclear spin orientation do not reach the overall singlet state
within their in-cage lifetime and react via an alternative exit
channel, e.g. Spin-Orbit-Coupling (SOC) driven reactions. Thus,

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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nuclear-spin states influence the probability for in-cage or exit
channel reactions. This spin-sorting mechanism leads to an
overpopulation of certain spin states in products of two
different types: cage and escape/exit, an effect that becomes
manifest in NMR signals recorded shortly after generation of
the radical pair. The resulting spectrum consists of NMR
signals, which appear in absorption and emission, i.e. they are
differently polarized. CIDNP polarizations depend not only on
the nuclear spin states but also on hyperfine coupling constants
(hfes), the difference of g factors of the reacting free radicals,
and the exchange integral; accordingly, all those important
parameters can, in principle, be evaluated from CIDNP spectra.
Moreover, when executed in a time-resolved manner,'>'* CIDNP
sheds light on the kinetics of free radical processes.'

Herein, we have studied covalently linked benzophenone-
aminocholestene'” dyads, prepared from ketoprofen (Kp) as a
simple BZP derivative. In these systems, both reaction partners
possess a confined geometry and are located in close proximity
to each other. This is reminiscent of the situation of Ch in cell
membranes, where movement is heavily restricted by the envi-
ronment and Ch is more inclined to radical formation than the
surrounding PUFA," despite the fact that the C,-H bond-
dissociation energy in Ch is ca. 50 k] mol™" higher than
homolytic cleavage of the allylic hydrogens in PUFA.* Thus,
entropic factors, such as proximity and preorientation, must
play a predominant role in the oxidation of Ch in membranes.

We combine steady-state photolysis, photoproducts studies,
laser flash photolysis (LFP) and photo-CIDNP, to follow primary
intramolecular HA from 3a-amino-5-cholestene (NH,Ch, 1b) by
the triplet excited state of Kp in Kp-NHCh dyads 2 and 3 (see
structures in Chart 1).

Results and discussion
Steady-state and laser flash photolysis

The diastereoisomeric amides 2 and 3 were prepared from
a-aminocholestene (1b) and (S) or (R)-Kp following standard
procedures® (see details in ESIf). Steady-state photolysis was
carried out using monochromatic light at 254 nm in dichloro-
methane (ca. 10> M solutions) under nitrogen atmosphere. It
was monitored by UV spectrophotometry following the decrease
of the typical 7, w* BZP absorption band at 254 nm. As shown in
Fig. 1, UV spectral changes were consistent with reduction of
the BZP chromophore. Interestingly, dyad 2 was significantly
more photoreactive than its diasteroisomer 3.

%,

Ch(1a)  Ry=OH, Ro=H

NH,Ch (1b) Ri=H, Rg=NH;

Chart 1 Chemical structures of compounds 1-3.
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Fig. 1 Photoreaction of dyads (S)-Kp-NHCh (2) and (R)-Kp-NHCh (3) at 254 nm

as a function of the irradiation time (CH,Cl,, inert atmosphere). Inset: changes in
absorption spectrum of a deaerated dichloromethane solution of 2 after
increasing irradiation times.

Taking into account that intramolecular HA in the dyads is
expected to generate carbon-centered biradicals,'®** which can
recombine to form C-C coupling products, irradiation of dyads
2 and 3 was performed at preparative scale to investigate
photoproduct formation. Hence, dichloromethane solutions of
2 and 3 were photolyzed through Pyrex, with a 400 W medium
pressure mercury lamp. The progress of the photoreactions was
monitored by TLC and NMR. Photomixtures were submitted to
silica gel column chromatography affording two pairs of dia-
stereoisomeric products. The structures of compounds 4-7 were
unambiguously assigned on the basis of their NMR (*H and
13C), and mass spectral data. Their formation can be explained
as the result of intramolecular HA from the C; allylic position of
Ch by the triplet excited state of Kp, followed by C-C coupling of
the generated biradical (Scheme 1).

In order to obtain direct experimental evidence supporting
the proposed mechanism involving the intramolecular HA step,
dyads 2 and 3 were submitted to LFP studies. Experiments were
performed in dichloromethane solutions, under nitrogen, using
355 nm as the excitation wavelength. The transient absorption
spectra, obtained 200 ns after the laser pulse, indicated the
presence of two species: an earlier intermediate assigned to the
triplet excited state (triplet-triplet absorption of the BZP chro-
mophore) with maxima at ca. 325 and 525 nm, and a ketyl-allyl
biradical showing typical bands with maxima at ca. 330 and

%,

(S)-Kp-NHCh (2) R¢=CHj, Rp=H

O O (RFKp-NHCh (3) Ry=H,  Ry=CHs
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Scheme 1 Formation of products 4-7 upon irradiation of dyads 2 and 3.

545 nm. Both species were efficiently quenched by oxygen. As
shown in Fig. 2A, dyad 2 (red line) showed slightly higher
contribution of biradical than dyad 3.

