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EROs: Especies reactivas de oxigeno

TFD: Terapia fotodinamica

MeOH: Metanol
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BF3OEt,: Aducto eterato de trifluoruro de boro
TFA: Acido trifluoroacético

DDQ: 2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona
H*: Protén
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TFP: 5,10,15,20-Tetrafenilporfirina

ADN: Acido desoxirribonucleico

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana
VPH: Virus del Papiloma Humano

VHB: Virus de la Hepatitis B

0O,: Radical superéxido

H,0,: Peréxido de hidrégeno

OH': Radical hidroxilo

'0,: Oxigeno singlete

nm: Nanémetro

ATP: Adenosin trifosfato

LDL: Lipoproteina de baja densidad

HDL: Lipoproteina de alta densidad

mg: Miligramo

Kg: Kilogramo

mm: Milimetro

A: Longitud de onda

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio

IMR 32: Linea celular de neuroblastoma caucasico

humano
MCF-7: Linea celular de cancer de mama

MDA-MB-231: Linea celular de adenocarcinoma de

mama caucdasico humano
RGD: Acido arginilglicilaspartico

K-562: Linea celular de leucemia mielégena crénica

humana

HelLa: Linea celular de carcinoma epitelioide del cuello

uterino humano

HaCat: Linea celular de queratinocitos inmortalizados

humanos

uL: Microlitro

min: Minuto

"HRMN: Resonancia magnética nuclear de proton
CDCl;: Cloroformo deuterado
DMSO-ds: Dimetilsulféxido deuterado
TMS: Tetrametilsilano

LED: Diodo emisor de luz

V: Volt

m: Metro

J: Joule

m?: Metro cuadrado

cm: Centimetro

MHz: Megahertz

Hz: Hertz

OHTFP: 5,10,15,20-Tetrakis(4-Hidroxifenil)porfirina

TFP: 5,10,15,20-Tetrafenilporfirina
FTFP: 5,10,15,20-Tetrakis(4-fluorofenil)porfirina
CITFP: 5,10,15,20-Tetrakis(4-clorofenil)porfirina

BrTFP: 5,10,15,20-Tetrakis(4-bromofenil)porfirina
Zn-OHTFP: Zn(ll) 5,10,15,20-Tetrakis(4-
hidroxifenil)porfirina

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
PBS: Buffer fosfato salino

MM: Micromolar

ICs0: Concentracién inhibitoria media

E.E.: Error estandar

ppm: Partes por millén

CYP450: Citocromo P450

Ph: Grupo fenilo

ANOVA: Andlisis de varianza
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INTRODUCCION

1. Introduccion

Las porfirinas son compuestos macrociclicos formados por cuatro anillos de pirrol
unidos entre si por puentes metino. Son capaces de formar complejos metalicos
con una amplia variedad de cationes metalicos (1, 2). Se les puede encontrar
ampliamente distribuidas en la naturaleza participando en procesos esenciales
como la fotosintesis, biocatalisis o almacenamiento y transporte de gases (3). Los
organismos vivos poseen la capacidad de llevar a cabo la biosintesis de estos
compuestos. Por ejemplo, el grupo hemo de la hemoglobina es sintetizado a partir
del acido 5-aminolevulinico, un metabolito presente en casi todas las células de
mamiferos, a través de un proceso multienzimatico (4).

Las porfirinas han sido ampliamente utilizadas en la terapia fotodinamica para el
cancer debido a ciertas caracteristicas que poseen. Por ejemplo, tienden a
acumularse mayoritariamente en células tumorales, ademas, son capaces de
producir especies reactivas de oxigeno (EROs) al absorber radiacién
electromagnética (luz roja) y presentar efecto citotoxico (5, 6). La terapia
fotodindmica (TFD) es una modalidad terapéutica que requiere de tres
componentes esenciales para poder ejercer su efecto terapéutico: un
fotosensibilizador, radiacion electromagnética con adecuada longitud de onda vy
oxigeno (5, 7). Desde su primera aplicacidén clinica para el cancer de vejiga en
1976 (8), ha sido utilizada para otras neoplasias tales como cancer de piel (9),
cancer de préstata (10) o cancer cervicouterino, mostrando un importante
potencial terapéutico en este ultimo (11).

Debido a que diversos ensayos clinicos han demostrado que esta terapia puede
ser eficaz, principalmente en estadios tempranos del cancer, ademas de prolongar
la supervivencia y mejorar la calidad de vida de los pacientes con canceres
inoperables, aunado a las mejoras tecnoldgicas, la TFD tiene el potencial para
pasar de una terapia alternativa a una de las terapias usuales para el cancer (12).
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2. Marco teorico

2.1. Porfirinas

Las porfirinas estdn ampliamente involucradas en procesos vitales esenciales
llevados a cabo en los organismos vivos. Algunos de estos procesos son el
transporte y almacenamiento de oxigeno, la fotosintesis, el transporte de
electrones y la biotransformaciéon de farmacos. Debido a la diversidad de
actividades biolégicas y propiedades tanto fisicas como quimicas de estos
compuestos, la comunidad cientifica se ha interesado en su estudio desde hace
varias décadas (13), dando como resultado una gran gama de aplicaciones de
estos compuestos preparados por sintesis, abarcando diversas disciplinas, por
ejemplo la biocatdlisis, la construccion de celdas fotovoltaicas y el desarrollo de
agentes fotosensibilizantes para la TFD para el cancer (14).

La estructura de las porfirinas esta conformada de cuatro anillos pirrdlicos unidos
mediante puentes metino (Figura 1, #1). Los atomos de nitrégeno ubicados en su
interior actian como ligandos ya que pueden enlazar firmemente atomos
metalicos. Estas unidades son susceptibles a modificaciones debido a la
incorporacion de sustituyentes en las posiciones  del pirrol (posicion B) (#2) o a
sus puentes metino (posicion meso) (#3). Algunas porfirinas pueden contener un
atomo metadlico en el centro unido mediante enlaces de coordinacién, como es el

caso del grupo hemo de la hemoglobina, la clorofila a y la vitamina B12 (3).

Estos macrociclos presentan aromaticidad ya que obedecen a la regla de Huckel
al tener 4n+2 electrones 1 en un sistema conjugado plano y ciclico. Contienen un
total de 22 electrones 1, de los cuales 18 participan en el sistema de resonancia.
Existe una variacion en el grado de reactividad de las 12 posiciones que se
encuentran en la periferia, las cuales son susceptibles a sufrir sustituciones.
Debido a la aromaticidad que presenta el macrociclo de porfirina, estos
compuestos tienden a llevar a cabo principalmente reacciones de sustitucion
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electrofilica o radicalaria, mientras que dos de sus puentes metino pueden
reaccionar de manera diferente bajo ciertas condiciones debido a que los

electrones de sus dobles enlaces no participan en el sistema de resonancia (15).

R R R
R R
R R
R R
R R R

1. Nucleo de porfirina 2. Porfirina meso-sustituida 3. Porfirina B-sustituida

Figura 1. Estrutura de las porfirinas y sus posibles posiciones de sustitucién.

Los atomos de nitrégeno centrales de las porfirinas son capaces de formar
enlaces con atomos metalicos por la pérdida de sus protones (Figura 2). Los
compuestos generados reciben el nombre de metaloporfirinas (#4). Se trata de un

proceso reversible y casi todos los metales y algunos metaloides han podido ser

a. M2+
 b.2Ht
4

Figura 2. Reaccion de metalacion de porfirinas para la formacion de metaloporfirinas. a. Proceso

insertados con éxito (15, 16).

de metalacion. b. Proceso de desmetalacion.
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2.2. Sintesis de porfirinas

Antes de llevar a cabo la sintesis de porfirinas es fundamental que se tengan bien
establecidos los patrones de sustitucion de la periferia del macrociclo. Mientras
que ciertos sustituyentes pueden ser anadidos en las posiciones meso después de
la formacién del nucleo de porfirina, otros deben estar unidos a las posiciones B
del pirrol desde un inicio. Para lograr esto es necesario un adecuado analisis
retrosintético que permita determinar la mejor metodologia de sintesis en funcion

de la obtencion de buenos rendimientos y/o ruta mas conveniente.

Los tres factores mas importantes para el disefio de una ruta sintética son (2):

1) La naturaleza de los sustituyentes; por lo general, la mayoria de sustituyentes
de heteroatomos como los halégenos, grupos nitro y acido sulfénico pueden
ser introducidos con relativa facilidad al ndcleo de porfirina debido a su
naturaleza electrofilica o radicalaria. Por otro lado, los sustituyentes con
carbono unido directamente al macrociclo, tales como grupos alquilo o arilo, asi
como sus derivados, usualmente deben ser incorporados antes o durante la
formacién del macrociclo.

2) Posicidon de los sustutuyentes (posiciones B o meso); si se quiere llevar a cabo
la sustitucion en las posiciones 3 del pirrol, es necesario sintetizar previamente
las unidades de pirrol con los sustituyentes requeridos a partir de precursores
aciclicos.

3) La simetria general de la molécula; los sistemas simétricos pueden ser
obtenidos con rutas de sintesis de uno o dos pasos, mientras que sistemas
mas complejos como los presentes en la naturaleza pueden obtenerse con
multiples pasos.

