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Abstract

This review on photodegradation and phototoxicity of antibacterial drugs and new alterna-
tives for photoinactivation of microorganisms takes as model substances of the family of com-
pounds known as quinolonas, which exert their pharmacological activity interacting with the
bacterial nucleic acids through a mechanism of intercalation on the DNA. They also pose an ad-
verse phototoxic effect as has been conclusively demonstrated through our investigations in
the last 14 years. The studies on two generations of these pharmaceuticals, compounds 1-5
and 6-9 respectively have given positive results regarding photochemical mechanisms of de-
composition, intermediates, photoproducts, especially those formed in the presence of oxygen,
in such a way as to propose a scale of relative phototoxic activity based on photohemolysis and
reactions with human serum albumin (HAS) monitored by means of fluorescence and other
spectroscopic technique. Nevertheless those phototoxic undesirable effects, suggests us that
those same effects can be reverted for the inactivation of the pathogen agents, provided the
appropriate photosensitizer and the luminous sources are used with enough reach to attack
them in remote places of the organism where they are. We refer here to lasers directed by means
of optic fiber as it is being done in different types of photodynamic therapies. Anyway, this topic
continues to be a source of much research.
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Fotodegradacion y fototoxicidad de agentes
antibacteriales y las nuevas alternativas para
la foto-inactivacion de microorganismos

Resumen

Esta revision sobre fotodegradacion y fototoxicidad de los agentes antibacteriales y las
nuevas alternativas para la foto-inactivacién de microorganismos, toma como sustancias mo-
delo a la familia de los compuestos conocidos como las “quinolonas”, cuya acciéon farmacolégica
se fundamenta en su interaccion con el acido nucleico bacterial mediante un mecanismo de in-
tercalacion. Ellos poseen también un efecto fototéxico como ha sido demostrado fehaciente-
mente a través de las investigaciones de nuestro laboratorio en los ultimos 14 anos. El estudio
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de las dos generaciones de estos farmacos, compuestos 1-5 y 6-9 respectivamente ha dado re-
sultados que abarcan desde los mecanismos de descomposicion fotoquimica, formacion inter-
mediarios y fotoproductos, especialmente en presencia de oxigeno, hasta los de proponerse
una escala del grado de fototoxicidad mediante técnicas de fotohemélisis y reacciones con albu-
mina humana (HSA) monitoreadas por fluorescencia y métodos espectroscépicos. No obstante
esos efectos fototoxicos indeseables, nos sugiere que esos mismos efectos se pueden revertir
para inactivar a agentes patégenos, siempre y cuando se utilicen los fotosensibilizadores ade-
cuados y las fuentes luminosas con alcance suficiente para atacarlos en lugares apartados del
organismo donde se encuentren. Nos referimos aqui a laser dirigidos mediante fibra optica
como se viene haciendo en distintas formas de terapia fotodinamica. Este tépico deja muchas

puertas abiertas para mas investigacion.

Palabras clave: Fotoactividad anti-bacterial; fotosensibilizador; oxigeno singlete;

quinolona.

Introduccion

Recientes investigaciones desarrolladas
en el laboratorio de fotoquimica del centro de
quimica del IVIC se basan en la elucidacién de
los mecanismos de fototoxicidad de varios pro-
ductos farmacéuticos. Debido a la importancia
de las quinolonas antibacteriales de uso comun
en practica médica, consideramos de interés ge-
neral presentar esta revision sobre las reaccio-
nes fotoquimicas involucradas en la generacién
de especies toxicas, como radicales libres, oxi-
geno singlete y i6n superdxido, asi como tam-
bién los fotoproductos y la posibilidades de me-
diacién como metabolitos en dafios biolégicos.
Asi, basandonos en los mecanismos postulados
para la descomposiciéon fotoquimica de las
substancias investigadas y estudios in vitro, es
probable elucidar el o los mecanismos involu-
crados al nivel celular.