Kinetic analysis of the triplet decays (Fig. 2B), using a bi-
exponential function, led to the determination of the triplet and
biradical lifetimes. The triplet lifetimes were very short (ns
timescale), whereas the generated biradicals were much longer-
lived (0.5 and 0.8 ps for 2 and 3, respectively). As a consequence
of the spectral overlap of triplets and biradicals and because of
the short triplet lifetimes, it was not possible to achieve accurate
values for the triplet lifetimes by direct observation of the T-T
absorption of dyads 2 and 3. Therefore, additional experiments
were performed by the well-established energy transfer method,
using naphthalene as the acceptor.*

Dichloromethane solutions of 2 and 3 were submitted to LFP
(Aexe = 355 nm) in the presence of increasing amounts of NP,

A)
154
< 1.0
0.5
0.0

T T T T T T T |
350 400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Fig.2

4R'=Ph, R%= OH

§R'=0H, R*= Ph

&

—_— AN
HN IR

R2

6 R'= Ph, R%= OH

7R'= OH, R?%= Ph

and the triplet-triplet absorption of NP was observed and
monitored at 415 nm.

When the reciprocal transient absorbance at 415 nm was
plotted against the reciprocal of NP concentration straight lines

were obtained (see eqn (1) and the inset Fig. 2B).

1Aqs = a + al(ky x 1; x [NP]) 1)

here, A,15 is the absorbance of the triplet of NP at 415 nm,
before significant decay takes place, k4 is the bimolecular rate
constant for triplet quenching by NP, ; is the triplet lifetime of 2
or 3 in the absence of NP, and « is a constant. The Stern-Volmer
parameters (kq x ;) were obtained from the intercept-to-slope
ratios. They were found to be 440 M ™" and 1072 M for 2 and 3,
respectively. Moreover, the intermolecular k, determined in
dichloromethane for Kp was 8 x 10° M~ ' s, which was

B)
1.04 =
0.8- "L‘W W /,,/
E 0.6+ "| ;16 a
% 0.4 ‘ﬂ | - 14 /"/-/
§ ‘ﬂll J\J, 75 150 225 300 375
0.2 ! _W_f\ﬂlﬂ‘w‘ i (1INPY M
‘ M il b TS
ol M
0 2 4 6 8
time (ps)

(A) Transient absorption spectra obtained ca. 0.2 ps after laser pulse (Aexc = 355 nm) for (S)-Kp-NHCh (2, red) and (R)-KpNHCh (3, blue). (B) Normalized decays of

the transients generated from 2 (red) and 3 (blue) monitored at 525 nm. Inset: double reciprocal plot for quenching of dyads 2 (red) and 3 (blue) triplet excited state by

NP in CH,Cl,.
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assumed to be the same for the dyads. With these data, the
triplet lifetimes obtained were 55 ns for 2 and 134 ns for 3. The
obtained values were used to determine the rate constants for
the intramolecular process (kj;) by means of eqn (2), and
the values obtained were 1.7 x 10" s~ * for 2 versus 6.9 x 10°s™"
for 3.

kiq = 1/1’; — 1/1’0 (2)
where 7, is the triplet lifetime of the reference compound,
namely, (S)-Kp (1.6 ps).

From a qualitative point of view, these results are in agree-
ment with those obtained in steady-state photolysis, confirming
that dyads 2 and 3 display an important stereodifferentiation in
the intramolecular HA process.

Photo-CIDNP

A mixture of Ch and BZP (as the hydrogen abstractor) did not
show any CIDNP effects at a wide range of concentrations (M-
mM) in dichloromethane-d, and benzene-ds. Also, no reso-
nances of follow-up products were found in the NMR spectrum
after the CIDNP experiment was accomplished. Conversely,
dyads 2 and 3 exhibited rather strong "H CIDNP polarizations.
The NMR and CIDNP spectra of 2 and 3 at different conditions,
together with the assignments of the signals, are shown in Fig. 3
and 4. The assignments are based on the NMR spectra of iso-
lated photoproducts. In the CIDNP spectra of dyads 2 and 3,
NMR transitions are polarized in both, positive (enhanced
absorption, EA) and negative (enhanced emission, EE) direc-
tions. Besides the polarizations of parent 2 and 3, only few

a)

View Article Online

signals of additional products were found. Table 1 shows the
chemical shifts of all assigned NMR signals of dyads 2 and 3,
together with types of their polarizations in the CIDNP spectra.