Los estudios tanto de la obtencién como de la estructura de las porfirinas tuvieron
su auge durante el periodo de 1920 a 1930. Las investigaciones de Hans Fischer
dejaron huella en la historia de la quimica de estos compuestos al punto que lo
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llevaron a ganar el Premio Nobel en 1930 por sus trabajos de la elucidacion
estructural de la clorofila y la protohemina, pero, sobre todo, por la sintesis total de
esta ultima (13).

Rothemund fue pionero en la sintesis de porfirinas meso-sustituidas. En 1935
logré obtener la meso-tetrametilporfirina (Figura 3, #5) haciendo reaccionar, en
recipientes sellados, acetaldehido y pirrol en metanol a alta temperatura (17).
También sintetizd porfina reaccionando pirrol y formaldehido, asi como complejos
de cobre de meso-tetrametilporfirina y porfina (18). Afos mas tarde logré obtener
la meso-tetrafenilporfirina (Figura 4, #6) reaccionando pirrol y benzaldehido en
piridina a 220°C por 28 horas (19), ademas de sus respectivos complejos
metalicos (20). La metodologia de Rothemund suele dar rendimientos alrededor
del 5% (21).

(@]
(/ \5 . I _ MeOH
N PN AN
H

Figura 3. Sintesis de la meso-tetrametilporfirina.

// \\ , Py, 220°C

N
H

Figura 4. Sintesis de la meso-tetrafenilporfirina. 6
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Anos mas tarde, Adler y colaboradores sintetizaron la meso-tetrafenilporfirina, asi
como sus derivados de complejos metalicos, utilizando diferentes disolventes
(metanol, acidos organicos, acetona y benceno acidulados) a temperaturas de
ebullicién y presién atmosférica (22). Los resultados de estos experimentos y sus
estudios mecanisticos condujeron al desarrollo de un nuevo método de sintesis de
la meso-tetrafenilporfirina en el que se utilizé acido propidénico como medio de
reaccion (Figura 5, #6). Se determind que tanto el rendimiento como la velocidad
de condensacion dependen de la acidez, el disolvente utilizado, la temperatura, la
disponibilidad de oxigeno atmosférico y la concentracién de los reactivos (23).
Este método de sintesis suele dar rendimientos entre el 10 y 30% al utilizar acido
acético o acido propidnico (21).

CH3CH,COOH, aire

// \\ N Reflujo
N
H

6
Figura 5. Sintesis de la meso-tetrafenilporfirina utilizando el método de Adler.

Por otro lado, es comun que se presenten algunos problemas intrinsecos a la
metodologia. Uno de ellos es el fracaso de la reaccidn debido a las drasticas
condiciones de reaccién, al utilizar benzaldehidos con grupos funcionales
sensibles. El segundo se debe a la alta obtencion de productos de polimerizacion,
los cuales pueden dificultar considerablemente la purificacion. Por ultimo, la
reproducibilidad de la reaccidn suele ser muy baja (24).
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Lindsey desarroll6 una nueva metodologia derivada del método de Adler en la cual
se alcanzan mayores rendimientos y las reacciones se llevan a cabo en
condiciones de reaccion muy suaves. El proceso consta de dos pasos; primero se
condensan el pirrol y el arilaldehido para formar el respectivo porfirinégeno (#7) y
finalmente éste es oxidado para formar la porfirina (# 8) (Figura 6). El pirrol y el
arilaldehido reaccionan a temperatura ambiente en CHxCl, con flujo de Ny vy
pequenas cantidades de catalizador acido. Estos ultimos pueden ser BF3OEt, 0
TFA. Finalmente se agrega DDQ o p-cloranilo para efectuar la oxidacion (25, 26).

@ g

H BF 3 OEt/TFA
CH,Cl, DDQ/p-cloranilo

+ — P R R———— P R R
N,, 25°C

R

A

Figura 6. Método de Lindsey.

La formacion del porfirinGgeno ocurre gracias a la existencia de equilibrio
termodinamico, el cual permite que el tetrarilporfirinégeno ciclico predomine sobre
el polipirriimetano lineal. Este método permite obtener porfirinas de una forma mas
limpia y mayores rendimientos, los cuales oscilan del 10 al 60% (21). El éxito en la
obtencion de mayores rendimientos radica en la eleccion adecuada de las
condiciones de reaccion. Por ejemplo, se ha visto que al utilizar concentraciones

de pirrol y benzaldehido de 102 M se obtiene un rendimiento del 46% (26).

MacDonald desarroll6 un método de sintesis en el cual lograron condensar en
medios acidos 5,5 -diformilpirrometanos con dipirriimetanos, ya sea sin sustitucion
o con ella (grupo carboxilo), en las posiciones 5, 5 (Figura 7) (27). Esta
metodologia suele dar rendimientos del 10 al 20% (21). Por esa época, Woodward
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y colaboradores llevaron a cabo la sintesis total de la clorofila utilizando una
metodologia similar, pero desarrollada independientemente (28).

Ro Rs

R»] R4
H", O,
+
/ NH HN \
Rs Vi AN Rs Rs Rs
Re Re
Re 9 Re

Figura 7. Sintesis MacDonald [2+2].

Como puede verse, esta metodologia parte de precursores dipirrélicos los cuales
pueden ser sintetizados de manera relativamente facil. Los dipirriimetanos pueden
ser clasificados en simétricos (a) o asimétricos (b) en funcién de las sustituciones

que presenten en la posicion 5 del pirrol (Figura 8).

Figura 8. Estructura de dipirriimetanos. a) simétrico y b) asimétrico

Estas estructuras pueden estar sustituidas o no en la posicion meso. La sintesis
habitual para la obtencién del dipirriimetano (#10) es la reduccion de Huang Minlon
(Figura 9), con rendimientos del 60 al 70%. La di-2-pirrolil-cetona puede obtenerse
reaccionando pirrol con EtMgBr y fosgeno (29).



MARCO TEORICO

0
() s A o
H | i \ NH HN / NH HN

1
Figura 9. Sintesis habitual de dipirriimetano.

Los dipirriimetanos pueden obtenerse en un solo paso mediante la condensacion
de pirrol con aldehido en catalisis acida (Figura 10). Por ejemplo, el 5-
fenildipirriimetano puede sintetizarse condensando benzaldehido con pirrol en
exceso, en atmosfera inerte, utilizando TFA como catalizador. La reaccidn
transcurre en tan sélo 15 minutos, sin embargo, el aislamiento del compuesto de
interés suele ser laborioso (30). Sobral y colaboradores desarrollaron una
metodologia en la que es posible obtener dipirriimetanos en agua. Para ello se
realiza la condensacion de pirrol con aldehido o cetona y se utiliza acido
clorhidrico como catalizador. Esta metodologia permite obtener rendimientos que
oscilan en un rango del 37 al 90%, asi como un aislamiento mas sencillo y alta

pureza (31).

/\+ R "
PR e

Figura 10. Sintesis de dipirriimetanos empleando catalisis acida.

Las condensaciones 2+2 no so6lo permiten la sintesis de porfirinas con los cuatro
sustituyentes meso iguales, sino sistemas asimétricos del tipo cis-A.-B.-porfirina (a)
o0 trans-AzBy-porfirina (b) (Figura 11) (32, 33).
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a) 5,10-difenilporfirina b) 5,15-difenilporfirina
(cis-A,Bo-porfirina) (trans-A,B,-porfirina)

Figura 11. Porfirinas asimétricas obtenidas por condensacion 2+2.

Existen diversos métodos para sintetizar metaloporfirinas ampliamente reportados

y con buenos resultados:

A. Método Cloroformo/Metanol (1, 2)
Este método utiliza soluciones saturadas de acetato metélico diluidas en
cloroformo o metanol con la porfirina a temperaturas de ebullicién. Ha sido
utilizado para la insercién de cationes metalicos divalentes como Zn, Co, Cu
y Ni.

B. Método Acido Acético/Acetato (1, 2)
En este método la sal metdlica, usualmente en forma de acetato, y la
porfirina son calentados a 100°C en &cido acético. Este método también es
util para la insercién de cationes metélicos divalente como Mn, Ag, Cu y Fe.

C. Método de DMF (1, 2)
Esta metodologia se lleva a cabo disolviendo la sal metdlica (cloruros
metalicos) y la porfirina en DMF, manteniendo la reaccion a temperatura de
ebullicibn por varias horas. La DMF es un disolvente muy bueno para
disolver tanto porfirinas como muchas sales metalicas, por lo que su uso se
vuelve versatil. Se han visto buenos resultados en la insercién de algunos

cationes metalicos como Co, Mn, V, Cd, Sny Ag.
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D. Método de piridina (1, 2)
Es una excelente alternativa para los casos en los que las porfirinas sean
labiles en las condiciones que proporciona el acido acético. Se aprovecha la
propiedad de buena solubilidad que posee la piridina hacia distintas
porfirinas y sales metélicas. La porfirina y la sal metalica son disueltas en
piridina y la reaccidon se mantiene a temperatura de ebullicion por varias
horas. Este método ha sido ampliamente utilizado para introducir magnesio,
sin embargo, también ha mostrado buenos resultados para introducir
algunos cationes como Ca, Sr, Ba, Zn y Si.