En afios recientes casi todas las quinolonas
usadas como agentes antibacterianos, tanto los
de la primera generacién (compuestos 1-5) como
también de la segunda (compuestos 6-9)
(Figura 1), han mostrado un alto indice de fototo-
xicidad. Se ha estudiado la fotoestabilidad y las
actividades bioldgicas de estos compuestos far-
macolégicos, especialmente de los andlogos
flaor-sustituidos (1-3). El maximo de absorban-
cia correspondiente a la transicién n, sss* del gru-
po carbonilo se encuentra localizado entre 265 y
275 nm. Una segunda banda menos intensa pero
significante se observa entre 320 y 420 nm y to-

dos estos compuestos muestran una moderada
banda de fluorescencia entre 370 y 418 nm cuan-
do ellos son excitado a sus maximas absorbancia.
Estas caracteristicas espectroscépicas han sido
ttiles en los estudios de las cinéticas de fotode-
gradacion.

El 4cido nalidixico (4) es usado extensiva-
mente como compuesto modelo para estudiar la
fotdlisis de estos compuestos, a saber, ellos si-
guen un proceso similar de fotodescarboxila-
cién, formacién de hidroperéxidos intermedia-
rios y generacion de oxigeno singlete (5). NMR
(CIDNP) y estudios de ESR han demostrado que
el proceso de fotdlisis induce a la formacién de
radicales libres intermediarios (6). En general las
quinolones sufren pérdida del grupo de carboni-
lo como paso principal en su fotodegradacion.

En el caso de acido del pipemidico (2), Nor-
floxacina (6) y Ciprofloxacina (7) la decarboxila-
cién pueden favorecerse por la influencia del par
de electrones desapareados en el &tomo de nitro-
geno proporcionado aromaticidad al anillo pipe-
razinico que crea una extensa resonancia por
deslocalizacién (7).

A continuacién se muestra en la Figura 2,
un mecanismo postulado general de la fot6lisis
de las quinolonas antibacteriales estudiadas. Es
importante resaltar el papel que juega el oxigeno
en este proceso. Este es un factor importante en la
formacioén de productos oxigenados y los inter-
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Figura 1. Estructura de las quinolonas antibacteriales estudiadas.
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Figura 2. Mecanismo general postulado para la fotdlisis de las quinolonas antibacteriales estudiadas.

mediarios peréxidos involucrados en la activi-
dad fototdxica de estos compuestos (8).

El potencial fotot6xico de algunas quinolo-
nas usadas como agentes antibacterianos se ha
evaluado en estudios in vivo con ratones como
también in vitro sobre eritrocitos humano. En las
pruebas in vivo se suministraron 200 mg del com-
puesto por kg / de peso del animal y se irradio
con luz UVA (21,6 ] / cm?). La eritema y la fo-
tohemolisis inducida fue evaluada y el orden de
fototoxicidad relativo expresado como potencial
sigue el siguiente orden: Norfloxacina > Enoxa-
cina > Ciprofloxacina > acido nalidixico > Cino-
xacina > acido pipemidico > 4cido oxolinico >
Rosoxacina > Ofloxacin (9). Ademas de estos es-
tudios de fotosensibilizacién se han realizados
otros como, la erupcién subcorneal, y fotoalergia
(10-16). Estudios de fotohemdlisis in vitro (UVA
y UV-B, 100 J/cm?2) muestran a la Norfloxacina,
Enoxacina y Cinoxacina con los efectos hemoliti-
cos mas altos (17-18). La Figura 3 muestra una re-

lativa comparacién del potencial fotot6xico de
estas quinolonas. Los valores obtenidos se com-
pararon con blancos (muestras sin quinolonas) y
comparadas también son otras sustancias como:
cloropromazina, dimetilcloro-tetraciclina o he-
matoporfirina: (100 % bajo las mismas condicio-
nes experimentales) con un alto potencial de fo-
totoxicidad.