Quantum mechanical calculations

The knowledge about values and signs of hfcs is crucial to
interpret CIDNP spectra. We have performed B3LYP/TZVP
DFT*»* calculations of hfcs in biradicals 2° and 3" as the
superposition of two mono-radicals A (Ch-type) and B (BZP-
type). This was done since DFT methods do not allow calcula-
tions of hfes in biradicals. In addition, alkyl chains were
removed from calculations for the sake of CPU time. As the
starting point for the calculation of free radicals, we have used
B3LYP/TZVP optimized structures of 2 and 3 (Fig. 5). It is
important to note that the distance between the carbonyl
oxygen and one of the allylic protons in 2 and 3 is only ca. 2.6 A.
Fig. 6 shows geometries and hfcs (larger than 1 G) of radicals A
and B. The calculations show that the predominant amount of
spin population in radicals A and B is located close to the
radical center. The most prominent hfcs in radicals A and B
belong to Hy (24.3 G), He (—15.6 G), and Hy (13.6 G, average of
two values) protons. The geometries of free radicals A and B
were not very different from those of the parent 2 and 3.

CIDNP assignments

The 'H CIDNP spectra of 2 and 3 clearly indicate partly revers-
ible hydrogen transfer between the NH,Ch and BZP moieties of
dyads 2 and 3 (Fig. 3b and 4b). This is reflected by the polari-
zations of resonances of parent 2 and 3. The values of CIDNP
polarizations from parent 2 and 3 are in perfect agreement with

Solvent
b) 9 .
Ar
f—‘%
R
d
e g f
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 Ouf
o/ ppm

Fig.3 NMR (a) and CIDNP (b) spectra of 2 taken (time to the center of RF pulse) 2 us after the laser flash (355 nm) in CD,Cl,, together with the assignments of the most

important protons.
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4.5
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Fig.4 NMR (a) and CIDNP (b) spectra of 3 taken (time to the center of RF pulse) 2 us after the laser flash (355 nm) in C¢Dg, together with the assignments of the most
important protons.

the calculated hfcs (Fig. 6). That is, higher polarizationsin 2 and  transfer in the triplet excited state. In biradicals 2" and 37, the
3 correspond to bigger absolute values of hfcs in biradicals 2° protons possessing significant hfcs values are: H,, Hq, He, Hy,
and 37, which are the result of the intramolecular hydrogen and aromatics. The signals of these protons are most strongly

Table 1 NMR and CIDNP parameters of 2 and 3 and their assignments derived from Kaptein's rules. (For numbering, see Fig. 3 and 4)

Chemical shift
Proton ppm Sign of CIDNP polarization Sign of hfc in free radical I'=axAgxpuxe

Dyad 2 (CD,CL,)

H, 5.24 — + — =+ —++
H, 3.99 Not polarized

H, 3.63 Not polarized

Hy 2.54 - + — =+ —++
H, 1.95 + - t=——t+
Hy 1.37 — + — =+ —++
New signals

He(1) 3.52 - - =4
He(2) 3.31 + - +=——++
Hg 2.42 + + +t=+—-+—
Dyad 3 (C¢Ds)

H, 5.16 - + —=+—-++
H, 4.31 Not polarized

H. 3.32 Not polarized

Hy 2.32 - + — =+ —++
H. 1.91 + - = — 4
Hy

New signals

He(1) 3.43 - - 4o
He(2) 3.32 - - =t
Hy 2.18 + + +t=+—+—

1612 | Chem. Sci., 2013, 4, 1608-1614 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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-+ R'=CH;, R*=H

3. R'=H, R?CHs

Fig.6 SOMO visualization (a) and calculated (B3LYP/TZVP) hfcs (>1 G) of radicals
A and B, which were used to predict hfcs in biradicals 2" (b) (for 3" see ESIT).

polarized in CIDNP spectra. This is in concert with the theory of
CIDNP and obeys Kaptein's rule for net polarization:**

I'=axAgxuxe 3)

where “I'” is the sign of CIDNP polarization, “a” is the sign of
the hfcs, “Ag” the g-factor difference of radicals within a primary
radical pair, “u” the multiplicity of the precursor (u = “+” for a
radical pair formed in the triplet state, “—” for the singlet state)
and ¢ the type of the exit channel (¢ = “+” for cage and “—” for
escape/exit products). Thus, protons with opposite polariza-
tions possess hfcs of opposite sign (Table 1). However, this rule

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013

is applicable only for relatively long biradicals, where radical
centers are well-separated in space and the exchange interac-
tion between two electron spins is negligible.* When the
exchange interaction exceeds the hyperfine one, only mixing
between T_ (or T,) and S states is possible (no T,-S mixing),
therefore the sign of the polarization does not depend anymore
on the sign of the hyperfine coupling constant. In that case, all
signals are polarized in the same direction. Our CIDNP spectra
are unambiguously of T,-S type (both negative and positive
polarizations) that implies a negligible exchange interaction
between electron spins, even though the distance between them
is ca. 5 A, that is equivalent to three single carbon-carbon
bonds.