E. Método del carbonilo metélico (1, 2)
La porfirina es calentada a ebullicion con carbonilo metalico en disolventes
inertes como benceno, tolueno o decalina. Se lleva a cabo un proceso 6xido
reduccion en el que los protones de los pirroles son reducidos y el metal
oxidado, resultando en la insercidbn de este Ultimo en el macrociclo
porfirinico. Algunos metales que se han insertado son Cr, Mo, Mn, Tc, Fe y
Ru.

F. Método de acetilacetonato (1, 2)
En este método la porfirina y el acetilacetonato son disueltos en el
disolvente organico y la reaccién es mantenida a temperaturas de 180-
240°C por varias horas. Los disolventes mas usuales son el benceno, fenol
o clorobenceno. Esta metodologia ha sido utilizada para insertar metales de
los grupos IlIA y IlIB, aunque también se han logrado insertar metales como
Mn, Fe, Coy Cu.

11
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2.3. Cancer

El cancer es una enfermedad genética que conduce a la proliferacion incontrolable
de las células, produciendo masas anormales de tejido denominadas tumores o
neoplasias malignas. Se dice que es una enfermedad genética porque su origen
puede encontrarse en alteraciones de genes especificos (34). Las células
cancerigenas pueden ignorar distintas sefales que poseen las células normales,
por ejemplo, aquellas encargadas de detener la divisidn celular o de iniciar la
apoptosis. Esta ultima es una via de destruccidn y eliminacién de células danadas.
Estas células también son capaces de evadir la respuesta del sistema inmune

encargada de eliminar células anormales o dafiadas (35).

Cuando las células cancerigenas se diseminan desde el tumor primario, a traves
de la sangre o el sistema linfatico, a otras partes del cuerpo, pueden invadir y
destruir tejido sano, formando cancer secundario, también conocido como

metastasis. Este estadio de la enfermedad es muy dificil de tratar (36).

2.3.1. Etiologia del cancer

El cancer es causado frecuentemente por cambios en genes encargados del
crecimiento y division celular. Estos cambios genéticos ocurren principalmente en

tres tipos de genes (37-39):

1. Protooncogenes
Estos genes estan involucrados en la regulacién del crecimiento y divisién
celular, sin embargo, cuando sufren alguna alteracién pueden provocar que
las células se dividan sin control y no mueran cuando sea necesario.

2. Genes supresores de tumores.
Estos genes también controlan el crecimiento y division celular. Cuando

ocurren alteraciones en ellos las células pueden dividirse sin control alguno.
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3. Genes reparadores del ADN.
Estos genes tienen como funcién la reparacion del ADN dafnado. Cuando
éstos estan alterados, las células con mutaciones pueden producir mas

mutaciones en otros genes.

Actualmente se tienen bien identificados distintos factores causantes de cancer y
son clasificados en dos grupos: factores internos y factores adquiridos o
ambientales (40). Dentro de los factores adquiridos o externos se encuentran el
alcohol (41, 42), el tabaco (43, 44), la obesidad (45, 46), la dieta (47, 48),
radiaciones (49, 50) o agentes infecciosos como el virus del VIH (51), el VPH (52)
o el VHB (53). Estos factores son la causa del 90-95% de los canceres conocidos.
Los factores internos son la causa del 5-10% de los canceres restantes y dentro
de ellos podemos encontrar mutaciones hereditarias (54), hormonas (55) vy

condiciones inmunes (56).

2.3.2. Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino es el segundo tipo de cancer mas comun entre las
mujeres a nivel mundial (57). Es causado principalmente por una infeccién
persistente asociada a tipos de VPH de alto riesgo y otros factores. Algunos de
estos factores incluyen fumar, tener un sistema inmune debilitado, dar a luz en
edad joven, multiples embarazos, uso prolongado de anticonceptivos y la
presencia de otras enfermedades de transmisién sexual. Fumar incrementa el
riesgo de desencadenar muchos tipos de canceres, entre ellos el cervicouterino.
Las mujeres que dan a luz antes de los 18 afos son significativamente mas
proclives a desarrollar cancer cervicouterino, asi como aquellas que han tenido al
menos tres embarazos. También se han encontrado asociaciones entre el
aumento en el riesgo de desarrollar este cancer y el uso prolongado de
anticonceptivos orales, asi como la presencia de algunos agentes etiol6gicos de
enfermedades de transmision sexual como el VIH, clamidia o virus herpes simple
tipo 2 (58-60).

13
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La infeccion por VPH se lleva a cabo por transmisiéon sexual y el 80% de hombres
y mujeres a nivel mundial la llegan a padecer a lo largo de su vida sexual. Una vez
adquirida, la mayoria de las mujeres elimina la infeccién de su organismo en un
periodo de 18 a 24 meses, sin embargo, esta persiste en 3-5% de los casos,
desarrollando tejido preinvasivo. Menos del 1% de estos ultimos casos progresa a
cancer (60, 61).

Existen mas de 100 tipos diferentes de VPH, de los cuales, entre 30 y 40 pueden
infectar el tracto genital humano. Estos virus infectivos se dividen en tipos de alto
riesgo (oncogénicos) y tipos de bajo riesgo (no oncogénicos). Dentro de los tipos
de alto riesgo se encuentran las cepas 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52 y 58, los
cuales son responsables de canceres cervicales, vulvares, vaginales y anales.
Dentro de los tipos de bajo riesgo se encuentran las cepas 6, 11, 40, 42, 43, 44 y
54, las cuales son responsables de la formacion de verrugas genitales (62). Las
cepas 18 y 16 son responsables del 70% de los casos de cancer cervicouterino,
siendo esta ultima la mas oncogénica y causa de casi el 50% de los casos (63,
64).

Este cancer presenta distintos grados en funcién de su gravedad y pueden ser
definidos por el sistema de clasificacion FIGO (65, 66):

« Estadio I: carcinoma cervical limitado al utero.

* Estadio Il: el tumor invade mas alla del Gtero pero no a la pared pélvica ni al
tercio inferior de la vagina.

« Estadio Ill: el tumor se extiende hasta la pared pélvica e involucra el tercio
inferior de la vagina y provoca hidronefrosis o disfuncion del rifién.

» Estadio IVA: el tumor invade la mucosa de la vejiga o recto y/o se extiende
mas alla de la pelvis.

* Estadio IVB: metastasis a érganos distantes.

14
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2.3.3. Tratamientos

Los principales tratamientos del cancer cervicouterino son la cirugia y la radiacion,
sin embargo, estos seran elegidos en funcion del estadio de la enfermedad. Otra
modalidad de tratamiento también utilizada es la quimioterapia. Esta es utilizada
en estadios avanzados en combinacion con cirugia y radiacién. También se utiliza,
aunque menos frecuente, inmunoterapia como tratamiento adyuvante en cirugia,
radiacion y quimioterapia (66). Los principales quimioterapéuticos utilizados son el
cisplatino (67) o el cisplatino mas 5-fluorouracilo (68) y bevacizumab como
inmunoterapéutico (69).

Se han desarrollado modalidades terapéuticas alternativas como la terapia viral
oncolitica y la terapia fotodinamica. Esta ultima ha mostrado potencial terapéutico
en el tratamiento de lesiones premalignas como la neoplasia intraepitelial cervical,

el carcinoma in situ 'y el cancer invasivo de cuello uterino en etapa temprana (11).

2.4. Terapia fotodinamica (TFD)

La TFD es utilizada para tratar afecciones tanto oncolégicas como no oncoldgicas
(70). Algunas de las patologias oncoldgicas son el cancer de piel de tipo
melanoma, cancer de pulmén, cancer cervicouterino (71) e incluso canceres mas
profundos como glioblastoma multiforme primario (72). La TFD es una técnica
poco invasiva que posee actividad citotéxica dirigida principalmente a células
malignas. El procedimiento requiere la administracion de un fotosensibilizador,
seguido por la incidencia de radiacién a una longitud de onda caracteristica en la
zona afectada. Lo anterior desencadena una reaccion fotoquimica que genera
EROs, lo cual causa la muerte celular por la via de la apoptosis o la necrosis. Lo
esperado es que no ocurra esta Ultima via ya que provocaria la liberacién del
contenido intracelular, incluyendo enzimas, dafiando los componentes celulares o
células completas vecinas. Entendemos por fotosensibilizador al compuesto
quimico que es capaz de absorber radiacidon electromagnética e iniciar una

reaccion fotoquimica o fotofisica. La mayoria de los fotosensibilizadores utilizados
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en esta terapia son anillos tetrapirrélicos derivados de la protoporfirina. Estos
compuestos deben presentar su banda de absorcion de interés (banda Q) entre
600 y 800 nm, ya que si el rango es excedido, la radiacion absorbida no
proporcionara la energia suficiente para producir especies reactivas de oxigeno
(12), ademas, también se presenta una mayor penetracion de la luz a través del

tejido en este intervalo (73).

Los fotosensibilizadores y la luz se habian utilizado durante mucho tiempo con
fines terapéuticos, sin embargo, Lipson y Baldes sentaron los cimientos para el
desarrollo de la TFD con sus estudios sobre el uso de derivado de hematoporfirina
como biomarcador en la deteccidn con radiacion ultravioleta de tejidos neoplasicos
(74).