Ademés de las evidencias halladas por la
fotohemolisis, determindndose mecanismos de
accion oxigeno-dependientes, se encontré que
esta también es producida por los intermediarios
y fotoproductos formados en el curso de la foto-
degradacién de las quinolonas. Hemos determi-
nado por otra parte una correlacién entre los re-
sultados obtenidos de los ensayos de fotohemo-
lisis y de peroxidacion lipidica. Esta relacién no
es sorprendente si consideramos que la peroxi-
dacion lipidica contribuye a mediar los mecanis-
mos del dafio de la membrana celular inducidos
fotoquimicamente.
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Figura 3. Comparacion relativa del potencial fototoxico de las quinolonas estudiadas.

El estudio fotoquimico de muchos agentes
farmacolégicos fotosensibilizantes abre nuevas
perspectivas e importantes vias para establecer
los mecanismos de actividad y de fototoxicidad
de estos compuestos.

Estudios previos han demostrado que el
proceso fotoquimico principal bajo condiciones
de pH neutras son la desfluorinacién (1). La pre-
sencia de un atomo halégeno en la posicién 8 en
el anillo central de la quinolona refuerza alta-
mente su caracter fototoxico (19). Este hecho aco-
plado a la formacién de intermediarios muy
reactivos como el catién aril radical en el proceso
de desfluorinacién, sugiere que el efecto biol6gi-
co adverso puede relacionarse a reacciones irre-
versibles que involucran enlaces covalente de
esta especie a algin componente celular.

Desde el punto de vista biol6gico y farma-
céutico, uno de las funciones biolégicas mas im-
portantes de la albtimina humana es transportar
los principios activos farmacolégicos, asi como
otras substancias enddgenas o exégenas a través
de las membranas celulares. La capacidad que
tienen las quinolonas a enlazarse a la albimina
humana es un estudio importante para elucidar
su actividad farmacolégica como su capacidad
fotoalérgica. Los estudios llevados a caso me-
diante espectrofotometria de fluorescencia y de
absorcién de la interaccién de Norfloxacina (6),
Ciprofloxacina (7), (quinolonas de la tercera ge-

neracién), Enoxacina (8) (segunda generacién) y
Cinoxacina (4) (primera generacion) con albtmi-
na humana a pHneutro, como un método simple
y fiable para fotoalergenos (20-22), ha revelado
resultados innovadores. El método consiste en
soluciones de quinolona del orden de 10+ M en
los solventes diferentes (alcohélico o buffer fos-
fato salino (PBS), pH 7,4). Estas soluciones son ti-
tulada espectrofotométricamente con alicuotas
de una solucién de albtimina directamente sobre
la celda de fluorescencia o de absorbancia, segin
el método escogido de investigacién, e irradia-
dos continuamente con luz visible mediante un
laser o lamparas fluorescentes (UV-A). Los re-
sultados experimentales indicaron que las deter-
minaciones por fluorescencia eran una opcién
mas confiables y sensibles que las de absorban-
cia. De este grupo sélo tres (fluoroquinolonas),
mostraron enlazamiento covalente fotoinducido
ala albimina. Norfloxacina (6) y Ciprofloxacina
(7) se enlazan eficazmente a la albimina mien-
tras que la Enoxacina (8) lo hace de una manera
moderada cuando ellos son irradiados con luz
visible. Por otro lado, Cinoxacina que es una qui-
nolona de la primera generacién no-fluorada, no
muestra ninguna interaccién con la albamina.
Los resultados se infirieron de supervisar la evo-
lucién de los espectros de fluorescencia de las so-
luciones en funcién del tiempo. Una relacién di-
recta entre la capacidad de desfluorinacién fo-
toinducida produciendo un catién del radical
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arilo intermediario y la reaccion subsecuente con
HSA es predecible.

El intermediario catiénico reactivo que ra-
pidamente se enlaza a los grupos nucleofilicos en
la molécula de la proteina es mostrado en la
Figura 4.