Apart from back hydrogen transfer, re-forming parent 2 and
3, a second reaction occurs after intramolecular HA, namely
cyclization between carbon C; of aminocholestene and the
carbonyl carbon of the BZP moiety yielding 4-7. This is reflected
by three polarized multiplets in each spectrum that are assigned
to Hqy and He protons of two pairs of diastereoisomers.
Assuming that the g factors of the ketyl parts of biradicals 2"and
3" are larger than those of the NH,Ch moieties,*® we conclude
that back hydrogen transfer is a “cage” reaction. Accordingly,
the radical cyclization is an exit channel. This is in concert with
the positive polarization of Hg' (2.18 ppm) and the negative one
of He (3.43 and 3.32 ppm) in 3 (the full treatment of polariza-
tions with Kaptein's rule is shown in Table 1). However, in the
CIDNP spectrum of 2, He is positively polarized. Within our
paradigm, it suggests that one of the diastereoisomers 4 or 5 is
formed directly from the triplet state. A similar behavior of
cycloalkanones described by Kaptein® was attributed to a SOC
driven reaction.

As mentioned above, a mixture of Ch and BZP did not show
significant reactivity in the TR-CIDNP and NMR experiments,
but dyads 2 and 3 reacted very efficiently. The same reactivity
pattern was observed by steady-state irradiation and LFP
experiments. For the combination of BZP and Ch it was previ-
ously shown® that in hydrogen donating solvents (dichloro-
methane, dioxane, methanol) the major reaction pathway is HA
from the solvent. However, even in acetonitrile, which has a
poor hydrogen donating ability, bimolecular reaction of the
triplet excited state of BZP with Ch is much less efficient than in

Chem. Sci., 2013, 4, 1608-1614 | 1613
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dyads containing covalently linked BZP and Ch moieties. The
quantum yields of biradicals in those dyads, produced via
intramolecular HA, were ¢pr = 0.65-0.80 depending on the
solvent. This drastically exceeded the quantum yields of inter-
molecular reactions (¢xr = 0.00-0.14). In dyads 2 and 3, which
are very similar to those discussed above, the distance between
the carbonyl oxygen and the abstractable hydrogen at C, is only
2.6 A in their minimum ground-state conformations. In our
view, this short distance and orientation determine such a high
reactivity of dyads 2 and 3 compared to the bimolecular reaction
between Ch and BZP. The same topologic factors can play a
significant role in cell membranes, where Ch is more prone to
oxidation than the surrounding PUFA.

Conclusions

The photoreaction between BZP and the NH,Ch moieties of
covalently bound dyads 2 and 3 proceeds mainly via intra-
molecular HA. The analogous reaction in (bimolecular) Ch/BZP
mixtures is substantially less efficient. This points to a very
specific orientation of the reactants being decisive for the HA
reaction. Since sterol moieties are particularly oriented in
membranes, such topologically controlled reactions could be
essential in nature. Our results also illustrate the importance of
entropic factors in radical reactions.
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Abstract

Cholesterol (Ch) is an important lipidic building block and a target for oxidative degradation, which can be induced via free radi-
cals or singlet oxygen (10,). Suprofen (SP) is a nonsteroidal anti-inflammatory drug that contains the 2-benzoylthiophene (BZT)
chromophore and has a m,n* lowest triplet excited state. In the present work, dyads (S)- and (R)-SP-a-Ch (1 and 2), as well as (S)-
SP-B-Ch (3) have been prepared from f- or a-Ch and SP to investigate the possible competition between photogeneration of biradi-
cals and 05, the key mechanistic steps in Ch photooxidation. Steady-state irradiation of 1 and 2 was performed in dichloro-
methane, under nitrogen, through Pyrex, using a 400 W medium pressure mercury lamp. The spectral analysis of the separated frac-
tions revealed formation of two photoproducts 4 and 5, respectively. By contrast, under the same conditions, 3 did not give rise to
any isolable Ch-derived product. These results point to an intramolecular hydrogen abstraction in 1 and 2 from the C7 position of
Ch and subsequent C—-C coupling of the generated biradicals. Interestingly, 2 was significantly more photoreactive than 1 indicat-
ing a clear stereodifferentiation in the photochemical behavior. Transient absorption spectra obtained for 1-3 were very similar and
matched that described for the SP triplet excited state (typical bands with maxima at ca. 350 nm and 600 nm). Direct kinetic analy-
sis of the decay traces at 620 nm led to determination of triplet lifetimes that were ca. 4.1 us for 1 and 2 and 5.8 ps for 3. From these
data, the intramolecular quenching rate constants in 1 and 2 were determined as 0.78 x 10° s™!. The capability of dyads 1-3 to
photosensitize the production of singlet oxygen was assessed by time-resolved near infrared emission studies in dichloromethane
using perinaphthenone as standard. The quantum yields (®,) were 0.52 for 1 and 2 and 0.56 for 3. In conclusion, SP-a-Ch dyads
are unique in the sense that they can be used to photogenerate both biradicals and singlet oxygen, thus being able to initiate Ch oxi-
dation from their triplet excited states following either of the two competing mechanistic pathways.
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Introduction

Among the constituents of cell membranes, cholesterol (Ch) is
the most important lipidic building block. It is required for
permeability, fluidity, and integrity of all animal cell mem-
branes. However, as an unsaturated lipid, Ch is susceptible to
oxidative degradation, which can result in potentially patho-
logic consequences encompassing from inflammation to cardio-
vascular and Alzheimer diseases [1,2]. This type of damage can
be induced via free radicals or singlet oxygen (10,) [3,4]. The
former generally involves hydrogen abstraction (HA) of an
allylic hydrogen and can be achieved by photosensitizing agents
in combination with UVA light. The latter involves energy
transfer from the photosensitizer triplet excited state to ground
state molecular oxygen [5,6].