2.4.1. Mecanismo de fototoxicidad

Una vez que los fotosensibilizadores absorben luz, éstos pasan de un estado
electronico basal a un estado electronico excitado (singulete). Cuando regresan a
su estado basal emiten fluorescencia. Otro escenario es que éstos pasen a un
estado triplete e interaccionen con las moléculas circundantes, lo que puede

originar dos tipos de reacciones fotooxidativas (75):

e Reaccién tipo I; genera EROs (02, H20O,, OH’), los cuales inician
reacciones en cadena de radicales libres.
e Reaccion tipo Il; ocurre transferencia de energia, lo cual provoca la

formacion de '0..

El mayor dafio es causado por el 'O,. Este, al ser una molécula muy reactiva,
reacciona de forma rapida con muchas biomoléculas, principalmente con las
membranas celulares. Los componentes mas susceptibles de ser afectados son
los lipidos insaturados, el colesterol y algunos aminoacidos.
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Se ha observado en cultivos celulares que, una vez que las porfirinas entran en
contacto con la membrana plasmatica, estas son internalizadas en las células por
dos mecanismos. Pueden entrar por difusiéon pasiva (derivados hematoporfirinicos,
hidroxietildeuteroporfirina, ftalocianina de zinc, monoacidos derivados de la
benzoporfirina) o endocitosis (N-monoaspartil clorina €6, lisil clorina p6,
ftalocianinas sulfonadas de aluminio). La localizacién preferencial del
fotosensibilzador es critica ya que determinara en gran medida tanto la eficiencia

de la actividad fotodindmica como el tipo de muerte celular que inducira (76).

Por otro lado, estudios recientes han demostrado que en las células cancerosas
existe una sobreexpresién del transportador ABCG2 dependiente de ATP, el cual
es una bomba que genera resistencia a multiples farmacos y posee la capacidad
de efluir a distintos agentes fotosensibilizantes utilizados preclinicamente vy
clinicamente, como es el caso de algunas porfirinas y clorinas. Esto podria
explicar la resistencia que presentan algunos individuos a la TFD para el cancer
(77).

2.4.2. Citotoxicidad selectiva

En la actualidad se desconoce el mecanismo preciso por el cual las porfirinas se
concentran mayoritariamente en los tejidos cancerigenos, sin embargo, se han
encontrado algunos procesos involucrados. Uno de ellos es atribuido a los
receptores de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Esta molécula es una de
las encargadas de distribuir a través del organismo a las porfirinas. Se ha visto
que las células que poseen una sobreexpresidn de estos receptores tienden a
contener mayores concentraciones de porfirinas respecto a las células sanas (6).
Otro mecanismo sugiere una correlacion entre determinados fotosensibilizadores y
las lipoproteinas de alta densidad (HDL). También se ha visto que las células
tumorales que tienen un pH inferior al de las células sanas retienen mejor a estos

farmacos (78).
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2.4.3. Evolucion de los fotosensibilizadores

Fotosensibilizadores de primera generacion

El primer fotosensibilizador empleado en la TFD para el cancer fue el porfimero
sddico, el cual fue conocido después por su nombre comercial Photofrin (12). Este
compuesto es un derivado de la hematoporfirina y representa a la primera
generacion de fotosensibilizadores. Consiste de una mezcla de mondmeros,
dimeros y oligobmeros de porfirina y estd disponible en el mundo entero.
Inicialmente, en su proceso de obtencion, se aislé la hematoporfirina de sangre
seca. Posteriormente se obtuvo un derivado porfirinico mediante acetilacion,
reduccién y purificacién parcial. Este derivado mostr6 un efecto fototéxico doce
veces mayor que la hematoporfirina aislada. Una ultima purificacion llevé a los
investigadores a obtener el porfimero sédico.

A pesar de que el porfimero sédico no produce 'O, con gran rapidez, dado que el
tiempo de exposicidén por lesion es de 10 a 20 minutos, produce una ablacion
efectiva del tumor. Por otra parte, este farmaco posee la desventaja de retenerse
en todos los tejidos hasta 6 semanas, dejando al paciente expuesto a quemaduras
solares de la piel debido a una reaccién de fotosensibilidad no intencionada. Otro
gran inconveniente es su compleja composicién. Ademas de los componentes
antes mencionados, también lo constituyen otros que no producen fotoactividad
(79-81).

Fotosensibilizadores de segunda generacion

La mayor parte de los fotosensibilizadores de segunda generacidon siguen
conservando la estructura tetrapirrélica tipica de las porfirinas, sin embargo, los
investigadores han llevado a cabo modificaciones estructurales alterando la
periferia de las porfirinas o introduciendo atomos metalicos en su centro. Por
ejemplo, se han sintetizado diamino porfirinas con la actividad citotéxica que
confiere el platino mas la actividad fotodinamica. También se han sintetizado
derivados de porfirina llamados ftalocianinas, cuya composicion consta de cuatro
unidades de isoindol unidas a través de cuatro atomos de nitrégeno, o bien,
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reduciendo una o mas de las unidades de pirrol que conforman el macrocilo,
obteniendo clorinas. Estas modificaciones quimicas se traducen en un
desplazamiento de la banda Q en un intervalo de 650 a 700 nm. La estructura
base de las ftalocianinas es insoluble en agua, lo cual imposibilita su disolucion en
los fluidos corporales. Esto provoca una baja produccién de oxigeno singulete. Sin
embargo, se han sintetizado ftalocianinas con distintos atomos metalicos en su
centro (zinc, aluminio o silicio) o con diversos sustituyentes, tanto en sus puentes
metino como en sus sitios B pirrdlicos (Figura 12). Estos derivados novedosos
tienen cambios en su solubilidad debidos a las diferentes polaridades y cargas que
exhiben, asi como cambios en sus actividades bioldgicas. De igual forma, se han
intentado obtener derivados de la clorina, tanto quelando atomos metalicos en su

centro, como afadiendo sustituyentes en la periferia (79, 82).
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Clorinae6: R=R’=H
meta-Tetrahidroxifenilclorina Mono-L-aspartil clorina e6:
(Foscan o Termoporfin) R=H

R’ = (L)-NHCH(CO2H)CH2CO2H

Figura 12. Derivados de ftalocianinas y clorinas. Tomada de Fong et al. 79.
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Fotosensibilizadores de tercera generacion

A pesar de las mejoras que se logran con los agentes fotosensibilizadores de
segunda generacion, la mayoria de ellos no poseen una alta selectividad para las
células cancerigenas. Esto ha llevado a la busqueda de moléculas con esta
propiedad. Para poder alcanzarlo se parte de tres enfoques distintos. El primero
de ellos considera que existen diferencias fisiolégicas entre una célula normal y
una cancerigena. Por ejemplo, se han buscado antigenos o receptores
sobreexpresados en la membrana plasmatica de las células malignas para formar
conjugados fotosensibilizador-anticuerpo y asi poder dirigirlos hacia estas células.
El segundo aprovecha el microambiente de las células tumorales para disefar
moléculas que sblo produzcan la fotoactividad cuando entren en contacto con
éste, es decir, que se comporten como un profarmaco. El tercero busca la
encapsulacion de los fotosensibilizadores en acarreadores coloidales, por ejemplo,
liposomas, micelas poliméricas y distintas clases de nanoparticulas. Estas
nanoestructuras poseen por lo general buena acumulacién y mayor retencion en el

tejido tumoral (79).
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3. Antecedentes

Un fotosensibilizador ideal debe poseer distintas caracteristicas que le permitan
proporcionar el mayor efecto terapéutico posible y producir el menor nimero de
efectos adversos. Para poder alcanzar esto debe ser un compuesto puro, con una
banda Q que le permita mejor absorcion a través del tejido en cuestién, con buena
solubilidad en los fluidos acuosos, ademas de poseer alta selectividad por las
células cancerigenas (79). Para esto se han sintetizado fotosensibilizadores
conjugados, en donde al fotosensibilizador se le une un ligando especifico a una
diana bioldgica, por ejemplo, a un anticuerpo monoclonal, con el fin de dirigirlo
selectivamente (83). También se han unido ciertos agentes quimioterapéuticos al

anillo porfirinico para aumentar la eficacia de la TFD (84).

Ravindra y colaboradores conjugaron pirofeoforbida-A y purpurimida con distintos
carbohidratos. Descubrieron que algunos conjugados resultaron ser mas eficaces
que las moléculas parentales, ademds, en las purpurinimidas, la posicion del
residuo de carbohidrato mostrd una diferencia considerable en la eficacia de la
TFD (84).

Por otro lado, un grupo de investigadores sintetizé una Tetra(hidroxifenil)porfirina y
su derivado metélico de zinc. Para determinar la actividad fotodinamica in vitro se
realiz6 el ensayo de MTT en tres lineas celulares de cancer diferentes; IMR 32,
MCF-7 y MDA-MB-231. Los resultados mostraron que las moléculas poseian una

actividad fotodinamica superior al fotosensibilizador Photofrin (85).