A pesar de los adelantos hechos por la medi-
cina en los ultimos 100 afios, las enfermedades
microbiolégicas contintian siendo unos enormes
problemas de salud global. Terapias eficaces, eco-
némicas y extensamente aplicables y que no sean
susceptibles a la resistencia son necesarias urgen-
temente. La terapia fotodindmica se hace impor-
tante por poseer algunas de estas caracteristicas.
Con la creacién y prueba de nuevos fotosensibili-
zadores pueden desarrollarse todas esas caracte-
risticas necesarias. Esta terapia se basa en la com-
binacion de luz y un medicamento o droga (foto-
sensibilizador). Actualmente sus aplicaciones
han llegado a tratamiento de enfermedades cau-
sado por las bacterias, levaduras, virus y parasi-
tos, asi como también en la esterilizacién de san-
grey otros productos. Actualmente, el uso clinico
de fotosensibilizadores en este campo se limita al
tratamiento de papiloma laringeo. Sin embargo,
un progreso considerable ha sido realizado en la
desinfeccién fotodindmica de productos de la

sangre. La fotoinactivaciéon viral ha estado tradi-
cionalmente enfocada en el ataque sobre el acido
nucleico viral, en muchos casos por via de un me-
canismo de intercalacién al ADN del virus.

El uso de agentes bacterianos se hace cada
vez mas frecuente en el tratamiento de enferme-
dades bucales. Las concentraciones terapéuticas
de estos agentes son dificiles de mantener en la
cavidad bucal, lo que puede ocasionar una resis-
tencia bacteriana del paciente. Esto hace necesa-
rio la aplicacion de terapias alternativas. Una de
ellas es el uso de fotosensibilizadores (azul de to-
luidina, ftalocianinas y clorinas) e irradiacién
con luz infrarroja, lo cual ha resultado ser letal
sobre una amplia gama de bacterias y otros mi-
crobios responsables de caries, enfermedades
periodontales e infecciones del canal de la raiz
del diente (23). Las ventajas de este tratamiento
son que las bacterias pueden erradicarse en pe-
riodos de tiempo muy cortos (segundos o minu-
tos), el desarrollo de resistencia bacteriana es im-
probabley el dafio a los tejidos adyacentes y rup-
tura de la microflora normal puede evitarse.

La terapia de fotodindmica es usada actual-
mente como una técnica alternativa para los tra-
tamientos de melanomas superficiales de la piel,
cancerigenos o no. Pero también para eliminar

H—N

Figura 4. Formacion de especies intermediarias durante las fotdlisis de compuestos fluorados 6-9.
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ciertos microorganismos bacterianos sobre la
piel. El acido 5-aminolevulinico es un buen in-
ductor en la bio-sintesis de porfirinas (un eficien-
te fotosensibilizador). El tratamiento in vitro con
acido 5-aminolevulinico més luz visible y UVA
puede matar colonias de Candida albicans. Mu-
chos otros estudios han dado fe de que la terapia
fotodindmica es un tratamiento potencial para el
candidosis (24-26). También se han estudiado el
efecto de inactivacién de bacterias Gram-negati-
vo, Escherichia coli y estafilococos por uroporfi-
rinas, coproporfirinas y protoporfirinas.

El uso de fotosensibilizadores (no téxicos)
en la terapia fotodindmica combinada con irra-
diacién de baja intensidad en longitudes de onda
delrango UV-Ay visible (320-600 nm) en presen-
cia de oxigeno para producir especies citotoxi-
cas, tiene la ventaja de una selectividad dual. Por
una parte el fotosensibilizador puede ser dirigi-
do a la célula destino o tejido especifico al trata-
miento, y ademas, la irradiacién puede dirigirse
espacialmente a la lesion. Por ejemplo, cuando el
fotosensibilizador lleva una carga catiénica o el
uso de agentes que aumentan la permeabilidad
de la membrana exterior aumentaran la eficacia
de inactivar bacterias Gram-negativo. La selecti-
vidad de irradiacién en zonas muy profundas se
lleva a cabo mediante Laser por fibra 6ptica.

Estas posibles aplicaciones clinicas se estan
desarrollando rapidamente y llevandose a prueba
en animales. Entre las mas importantes podemos
nombrar a el uso de fototerapia sobre lesiones vira-
les, el acné, infeccién gastrica por Helicobacter
pylori, infecciones en heridas y quemaduras e in-
fecciones de la superficie de la cérnea y la piel.
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