Ketoprofen (KP) is a nonsteroidal anti-inflammatory drug that
contains the benzophenone (BZP, Figure 1) chromophore and
displays a n,n triplet excited state [7-9], whereas tiaprofenic
acid (TPA) is a related drug that includes the 2-benzoylthio-
phene (BZT, Figure 1) chromophore and has a m,n* lowest
triplet excited state [9,10]. Generally, the photochemical reac-
tivity of the n,n* triplet state is higher than that of m,* triplet
state. It is also accepted that ketones with lowest-lying m,n*
triplets react predominantly via thermal population of the higher
energy n,m* states.

(o]
YD
_ /

2-BZT

BzP

Figure 1: Chemical structure of the photosensitizing chromophores
benzophenone (BZP) and 2-benzoylthiophene (BZT).

In this context, we have previously shown that the electronic
nature of the involved triplet excited state displays a marked in-

O,

o
(0] X
(0]

(R)-SP-a-Ch (2)

(S)-SP-a-Ch (1)

Figure 3: Chemical structures of dyads 1-3.
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fluence on the photobehavior of ketone-Ch dyads. Hence,
KP-a-Ch dyads are suitable to generate biradicals by intramo-
lecular HA from the C7-allyl position of Ch [11,12], whereas
the TPA-0-Ch analogs are unreactive via HA but they generate
singlet oxygen efficiently [13].

Suprofen (SP) is another nonsteroidal anti-inflammatory drug,
which contains a BZT chromophore. The only structural differ-
ence between SP and TPA is the site of attachment of the
propionic acid side chain (Figure 2), which is the benzoyl or the
thenoyl group, respectively [14,15]. Interestingly, this appar-
ently minor modification leads to a smaller energy gap between
the T (nn*) and the T, (nm*) states in SP than in TPA (ca. 3 vs
7 kcal/mol, respectively) [16]. Therefore, HA processes could
be enhanced in the SP derivatives.

o}
s HO
HO \ o}
o

|\
S
0
TPA SP

Figure 2: Chemical structure of tiaprofenic acid (TPA) and suprofen
(SP).

With this background, dyads (S)- and (R)-SP-a-Ch (1 and 2), as
well as (S)-SP-B-Ch (3) have been prepared in the present work
from B- or a-Ch and SP (Figure 3) in order to investigate the
possible competition between photogeneration of biradicals and
10,, the key mechanistic steps in Ch photooxidation.

Results and Discussion

Preparation of dyads

Compounds 1-3 were prepared by esterification of a- or B-Ch
with racemic SP following standard procedures [13]. They were

o
B o
\
S o)

(S)-SP-p-Ch (3)
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purified and resolved into the pure diastereoisomers by frac-
tional crystallization from hexane/ethyl acetate. Ester 1 was ob-
tained as a pure solid, while its diastereoisomer 2 remained as a
viscous oil after elimination of the solvent from the filtered
solution. In order to make an unambiguous stereochemical as-
signment, authentic samples of 1 and 2 were prepared by direct
esterification of (R)- and (S)-SP with a-Ch [17].

Steady-state photolysis

In order to investigate photoproducts formation, steady-state ir-
radiation of dichloromethane solutions (ca. 1073 M) of 1-3 was
performed under nitrogen, using a Pyrex filter and a 400 W me-
dium pressure mercury lamp. The reaction progress was fol-
lowed by TLC and NMR. The resulting photomixtures were
submitted to silica gel column chromatography, using hexane/
ethyl acetate (95:5 v/v) as eluent. The spectral analysis of the
separated fractions revealed the formation of two new diastereo-
meric photoproducts 4 and 5 from dyads 1 and 2, respectively
(Scheme 1). By contrast, (S)-SP-pB-Ch (3) did not give rise to
any isolable Ch-derived product; this is in agreement with con-
formational restrictions, which do not allow an effective ap-
proach between the two active moieties. The nature of the
photoproducts formed from 1 and 2 point to an intramolecular
HA from the C7 position of Ch and subsequent C—C coupling
of the generated biradicals.

The structures of compounds 4 and 5 were unambiguously
assigned on the basis of their NMR spectroscopic data ('H, 13C,

hV (R)¢
(S)-8P-a-Ch (1)| ——= *(S)-SP-u-Chl*— 0 5
N2
hv
(R)-SP-a-Ch (2)
N2

(R)
(6]

Scheme 1: Formation of products 4 and 5 upon photolysis of dyads 1 and 2.