Chaleix y colaboradores sintetizaron una nueva clase de porfirinas, dos series de
porfirinas unidas al tripéptido RGD y dos mono-RGD-triglucosilporfirinas. Los
estudios de citotoxicidad de los conjugados RGD-porfirinas fueron evaluados
contra la linea celular K-562 y se compard con el Photofrin. Una de ellas mostré
una actividad muy similar a éste ultimo. Se obtuvieron resultados similares con las

mono-RGD-triglucosilporfirinas (86).
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Nwogu y colaboradores compararon la actividad citotéxica de la nueva molécula 3-
(1’-m-yodobenziloxi)etil-3-devinilpirofeoforbida-a, un derivado de la clorofila A,
contra la actividad del porfimero sodico, ambos en xenoinjertos de cancer de

pulmon en ratones. La nueva molécula mostré6 mayor eficacia (87).

Un grupo de investigadores llevaron a cabo la sintesis y evaluacion biolégica in
vitro en células HelLa de las porfirinas tricloruro de 5-(4-octadecanoamidofenil)-
10,15,20-tris(N-metilpiridin-3-il)porfirina (molécula anfifilica) y tricloruro de 5-(4-
acetamidofenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridin-3-il)porfirina (molécula hidrofilica). Al
irradiar las células tratadas con ambos compuestos por 15 y 20 minutos, los
valores de las ICsp para la porfirina hidrofilica fueron 37 y 6 veces mas grandes,
respectivamente, que las ICso de la porfirina anfifilica. Este estudio demuestra la
importancia que juega el balance hidrofilico-lipofilico en los fotosensibilizadores
para mejorar la actividad citotéxica (88).

Dos fotosensibilizadores fueron probados de manera simultdnea en las lineas
celulares HelLa, HaCat y MCF-7, para demostrar la existencia de sinergismo. Las
moléculas fueron la Zn(ll)-ftalocianina y la meso-tetrakis(4-N-metilpiridil)porfirina.
Los resultados mostraron que ambos fotosensibilizadores ejercieron un efecto
fototoxico altamente significativo al combinarse que por separado. Esto sucedié en
las tres lineas celulares. Otro hallazgo interesante fue la influencia que tuvieron las
irradiancias utilizadas en la via de muerte celular causada. Esta ultima cambi6 de
apoptosis a necrosis al utilizar dosis de luz de 2.4 y 3.6 J/cm?, respectivamente
(89).
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4. Hipotesis

El método de sintesis Adler-Longo permite sintetizar porfirinas simétricas efectivas
contra la linea celular cancerigena Hela (cancer cervicouterino), partiendo de

pirrol y aldehidos sustituidos con diferentes grupos funcionales.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Sintetizar porfirinas simétricas a partir de pirrol y probar su actividad citotoxica.

5.2. Objetivos particulares

1. Preparar las porfirinas simétricas con pirrol y benzaldehido, p-
fluorobenzaldehido, p-clorobenzaldehido, p-bromobenzaldehido y p-
hidroxibenzaldehido”.

2. Caracterizar la estructura de las porfirinas simétricas mediante
espectrometria UV-Visible, infrarrojo, espectrometria de masas y espectroscopia
de resonancia magnética nuclear.

3. Evaluar la actividad citotéxica de las porfirinas simétricas en la linea celular

de cancer cervicouterino (HelLa).
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6. Metodologia

6.1. Reactivos

El pirrol (Sigma-Aldrich) y el benzaldehido (Sigma-Aldrich) fueron utilizados sin
purificacion previa. El 4-hidroxibenzaldehido se obtuvo de la casa comercial
Aldrich y el acetato de zinc de Mallinckrodt.

Como soporte para la cromatografia en columna se utilizo silica gel (J.T. Baker)

6.2. Sintesis de porfirinas

Las porfirinas fueron sintetizadas utilizando la metodologia Adler-Longo(23).
Inicialmente se afiadieron 0.028 mol de arilaldehido a 140 mL de acido propidnico
y se calentd a ebullicién. Una vez alcanzada esta temperatura, se afiadieron 0.028
mol de pirrol en intervalos de 10 minutos (200 uL/10 min). La mezcla de reaccién
se mantuvo en ebullicion por un periodo de 3 horas y media. Posteriormente se
dejo en refrigeracion toda la noche para precipitar a las porfirinas. Finalmente se
llevd a cabo la filtracidén y los sélidos obtenidos fueron lavados exhaustivamente
con metanol para obtener cristales de color violeta. Este ultimo paso fue diferente
para la OHTFP; el so6lido obtenido se coloc6é en un Soxhlet y la porfirina se extrajo
con acetato de etilo. Para finalizar, se evapordé el disolvente y los sélidos obtenidos

se trituraron y lavaron con cloroformo para dar cristales color azul oscuro.

Para la sintesis de Zn-OHTFP se agregaron 1.46x10™* mol de OHTFP y 1.46x10°®
mol de acetato de zinc en 80 mL de metanol. La mezcla de reaccién se mantuvo
en ebullicion por cinco horas y se evaporo el disolvente. El producto fue aislado
por cromatografia en columna con hexano/acetato de etilo y, finalmente, éste se

lavé tres veces con cloroformo para obtener cristales azul metalicos.
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6.3. Caracterizacion de las porfirinas sintetizadas

Los espectros de "HRMN fueron obtenidos en un espectrémetro Agilent DD2 600.

Se utilizaron CDCl3 y DMSO-ds como disolventes y TMS como referencia a 0.

Los espectros de espectrofotometria UV-Visible se obtuvieron en un
espectrofotometro Shimadzu UV-1800 en solucién de CHCI; o MeOH, segun el

caso.
6.4. Construccion del sistema de iluminacion

Para la construccion del sistema de iluminacion se utilizé una tira de 300 luces
LED (Steren) con las siguientes especificaciones:

e Alimentacion: 12V
e Color: rojo
e A=650nNm

Las tiras fueron cortadas y adheridas en una tabla de madera con dimensiones de
12X20 cm. Cada tira fue conectada en serie. Se colocaron bases a la tabla con las
tiras de tal manera que hubiera una distancia de 10 cm entre la placa de 96 pozos
y las luces LED.

6.5. Estudios de citotoxicidad intrinseca y fototoxicidad in vitro

Para evaluar la actividad biolégica de estos compuestos como agentes
fotosensibilizantes se siguidé el procedimiento reportado por Hopkins vy
colaboradores (90). Se empleé la linea celular HeLa. Las células se mantuvieron
en medio DMEM (Caisson Laboratories) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Corning) y 100 pL de penicilina y estreptomicina (Sigma-Aldrich), a una
temperatura de 37°C y 5% de CO,. Las células fueron cultivadas en frascos para
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cultivo celular, lavadas cada tercer dia con PBS, despegadas con solucion de
tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich) al 10% y transferidas a cajas de 96 pozos. Se utilizd
una camara de Neubauer para realizar el conteo celular. Se sembraron 5X10°
células por pozo en cajas de 96 pozos y se incubaron por 24 horas.
Posteriormente, la TFP, FTFP, CITFP y BrTFP se mezclaron con
polivinilpirrolidona (relacion 1:4), se suspendieron en PBS y se llevaron a cabo
diluciones seriadas. Las OHTFP y Zn-OHTFP se disolvieron en DMSO (J.T.
Baker), se diluyeron y se realizaron diluciones seriadas. La cantidad de DMSO por
pozo fue de 0.1%. Se aplicaron los tratamientos a distintas concentraciones.
Después de 24 horas de incubacién, el medio fue eliminado, las células de cada
pozo se lavaron con 100 puL de PBS y posteriormente se adicionaron 100 pL de
DMEM por pozo. Las células fueron irradiadas con luz roja a una irradiancia de
3.75 J/m? por 15, 30 y 60 minutos y se incubaron por 24 horas mas.

Se utilizé el ensayo MTT para determinar la proliferacion celular. Se afadieron 10
uL de MTT (5 mg/mL) por pozo y se dejé incubar por 4 horas a 37°C. Pasado este
tiempo, el sobrenadante fue eliminado, se agregaron 100 pL de DMSO a cada
pozo y las placas se mantuvieron en agitacion hasta que los cristales de formazan
fueron disueltos. Finalmente se midieron las absorbancias en un lector de
microplacas (iMark™ Microplate Absorbance Reader) a una longitud de onda de
540 nm. Para determinar la citotoxicidad intrinseca de los compuestos se utilizé la

misma metodologia, con excepcidn de la exposicion a la radiacion.
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7. Resultados

7.1. Elucidacion estructural de las porfirinas sintetizadas mediante 'HRMN y

espectrofotometria UV-Visible

El porcentaje de rendimiento obtenido de la TFP fue de 31.4% y los espectros de
'HRMN (Figura 13) y UV-Visible (Figura 14) mostraron las siguientes sefales:
'HRMN (CDCls: ppm, 600 MHz) 8.88 (s, 8H), 8.25-8.24 (d, 8H, J = 8.25 Hz), 7.77
(m, 12H, J = 8.25 Hz), -2.73 (s, 2H); UV-Vis (CHCI3: nm, absorbancia): A 515
(3.025), 550 (1.294), 591 (0.925), 647 (0.740).
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Figura 13. Espectro de 'HRMN para la TFP a 600 MHz en CDCl;. A. Se muestran todas las
sefales de interés. B. Esta expansion muestra la presencia de un doble y un multiple con su
respectiva constante de acoplamiento.
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4.400 T T
No. Wavelength | Absorbance| Description
4.000~ 1 647.00 0.740 -
2 591.00 0.925
v 3 550.00 1.294 | TFP
4 515.00 3.025
3.000 -
7]
g 2.000+ -
1.000 -
0.000
-0.403 1 !
380.00 600.00 800.00 900.00

nm.