Y(R)-SP-a-Chf'— 5 % OH
Y\@)\Ls)
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HSQC and NOEDIFF) and mass spectrometry analysis, includ-
ing high-resolution measurements. Because of the rigidity of the
steroidal skeleton, NOE experiments were necessary to assign
the stereochemistry of the new chiral centers generated upon
photocyclization. In both photoproducts, the most relevant
interaction was found between the allylic proton at C7 and the
protons of the thiophene ring (Figure 4). More details are provi-
ded in the Supporting Information File 1.

Ar
C6

Figure 4: Diagnostic NOE interactions in compounds 4 and 5.

Having established the nature of the occurring photochemical
reactions, it appeared interesting to explore the possible stereo-
differentiation in the HA process. Thus, irradiation of 1-3 was
performed with monochromatic light at 266 nm in CH,Cl,
(ca. 1075 M solutions), under nitrogen. The changes were moni-
tored by UV-spectrophotometry, following the decrease in the
maximum absorption at 290 nm (inset of Figure 5), which is
consistent with reduction of the BZT chromophore.

&

R).
oV

|/ o]
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Figure 5: Decrease of the absorbance at 290 nm upon irradiation in
CH3Cly under N3 for 1 (red circles), 2 (black squares) and 3 (blue trian-
gles) as a function of the irradiation time. Inset: changes in the absorp-
tion spectrum of a deaerated dichloromethane solution of 1 after in-
creasing irradiation times with monochromatic light at A = 266 nm.

Dyads 1 and 2 were efficiently photolyzed under anaerobic
conditions, whereas 3 was markedly unreactive. Interestingly, 2
was significantly more photoreactive than 1 indicating a clear
stereodifferentiation in the photochemical behavior.

Laser flash photolysis (LFP)
The studies were carried out in dichloromethane under anaer-
obic atmosphere at Aex. = 355 nm. Transient absorption spectra

Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 1196—1202.

acquired for 1-3 (Figure 6) were all very similar to that previ-
ously reported for the triplet excited state of SP, with maxima at
ca. 350 nm (major) and 600 nm (minor) [18].

pu—
—2

0.08- —_:

0.06 20

10
time (ps)

0.04+
0.02
300 400 500 600 700
A (nm)

Figure 6: Transient absorption spectra for dyad 1 in CH2Cly 1 ps after
laser pulse (Aexc = 355 nm). Inset: Normalized decays of the triplets
generated from dyads 1-3 monitored at 620 nm.

An overall mechanistic picture is shown in Scheme 2 and a
summary of photophysical parameters is provided in Table 1,
together with reference values from the literature [19-21]. The
direct kinetic analysis of the decay traces at 620 nm (Figure 6
inset) led to determination of triplet lifetimes (tr) that were ca.

deactivation
physical quenching
ka1 X
n
kiq
coupling products
ka2
SP 90% K .
° [SH™-Ch(-H)]
KP 100% kg2
TPA 90% SP 5% (23% O
KP 80°/: EBO%:; 2 oxidation products
o TPA  <0.5% (<5%)
kgt | O, 2
Kds
3 . kqs
[S-Ch-O0)) ———————— '0,+S-Ch — > oxidation products
/ SP 52%
KP <0.01%
deactivation TPA  50%

Scheme 2: Photoreaction pathways generating biradical and singlet oxygen species of a sensitizer (S), like SP, KP or TPA, covalently linked to Ch.
The obtained percentages under anaerobic conditions are given in parenthesis.
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4.1 ps for 1 and 2 and 5.8 ps for 3. From these data, the intra-
molecular quenching rate constants were determined as
kiq = 1/t1(1 or 2) — 1/71(3), and the value obtained for 1 and 2
was 0.78 x 103 571,

Table 1: Photophysical parameters of dyads in CH,Cl,.

Parameters (S)- or (R)-SP-a—Ch KP-a-Ch@
(1,2)

®Oisc 0.9° 1.0¢

kg1 [s™"] 1.7 x 1054 5.9 x 105
kiq [s™] 7.8 x 10% 1.0 x 108
kq[s™"] 6.2 x 104 8.0 x 107
Kn[s7] 1.6 x 104 2.0 x 107
kg1 M1 s7] 0.4 x 10° 0.6 x 10°
®p 0.52 <0.01

k4o [s7] ND9 5.0 x 108
k2 M™1s7'] ND9 3.6 x 109
kg3 [s™"] 1.4 x 10h 1.3 x10%
kg3 IM™"'s7] 5.7 x 104 5.7 x 104
7 [Us] 4.10 <0.01

avalues taken from ref. [13]; Pvalue taken from ref. [15]; Svalue taken
from ref. [19]; Y%q¢= 1/71 (3); ®the intramolecular quenching rate con-
stants were estimated as kiq = 1/T7(1 or 2 — 1/77(3); fthe rate constants
for HA (ky) and physical quenching by the T system (k) were ob-
tained by assuming that their ratio is similar to that determined in KP-a-
Ch and that kig = kny + krr; 9not determined; Pkgz = 1/1p with perinaph-
thenone as photosensitizer (value taken from ref. [20]); 'value taken
from ref. [21].