Figura 14. Espectro de absorcién UV-Visible de la TFP en CHCI3 a una concentracion de 0.1

mg/mL.

El resto de los espectros de absorcion UV-Visible pertenecientes a FTFP, CITFP,

BrTFP y OHTFP mostraron espectros muy similares al presente en la figura

anterior.

29



RESULTADOS

El rendimiento para la sintesis de la FTFP fue de 19.1% y los espectros de "HRMN

(Figura 15) y UV-Visible mostraron las siguientes sefiales: '"HRMN (CDCls, ppm,
600 MHz) 8.82 (s, 8H), 8.16-8.16 (d, 8H, J = 8.16 Hz), 8.15-8.14 (d, 8H, J = 8.16
Hz), -2.85 (s, 2H); UV-Vis (CHCI3: nm, absorbancia): A 515 (1.117), 550 (0.468),

591 (0.363), 647 (0.297).
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B.
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Figura 15. Espectro de 'HRMN para la FTFP a 600 MHz en CDCls. A. Se muestran todas las
sefales de interés. B. Esta expansion muestra la presencia de dos dobles con su respectiva

constante de acoplamiento.
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El rendimiento para la sintesis de la CITFP fue de 18.1% y los espectros de
'HRMN (Figura 16) y UV-Visible mostraron las siguientes sefales: 'HRMN
(CDCls3, ppm, 600 MHz) 8.83 (s, 8H), 8.06-8.05 (d, 8H, J = 8.05 Hz), 7.90-7.88 (d,
8H, J = 8.05 Hz), -2.88 (s, 2H); UV-Vis (CHCIs: nm, absorbancia): A 515 (2.610),
550 (1.142), 591 (0.812), 647 (0.580).
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Figura 16. Espectro de "HRMN para la CITFP a 600 MHz en CDCls. Se muestran todas las sefiales
de interés. B. Esta expansién muestra la presencia de dos dobles con su respectiva constante de
acoplamiento.

33



RESULTADOS

El rendimiento para la sintesis de la BrTFP fue de 18.7% y los espectros de
'HRMN (Figura 17) y UV-Visible mostraron las siguientes sefiales: 'HRMN
(CDCl3, ppm, 600 MHz) 8.83 (s, 8H), 8.13-8.11 (d, 8H, J = 8.12 Hz), 7.74-7.73 (d,
8H, J = 8.12 Hz), -2.86 (s, 2H); UV-Vis (CHCI3: nm, absorbancia): A 516 (1.941),
551 (0.875), 591 (0.610), 647 (0.438).
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Figura 17. Espectro de 'HRMN para la BrTFP a 600 MHz en CDCl;. Se muestran todas las
sefales de interés. B. Esta expansion muestra la presencia de dos dobles con su respectiva
constante de acoplamiento.
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El rendimiento para la sintesis de la OHTFP fue de 23.5% vy los espectros de
'HRMN (Figura 18) y UV-Visible mostraron las siguientes sefales: 'HRMN
(DMSO-dg, ppm, 600 MHz) 9.96 (s, 4H), 8.87 (s, 8H), 8.01-8.00 (d, 8H, J = 8.01
Hz), 7.22-7.21 (d, 8H, J = 8.01 Hz), -2.87 (s, 2H); UV-Vis (MeOH: nm,
absorbancia): A 516 (1.628), 554 (1.299), 592 (0.682), 650 (0.749).
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Figura 18. Espectro de 'HRMN para la OHTFP a 600 MHz en DMSO-ds. Se muestran todas las
sefales de interés. B. Esta expansiéon muestra la presencia de dos dobles con su respectiva
constate de acoplamiento.
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El rendimiento para la sintesis de la Zn-OHTFP fue de 52.5% y los espectros de
'HRMN (Figura 19) y UV-Visible (Figura 20)mostraron las siguientes sefales:
'HRMN (DMSO-dg, ppm, 600 MHz) 9.80 (s, 4H), 8.87 (s, 8H), 7.93-7.92 (d, 8H, J =
7.92 Hz), 7.15-7.14 (d, 8H, J = 7.92 Hz); UV-Vis (MeOH: nm, absorbancia): A 559
(2.296), 600 (1.457).
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Figura 19. Espectro de '"HRMN para la Zn-OHTFP a 600 MHz en DMSO-ds. Se muestran todas las
sefales de interés. B. Esta expansidon muestra la presencia de dos dobles con su respectiva

constante de acoplamiento.
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Figura 20. Espectro de absorcion UV-Visible de la Zn-OHTFP en MeOH a una concentracién de

0.1 mg/mL.
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7.2. Ensayos in vitro

7.2.1. Estandarizacion de la metodologia para la determinacién de la
citotoxicidad intrinseca y la fototoxicidad

Los compuestos TFP, FTFP, CITFP y BrTFP no mostraron actividad biolégica. Se
desconoce si esto se debid a que no la presentan o si las células no fueron
capaces de absorberlos debido a su falta de solubilidad en el medio de cultivo.
Después de 24 horas se podian apreciar particulas precipitadas en los pozos. Los
compuestos OHTFP y Zn-OHTFP si mostraron bioactividad y los resultados se

muestran a continuacion.

La Figura 21 muestra la curva del %viabilidad dependiente de la concentracion
para la OHTFP. Este compuesto mostrd distintas ICso en funcion del tiempo de
exposicidn a la radiacion (Tabla 1, Figura 22).
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Figura 21. Porcentaje de viabilidad celular obtenido con células HelLa en funcion de distintas

concentraciones de OHTFP y tiempos de exposicién a la luz roja. El intervalo de concentraciones
utilizadas fue de 0-30 uM. Los datos se expresan como la media + E.E.
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Tabla 1. Valores de IC5, de la OHTFP a diferentes tiempos de radiacion.

Tiempo (minutos) | ICso (UM)  E.E.
60 0.54 + 0.06
30 2.10+£0.26
15 2.35+0.39
0 16.35 £2.72
El Sin luz
Bl Luz (15 min)
- B Luz (30 min)
L Bl Luz (60 min)
o
*
\0\ \(‘\
I\ <&
& &
4 14
S

Figura 22. Las barras representan los valores de ICs, obtenidos 24 horas después de aplicar luz
roja durante 0, 15, 30 y 60 minutos. Los datos se expresan como la media = E.E. y fueron
analizados mediante la prueba t-Student, seguido por la prueba de Bonferroni-Dunn. Las
diferencias estadisticamente significativas se muestran como p < 0.000001 al comparar los valores
obtenidos de las ICsga los 15 y 30 minutos con el control (Sin luz).
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7.2.2. Determinacidn de la citotoxicidad intrinseca y la fototoxicidad de Zn-
OHTFP

La Figura 23 muestra la curva del %viabilidad dependiente de la concentracion
para la Zn-OHTFP. Este compuesto no mostrd grandes diferencias entre sus ICs
obtenidas a distintos tiempos de exposicion a la radiacion (Tabla 2, Figura 24).
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Figura 23. Porcentaje de viabilidad celular obtenido en funcién de distintas concentraciones de Zn-
OHTFP y tiempos de exposicion a la luz roja. El intervalo de concentraciones utilizadas fue de 0-8
MUM. Los datos se expresan como la media * E.E.

Tabla 2. Valores de IC5 de la Zn-OHTFP a diferentes tiempos de radiacion.

Tiempo (minutos) | ICso (M) * E.E.
30 1.18 £ 0.07
15 1.43+0.12
0 1.38 £0.12
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2.0 1

Hl Sin luz
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IC50 (M)

Figura 24. Las barras representan los valores de ICs, obtenidos 24 horas después de aplicar luz
roja durante 0, 15 y 30 minutos. Los datos se expresan como la media + E.E. y fueron analizados
mediante la prueba t-Student, seguido por la _prueba de Bonferroni-Dunn. Las diferencias
estadisticamente significativas se muestran como p < 0.000001 al comparar los valores obtenidos

de las ICsp a los 15 y 30 minutos con el control (Sin luz).
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7.2.3. Comparacion del efecto citotoxico intrinseco y fototoxicidad de OHTFP
y Zn-OHTFP

La Figura 25 y Tabla 3 muestran la comparacién de los valores de 1Cs obtenidos

para ambas porfirinas 24 horas después de aplicar luz roja durante 0, 15 y 30

minutos.
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Figura 25. Las barras representan los valores de |ICsy de OHTFP y Zn-OHTFP, obtenidos 24 horas
después de aplicar luz roja durante 0, 15 y 30 minutos. Los datos se expresan como la media +
E.E. y fueron analizados mediante ANOVA de dos factores, seguido por la prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni. Las diferencias estadisticamente significativas de las ICso
de ambas porfirinas se muestran como p <0.05y p < 0.0001, al ser comparadas entre si a los 0,
15 y 30 minutos de radiacion.