Unfortunately, in the nanosecond timescale it was not possible
to detect the biradical species. Indeed, the coupling rate con-
stant (kqp) should be similar to that of KP-a-Ch and therefore

A)
3
s
c
i<}
®
2
£
w
50 0 50 100 150 200 250
time (s
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much higher than the hydrogen abstraction rate constant (ky),
which is by definition lower than kjq. Consequently, biradicals
are not expected to accumulate since their consumption is much
faster than their formation.

It is interesting to note that the reverse is true that for the KP-a-
Ch analogs, where kg, is lower than &y (Table 1). Therefore, bi-
radical accumulation is indeed observed in this case, because
the coupling products are generated much more slowly.

Singlet oxygen generation

To assess the capability of dyads 1-3 to photosensitize the pro-
duction of excited singlet molecular oxygen ('O; or ]Ag), time-
resolved near infrared emission studies were carried out in
dichloromethane using perinaphthenone (PN) as standard. The
formation of this reactive oxygen species was detected by its lu-
minescence at 1270 nm, using a germanium diode as detector.
The singlet oxygen lifetime (Figure 7A) was found to be
ca. 70 ps in all cases (in agreement with the'O, lifetime re-
ported in the literature [20] for the same solvent). The photosen-
sitized singlet oxygen production was established with a quan-
tum yield (®4) of 0.52 for 1 and 2 and 0.56 for 3 (Table 1 and
Figure 7B).

Biradical vs singlet oxygen

Although it was not possible to detect the biradical species by
means of LFP in SP-a-Ch systems, its generation (5%) has been
chemically proven by obtaining the coupling products 4 and 5.
Moreover, the triplet excited states of 1 and 2 were quenched by
0, to generate !0, efficiently (52%). Interestingly, the TPA
analogs (also with m,t* character) are unreactive via intramolec-
ular HA (<0.5%), while they produce 10, with a @ = 0.5. By

=

0.8

0.6

0.4

0.2

&, (emission)

PN 3 1 2

Figure 7: Time-resolved experiments at 1270 nm upon excitation at 308 nm of aerated CH,Cl; solutions of 1-3, using perinaphthenone as standard

for comparison. A) Luminiscence decays of 10,. B) Formation of 10,.
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contrast, for KP derivatives (°n,n*), efficient photogeneration of
7-allyl-Ch biradicals (80%) is observed, and 'O, production is
negligible (<0.01 ).

In conclusion, SP-a-Ch dyads are unique in the sense that they
can be used to photogenerate both biradicals and singlet
oxygen, thus being able to initiate Ch oxidation from their
triplet excited states following either of the two competing
mechanistic pathways.

Experimental

General

Suprofen and B-cholesterol were commercially available. Sol-
vents and other reagents were used as received from the
supplier without additional purification. "H NMR and 13C NMR
spectra were recorded in CDClj3 as solvent on a Bruker AC-300
at 300 and 75 MHz, respectively, and the NMR chemical shifts
are reported in ppm downfield from an internal solvent peak.
Ultraviolet absorption spectra were recorded on a Varian Cary
300 scan UV—-vis spectrophotometer. All reactions were moni-
tored by analytical TLC with silica gel 60 F,s4 revealed with
ammonium molybdate reagent. The residues were purified
through silica gel 60 (0.063-0.2 mm). Exact mass was obtained
by Waters ACQUITY™ XevoQToF spectrometer.

Laser flash photolysis (LFP) measurements
As described in [17], a pulsed Nd:YAG laser was used for the
excitation at 355 nm. The single pulses were of ~10 ns duration,
and the energy was from 10 to 1 mJ/pulse. The LFP system
consisted of the pulsed laser, the Xe lamp, a monochromator
and a photomultiplier made up of a tube, housing and power
supply. The output signal from the oscilloscope was transferred
to a personal computer. All experiments were performed at
room temperature. The samples were dissolved in dichloro-
methane to have an absorbance of ca. 0.30 at 355 nm, and solu-
tions were deareated by bubbling nitrogen.

Steady-state photolysis of dyads 1 and 2
Solutions of 1, 2 or 3 (ca. 1074 M concentration) were irradi-
ated, under anaerobic conditions, with monochromatic light at
266 nm using the Xe lamp of a Photon, Tecnology spectrofluo-
rometer equipped with monochromator. The changes were
monitored by UV-vis spectrophotometry following the de-
crease in the absorption at 290 nm.

To preparative scale, deaerated dichlorometane (20 mL) solu-
tions of (S)- or (R)-a-Ch dyads 1 and 2 (150 mg, 0.24 mmol)
were irradiated for 8 h through Pyrex with a 400 W medium
pressure mercury lamp. After this time the reaction mixtures
were concentrated under reduced pressure, and the photomix-
tures were submitted to silica gel column chromatography,

Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 1196—1202.

using hexane/ethyl acetate (eluent: 98:2), which afforded the
pure photoproducts 4 and 5.