Tabla 3. Comparaciones de los valores de IC5o de OHTFP y Zn-OHTFP a diferentes tiempos de
radiacion.

Compuesto ICs0 (MM) a2 0 ICs50 (MM) @ 15 ICs50 (M) a 30
minutos minutos minutos
OHTFP 16.35 +2.72 2.35+0.39 2.10+0.26
Zn-OHTFP 1.38+0.12 1.43+0.12 1.18 £0.07
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8. Discusion

8.1. Elucidacion estructural

El espectro de '"HRMN de la TFP mostré cuatro grupos de sefales, de las cuales,
la senal -2.73 ppm (s, 2H) se debe a los protones internos del macrociclo. Esta
sefnal es caracteristicas de las porfirinas en su forma de base libre, es decir, sin
tener unido un atomo metalico en el interior de su nucleo. Los electrones 1 que
participan en el sistema de resonancia (corriente anular) generan un campo
magnético inducido, donde los protones internos del anillo experimentan un campo
magnético local, en el cual, las corrientes anisotrépicas tienen un sentido contrario
al campo magnético externo. Esto se traduce en un efecto de proteccion y
desplaza los nucleos a menor frecuencia (91).

Las senales de 8.25-8.24 ppm (d, 8H) y 7.77 ppm (m, 12H) pertenecen a los
protones aromaticos del grupo fenilo. Este tipo de hidrégenos se ven afectados por
los efectos de anisotropia de este anillo, de forma semejante al caso anterior, sin
embargo, ahora la corriente anisotrépica posee el mismo sentido que el campo
magnético externo, lo que da como resultado el desplazamiento de estas sefiales
a mayor frecuencia. El doble de 8.25-8.24 ppm es el de los hidrégenos Hz y Hg
(Figura 26) y el multiple de 7.77 ppm se debe a los protones Hs, Hs4, Hs. El
desplazamiento a campos bajos de estos nucleos también se debe al efecto
electroatrayente del ndcleo de porfirina. La influencia es mayor para los protones
en posicidn orto, pertenecientes al doble, y menor para los para y meta,

pertenecientes al multiple. Todos ellos estan acoplados.
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Hy

Figura 26. Hidrogenos del grupo fenilo.

El espectro de absorcidon UV-Visible muestra la presencia de las cinco bandas
caracteristicas de una porfirina en su forma de base libre (Banda de Soret y
bandas IV, IlIl, II, I, también conocidas como bandas Q) (2). Se trata de un

espectro de tipo etio.

Con base en los resultados se propone la siguiente estructura:

Figura 27. Estructura de la TFP.

El espectro de "HRMN de la FTFP mostré cuatro grupos de sefiales, de las cuales,
la sefnal -2.85 ppm (s, 2H) se debe a los protones internos del macrociclo.

Las senales de 8.16 ppm (d, 8H) y 7.28 ppm (d, 8H) pertenecen a los protones
aromaticos del grupo arilo disustituido. Este tipo de hidrogenos se ven afectados
por los efectos de anisotropia de este anillo, de forma semejante al caso anterior,
sin embargo, ahora la corriente anisotrépica posee el mismo sentido que el campo
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magnético externo, lo que da como resultado el desplazamiento de estas senales
a mayor frecuencia. El doble de 8.16 ppm es el de los hidrégenos Hiz y Hs (Figura
28) y el doble de 7.28 ppm se debe a los protones Hz y Hg. El desplazamiento a
mayor frecuencia de estos nucleos también se debe al efecto electroatrayente del
atomo de fluor y del nucleo de porfirina. Los protones Hs y Hs son equivalentes,
aparecen a menor frecuencia porque el atomo de fluor ejerce un efecto
electroatrayente mas grande que el nucleo de porfirina y aparecen como doble
porque tienen dos protones equivalentes con quien acoplarse, es decir, los
protones H, y He. Estos ultimos aparecen a menor frecuencia por lo mencionado
anteriormente y también aparecen como un doble al acoplarse con los protones Hs

Yy H5.

R=OH,F, Cl, Br

Figura 28. Hidrégenos del grupo fenilo para-sustituido.

La dltima senal de 8.82 ppm (s, 8H) pertenece a los protones en posicion  del
pirrol. Aparecen como un simple dado que son equivalentes y no poseen nucleos
adyacentes con los que puedan acoplarse.

El espectro de absorcion UV-Visible nuevamente es de tipo etio y muestra la
presencia de las cuatro bandas Q, indicando que la porfirina se encuentra en su
forma de base libre.
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Con base en los resultados se propone la siguiente estructura:

Figura 29. Estructura de la FTFP.

El espectro de 'HRMN de la CITFP mostré cuatro grupos de sefales, de las
cuales, la senal -2.88 ppm (s, 2H) se debe a los protones internos del macrociclo.
Las sefales de 8.06-8.05 ppm (d, 8H) y 7.90-7.88 ppm (d, 8H) pertenecen a los
protones aromaticos del grupo arilo disustituido. El doble de 8.06-8.05 ppm es el
de los hidrégenos Hs y Hs y el doble de 7.90-7.88 ppm se debe a los protones Ho y
He. El desplazamiento a mayor frecuencia de estos nucleos también se debe al
efecto electroatrayente del atomo de cloro y del ndcleo de porfirina. Los protones
Hs y Hs son equivalentes, aparecen a mayor frecuencia porque el atomo de cloro
ejerce un efecto electroatrayente mas grande que el ndcleo de porfirina y
aparecen como un doble porque tienen dos protones equivalentes con quien
acoplarse, es decir, los protones Hy y Hg. Estos ultimos aparecen a mayor
frecuencia por lo mencionado anteriormente y también aparecen como un doble al
acoplarse con los protones Hz y Hs.

La dltima senal de 8.83 ppm (s, 8H) pertenece a los protones en posicion B del
pirrol. Aparecen como un simple dado que son equivalentes y no poseen nucleos
adyacentes con los que puedan acoplarse.
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El espectro de absorcion UV-Visible nuevamente es de tipo etio y muestra la
presencia de las cuatro bandas Q, indicando que la porfirina se encuentra en su

forma de base libre.

Con base en los resultados se propone la siguiente estructura:

Figura 30. Estructura de la CITFP.

El espectro de 'HRMN de la BrTFP mostré cuatro grupos de sefiales, de las
cuales, la senal -2.86 ppm (s, 2H) se debe a los protones internos del macrociclo.

Las sefales de 8.13-8.11 ppm (d, 8H) y 7.74-7.73 ppm (d, 8H) pertenecen a los
protones aromaticos del grupo arilo disustituido. El doble de 8.13-8.11 ppm es el
de los hidrégenos Hs y Hs y el doble de 7.74-7.73 ppm se debe a los protones Ho y
He. El desplazamiento a mayor frecuencia de estos nucleos también se debe al
efecto electroatrayente del atomo de bromo y del nacleo de porfirina. Los protones
Hs y Hs son equivalentes, aparecen a menor frecuencia porque el &tomo de bromo
ejerce un efecto electroatrayente mas grande que el nudcleo de porfirina y
aparecen como un doble porque tienen dos protones equivalentes con quien
acoplarse, es decir, los protones H, y Hg. Estos Ultimos aparecen a menor
frecuencia por lo mencionado anteriormente y también aparecen como un doble al

acoplarse con los protones Hs y Hs.
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La ultima senal de 8.83 ppm (s, 8H) pertenece a los protones en posicion  del
pirrol. Aparecen como un simple dado que son equivalentes y no poseen nucleos

adyacentes con los que puedan acoplarse.
El espectro de absorcion UV-Visible nuevamente es de tipo etio y muestra la
presencia de las cuatro bandas Q, indicando que la porfirina se encuentra en su

forma de base libre.

Con base en los resultados se propone la siguiente estructura:

Figura 31. Estructura de la BrTFP.

El espectro de '"HRMN de la OHTFP mostré cinco grupos de sefiales, de las
cuales, la senal -2.87 ppm (s, 2H) se debe a los protones internos del macrociclo.
Las seinales de 8.01-8.00 ppm (d, 8H) y 7.22-7.21 ppm (d, 8H) pertenecen a los
protones aromaticos del grupo arilo disustituido. El doble de 8.01-8.00 ppm es el
de los hidrégenos Hz y He y el doble de 7.22-7.21 ppm se debe a los protones Hs y
Hs.

Los protones Hy y Hg son equivalentes, aparecen a mayor frecuencia debido al
efecto electroatrayente del nucleo de porfirina y aparecen como un doble porque
tienen dos protones equivalentes con quien acoplarse, es decir, los protones Hsz y
Hs.
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Estos ultimos aparecen a menor frecuencia porque el grupo hidroxilo ejerce un
efecto electrodonador que los protege. También aparecen como un doble al
acoplarse con los protones Ha y Hs.

La sefal de 8.87 ppm (s, 8H) pertenece a los protones en posicién (3 del pirrol.
Aparecen como un simple dado que son equivalentes y no poseen nucleos
adyacentes con los que puedan acoplarse.