Data for compounds 4 and 5

Photoproduct 4 (51%)

IH NMR (CDCls, 300 MHz) 5 0.53 (s, 3H), 0.79 (d, J = 6.6 Hz,
3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.82 (s, 3H), 0.87 (d, J = 6.6 Hz,
3H), 1.57 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.90-1.98 (complex signal, 24H),
2.18 (m, 1H), 2.49 (m, 1H), 2.69 (s, 1H), 3.09 (m, 1H), 3.62 (q,
J=17.2Hz, 1H), 4.59 (m, 1H), 4.70 (m, 1H), 6.44 (dd, J = 8.1
Hz, 2.0 Hz, 1H), 6.83 (dd, J=8.1 Hz, 2.0 Hz, 1H), 6.99 (dd, J=
5.1 Hz, 3.6 Hz, 1H), 7.11 (dd, J = 3.6 Hz, 1.2 Hz, 1H), 7.25 (dd,
J=5.1Hz, 1.2 Hz, 1H), 7.28 (m, 1H), 7.74 (dd, J = 8.1 Hz, 2.0
Hz, 1H); 13C NMR (CDCls, 75 MHz) § 10.2, 13.6, 18.8, 18.9,
20.5, 22.6, 22.9, 23.8, 25.5, 26.7, 28.1, 33.1, 35.8, 36.1, 36.2,
38.1,39.2, 39.6, 40.2, 41.1, 42.9, 46.6, 46.7, 50.2, 56.1, 70.2,
83.9, 124.7, 124.9, 125.0, 125.9, 126.1, 126.7, 128.0, 135.7,
139.7, 146.8, 156.2, 173.4; HRMS—EI (m/z): [M — H]" calcd for
C41Hss5038, 627.3866; found, 627.3865

Photoproduct 5 (53%)

TH NMR (CDCls, 300 MHz) § 0.53 (s, 3H), 0.79 (d, J = 6.6 Hz,
3H), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.82 (s, 3H), 0.87 (d, J= 6.6 Hz,
3H), 1.49 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.90-1.97 (complex signal, 24H),
2.14 (m, 1H), 2.46 (m, 1H), 2.70 (s, 1H), 3.06 (m, 1H), 3.57 (q,
J=17.2 Hz, 1H), 4.55 (dd, J = 5.4 Hz, 1.5 Hz, 1H), 4.68 (m,
1H), 6.48 (dd, J= 8.1 Hz, 2.0 Hz, 1H), 6.92 (dd, /= 8.1 Hz, 2.0
Hz, 1H), 6.98 (dd, J= 5.1 Hz, 3.6 Hz, 1H), 7.09 (dd, J = 3.6 Hz,
1.2 Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 8.1 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.24 (dd, J = 5.1
Hz, 1.2 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 8.1 Hz, 2.0 Hz, 1H); 13C NMR
(CDCl3, 75 MHz) 6 10.2, 13.1, 18.8, 19.1, 20.5, 22.6, 22.9,
23.7,25.9, 26.6, 28.1, 32.7, 35.3, 35.8, 36.2, 38.0, 39.2, 39.6,
40.1,41.2,42.9,45.8,46.4,50.2, 56.1, 69.7, 84.0, 123.1, 124.7,
124.9, 125.7, 125.9, 126.7, 128.5, 130.8, 134.9, 140.1, 147.0,
156.0, 172.9; HRMS—-EI (m/z): [M — H]" calcd for C4;Hs503S,
627.3866; found, 627.3846.

Singlet oxygen measurements

As described in [13], the luminescence (1270 nm) from singlet
oxygen was detected by means of an Oriel 71614 germanium
photodiode (5 mm?) coupled to the laser photolysis cell in right-
angle geometry. An excimer laser (LEXTRAS50 Lambda
Physik) was used for the excitation at 308 nm (laser excitation
at 5 low-pulse energies for each molecule). A 5 mm thick (5 cm
in diameter) 1050 nm cut-off silicon filter and a 1270 nm inter-
ference filter were placed between the diode and the cell. The
photodiode output current was amplified and fed into a TDS-
640A Tektronix oscilloscope via a Co-linear 150 MHz, 20 dB
amplifier. The output signal from the oscilloscope was trans-
ferred to a personal computer for study. Thus, the singlet
oxygen quantum yield (®p) of the dyads was determined in
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dichloromethane solutions using the same absorbance value
(0.30) at 308 nm for each compound. A singlet oxygen quan-
tum yield (@) of 0.95 for perinaphthenone in dichloromethane
was used as standard [22].

Supporting Information

Supporting Information File 1

Copies of Iy, 13C, DEPT, HSQC and NOEDIFF spectra for
photoproducts 4 and 5.
[http://www.beilstein-journals.org/bjoc/content/
supplementary/1860-5397-12-115-S1.pdf]
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