Finalmente, la senal de 9.96 ppm (s, 4H) pertenece a los protones de los grupos
hidroxilo. Aparecen como un simple dado que son equivalentes y no poseen

nucleos adyacentes con los que puedan acoplarse.

El espectro de absorcion UV-Visible nuevamente es de tipo etio y muestra la
presencia de las cuatro bandas Q, indicando que la porfirina se encuentra en su

forma de base libre.

Con base en los resultados se propone la siguiente estructura:

Figura 32. Estructura de la OHTFP.

El espectro de 'HRMN de la Zn-OHTFP mostré cuatro grupos de sefiales. La
senal caracteristica de los protones internos desaparecio, lo cual da indicio a que
la insercion del metal se llevé a cabo con éxito.

Las sefales de 7.93-7.92 ppm (d, 8H) y 7.15-7.14 ppm (d, 8H) pertenecen a los
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protones aromaticos del grupo arilo disustituido. El doble de 7.93-7.92 ppm es el
de los hidrégenos Hz y He y el doble de 7.15-7.14 ppm se debe a los protones Hs y
Hs.

Los protones H, y Hg son equivalentes, aparecen a mayor frecuencia debido al
efecto electroatrayente del nucleo de porfirina y aparecen como un doble porque
tienen dos protones equivalentes con quien acoplarse, es decir, los protones Hsz y
Hs.

Estos ultimos aparecen a menor frecuencia porque el grupo hidroxilo ejerce un
efecto electrodonador que los protege. También aparecen como un doble al
acoplarse con los protones Ha y Hs.

La senal de 8.78 ppm (s, 8H) pertenece a los protones en posicion B del pirrol.
Aparecen como un simple dado que son equivalentes y no poseen nucleos
adyacentes con los que puedan acoplarse.

Finalmente, la senal de 9.80 ppm (s, 4H) pertenece a los protones de los grupos
hidroxilo. Aparecen como un simple dado que son equivalentes y no poseen

nucleos adyacentes con los que puedan acoplarse.

El espectro de absorcion UV-Visible muestra la presencia de tres bandas. Las
porfirinas que exhiben un espectro de absorcion de tipo etio, al ser coordinadas
con metales divalentes, resulta en una simplificacién del espectro, manteniéndose
la banda de Soret, pero sustituyéndose las cuatro bandas Q por dos nuevas
bandas denominadas B y a. Estas ultimas suelen aparecer entre 500 y 600 nm.

Esto corrobora la presencia del atomo de zinc en el interior del anillo.
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Con base en los resultados se propone la siguiente estructura:

Figura 33. Estructura de la Zn-OHTFP
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8.2. Analisis quimico farmacéutico de TFP, FTFP, CITFP y BrTFP

A pesar de no haber sido posible evaluar la actividad biolégica de las porfirinas
que presentaron problemas de solubilidad, se pueden hacer algunas
especulaciones respecto a sus probables comportamientos tanto in vitro como in
vivo. Por ejemplo, la TFP podria presentar una farmacocinética favorecida. Al
poseer bencenos monosustituidos, los cuales son grupos metaboféricos, pueden
ser biotransformados rapidamente por acciéon del CYP450, resultando en la
hidroxilacién de la posicidn para. Esto puede aumentar la polaridad de la molécula,
facilitando su posterior excrecién en orina y heces. De no ocurrir esto, puede pasar
a la fase dos y formar glucurénidos, para finalmente poder ser excretados en orina
y heces (92). Estos anillos de benceno también podrian mejorar la permeabilidad a
través de las membranas celulares ya que aumentan el caracter lipofilico (93),
mejorano el efecto fototoxico del compuesto (88). La fototoxicidad también puede
ser favorecida por la banda | presente en el espectro de absorcién UV-Visible.
Esta posee buena intensidad (0.740) y aparece dentro de la region deseada que
debe tener un fotosensibilizador (647 nm), que es de 600 a 800 nm, lo cual podria

provocar buena absorcion de la luz utilizada y generar EROs (12).

Las ultimas tres porfirinas halogenadas, si bien podrian tener una buena
permeabilidad a través de las membranas celulares (94), sus farmacocinéticas
podrian verse afectadas en distintos grados. Por ejemplo, para la porfirina
fluorada, el tiempo de vida media puede aumentar considerablemente debido a
que el atomo de fltor en la posicion para bloquea la actividad del CYP450 ya que
el enlace entre éste y el atomo de carbono vecino es muy fuerte (114 kcal/mol),
imposibilitando la oxidacién del anillo de benceno; bajo este razonamiento,
ocurriria el caso contrario con la OHTFP, ya que al estar hidroxilada, podria ser
excretada rapidamente. Su banda | exhibe una intensidad pequena (0.297), por lo
que podria no presentar una buena absorcién de la luz. Por otro lado, el tiempo de
vida media de la porfirina clorada podria resultar menor dado que, a pesar de que
el atomo de cloro estd ocupando la posicién para del benceno (fuerza de enlace:
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72 kcal/mol), el CYP450 aun puede actuar y oxidarlo, resultando Unicamente en un
retardo de la biotransformacion (92). Este ocurre gracias al proceso llamado
desplazamiento NIH en el cual ocurre una transposicion, llevandose a cabo
primero la epoxidacion del anillo, seguido de la apertura del epoxido generado vy el
reordenamiento del atomo de cloro, el cual pasa de la posicion para a la posicion
meta. Finalmente se genera un compuesto carbonilico en equilibrio tautomérico
con su correspondiente fenol (95).

El tiempo de vida media de la porfirina bromada podria ser aun menor debido a
que el enlace entre el atomo de bromo y el carbono vecino es muy labil (59
kcal/mol). Su capacidad para absorber la luz, dada su intensidad (0.438), podria
ser un poco menor que la de la porfirina clorada, sin embargo, al ser escindido el
enlace entre el atomo de bromo y el carbono vecino por parte del CYP450, pueden
generarse cationes bromonio, los cuales, al poseer un caracter marcadamente
electrofilico se unirian a proteinas del higado y rifones, causando efectos
hepatotdxicos, nefrotéxicos, e incluso genotdxicos (96, 97).

8.3. Efecto de los sustituyentes para del grupo fenilo en la banda | de las
porfirinas en su forma de base libre y citotoxicidad intrinseca y fototoxicidad
ejercida por OHTFP y Zn-OHTFP

La presencia de grupos electrodonadores en la posicion meta del benceno (Ph,
OH) provoca que la banda | sea mas intensa en comparacién con la presencia de
grupos electroatractores (F, CI, Br). El grupo electrodonador mas fuerte (OH)
provoco también un ligero desplazamiento batocromico (650 nm), mientras que la
porfirina con el grupo electroatractor més fuerte (F) presenté la banda | menos
intensa (0.297). Estos fenémenos podrian estar influenciados por el efecto
inductivo y mesomérico que ejercen estos sustituyentes al sistema aromatico.

En cuanto a la bioactividad, mientras mayor es el tiempo de exposicién a la

radiacion de las células tratadas con OHTFP, mayor es el efecto fototdxico,
aportando los 60 minutos de radiacion el valor de ICso mas bajo, seguido por 30 y
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15 minutos. Todos los tiempos utilizados mostraron diferencias estadisticamente
significativas muy grandes al ser comparados con las células no expuestas a la
radiacion (t-Student + Bonferroni-Dunn, p < 0.000001). Esto indica que el efecto
fototoxico del compuesto estd fuertemente influenciado por el tiempo que se

expongan las células fotosensibilizadas con éste a la luz roja.

La Zn-OHTFP no mostré diferencia estadisticamente significativa entre las células
sin exposicién a la luz y las células expuestas por 15 minutos (t-Student, p =
0.1451). Fue hasta los 30 minutos de exposicidon que ocurrioé esta significancia (t-
Student + Bonferroni-Dunn, p < 0.000001). Esto probablemente se deba a la
desaparicion de la banda | (650 nm) y la aparicion de la nueva banda a (600 nm)
en el espectro de absorcion UV-Visible al compararse con su forma de base libre
(OHTFP). Las luces LED utilizadas emiten luz roja con una longitud de onda que
oscila entre los 650 nm, por lo tanto, el compuesto es fotoinactivo o su capacidad
para fotoactivarse disminuye drasticamente al utilizar luz con esta longitud de
onda.

Por otro lado, esta porfirina presenta citotoxicidad intrinseca, incluso mayor que la
fototoxicidad ejercida por la OHTFP a 15 y 30 minutos (ANOVA + Comparaciones
multiples, p < 0.05).
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9. Conclusiones

La presencia de grupos electrodonadores en el grupo fenilo favorece la
absorcion de luz roja (A = 650 nm) en los derivados de la TFP.

La actividad biolégica como agente fotosensibilizador de la OHTFP
depende en gran medida de su fotoactivacion con luz roja de A = 650 nm y

de los tiempos de exposicién a ésta.

La insercion de cationes metdlicos divalentes puede fotoinactivar a
derivados de la TFP.

La bioactividad de la Zn-OHTFP podria tener un mecanismo de accion
diferente al de la OHTFP.

Todas las evidencias encontradas sugieren que la OHTFP y la Zn-OHTFP
son buenas candidatas para continuar con su evaluacién en ensayos in

Vvivo.
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