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RESUMEN
MC. Eder Ubaldo Arredondo Espinoza Fecha de Graduacién: Septiembre 2014
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: SINTESIS DE PORFIRINAS Y METALOPORFIRINAS NO
SIMETRICAS FUNCIONALIZADAS CON L-GLUTAMATO Y EVALUACION DE
SUS PROPIEDADES FOTODINAMICAS Y ANTICANCERIGENAS.

Numero de péginas: 130 Candidato para el grado
de Doctor en Ciencias con Orientacion en Farmacia

Propdsito y Método del Estudio: La terapia fotodinamica (TFD) requiere de tres
componentes fundamentales, oxigeno, luz visible y un agente fotosensibilizador (FS’s),
cada componente es inocuo por si solo, pero al combinarse producen agentes citotoxicos
que pueden destruir las células tumorales. La TFD es un procedimiento minimamente

invasivo y una nueva y prometedora alternativa para combatir el cancer.

Las porfirinas son agentes FS’s empleados en la TFD. La naturaleza de los sustituyentes
en posicion meso, o y 3 en las porfirinas tienen efecto en sus caracteristicas espectrales,
fotofisicas y bioldgicas. Las porfirinas presentan afinidad por las células tumorales y
absorben la luz en el rango del visible; sin embargo, presentan una limitante que es su
alta hidrofobicidad. Este problema puede ser resuelto mediante la adicion de
sustituyentes hidrofilicos (azucares, hidroxilos, sulfatos, fosfonatos, péptidos, entre
otros). Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue realizar la sintesis y
caracterizacion de tetraarilporfirinas no simétricas AsB funcionalizadas con dimetil 2-
aminopentanodioato y sin funcionalizar (derivadas de pirrol, p-metoxibenzaldehido y
metil 4-formilbenzoato), ademas de sintetizar las metaloporfirinas correspondientes de

cobre y zinc, para su posible aplicacién en la terapia fotodinamica.
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Contribuciones y Conclusiones:  Se sintetizaron, purificaron y caracterizaron cuatro
porfirinas no simétricas del tipo A3B: NS1u, NS2u, NS1luf y NS2uf. Dos de ellas
funcionalizadas con glutamato (NS1uf y NS2uf), asi como las metaloporfirinas
correspondientes de cobre y zinc. Se determinaron los rendimientos cuanticos de
oxigeno singulete (®A) de todos los compuestos con valores que van de 0.21 a 0.67. En
general las metaloporfirinas de cobre presentaron los valores méas bajos y las

metaloporfirinas de zinc presentaron los valores mas altos.

Los compuestos en el estudio presentaron resultados de fototoxicidad con valores de
ICso que van de <0.01 a 6.5 pM, la metaloporfirina NS2uf-Zn es la més fototoxica. Al
comparar la actividad fototoxica entre las porfirinas del presente estudio, se puede
observar que la funcionalizacion de las porfirinas con glutamato aumenté 100 veces la
actividad fototoxica (NS1u (ICsp 5 uM), NS1uf (ICsp 0.05 uM) y NS2u (ICso 5.4 uM),
NS2uf (ICso 0.05 pM)). Este aumento en la actividad puede ser atribuido a la
disminucion de la hidrofobicidad y al aumento del rendimiento cuantico de oxigeno

singulete, dado por la funcionalizacion con glutamato.
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Las metaloporfirinas NS1uf-Zn y NS2uf-Zn presentaron la mejor actividad fototoxica
con valores de ICsy de 0.03 y < 0.01 uM, respectivamente. La funcionalizacion y la
metalacion mejoraron su actividad fototoxica. Los valores de fototoxicidad de las
metaloporfirinas NS1uf-Zn y NS2uf-Zn se compararon contra el Photofrin® (I1Cso 4.3
UM sobre células Hela) y el Foscan® (ICso 0.0076 puM sobre células HTC 116),
podemos mencionar que las metaloporfirinas NS1uf-Zn y NS2uf-Zn son mas fototoxicas
que el Photofrin® y actividad fototdxica similar al Foscan®. Por lo tanto estas
moléculas podrian tener una potencial aplicacion como fotosensibilizadores en terapia

fotodinamica.

FIRMA DEL ASESOR: .
Dr. Isaias Balderas Renteria
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1.1 EL CANCER

El cancer es un amplio grupo de enfermedades cronico degenerativas que pueden
afectar cualquier parte del organismo, la principal caracteristica de esta enfermedad es la

proliferacion continua e incontrolada de las células dafiadas [1, 2].

El céncer representa una probleméatica mundial que tan sélo en el afio 2012 fue
causante de 8.2 millones de defunciones, se estima que las muertes por este
padecimiento sigan aumentando y alcancen la cifra de 13.1 millones para el afio 2030
[3]. En nuestro pais los tumores malignos ocuparon el tercer lugar entre las principales

causas de defuncion con 73,240 muertes en el afio 2012 [4].

1.1.1 Genéticay biologia molecular del cancer.

El céncer surge de la acumulacion de alteraciones estructurales o funcionales en el
acido desoxirribonucleico (DNA) celular. El desarrollo del cancer es un proceso
multifactorial en el cual las células se transforman progresivamente en “malignas” a

través de la acumulacion de alteraciones genéticas (figura 1).
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Figura 1. Alteraciones genéticas implicadas en el cancer.

F Activacion de oncogenes. Los oncogenes son versiones alteradas de genes que
codifican proteinas cuya funcion es regular los procesos de proliferacion y
diferenciacion celular, los oncogenes desencadenan el descontrol en los procesos
celulares y por consiguiente el crecimiento descontrolado de las células
neoplasicas [5].

F Inactivacion de los genes supresores de tumores. Los genes supresores de
tumores se encuentran en las células normales y controlan el ciclo celular
evitando el crecimiento excesivo. En muchos tumores, estos genes estan ausentes
o inactivados, por lo cual no pueden llevar a cabo su funcion, lo que contribuye a
la proliferacion anormal de las células tumorales [6, 7].

F Acumulacién de mutaciones. La alteracion en un solo gen suele no ser
suficiente para dar lugar al cancer. Para la progresion hacia la malignidad y la

invasion son necesarias mas mutaciones. Por lo tanto, el riesgo de desarrollar
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cancer depende no solo de las mutaciones que inician la tumorigénesis, sino
también de las mutaciones posteriores que conducen a la progresion del tumor y
diseminacion de la enfermedad [8].

Predisposicion hereditaria. EI cancer hereditario se desarrolla en pacientes
portadores de polimorfismos de predisposicion presentes en sus ceélulas
germinales. La proporcion directa de canceres hereditarios en la poblacion es
pequeia. En general se estima que alrededor de 1% de todos los canceres son
verdaderamente hereditarios [9].

Inestabilidad genética. Las mutaciones en los genes de estabilidad genética
(fidelidad de la replicacion, reparacion del DNA, segregacion cromosomica,
vigilancia de dafios y genes de respuestas celulares como apoptosis) pueden
desencadenar diversas manifestaciones, tales como mutaciones puntuales en
otros genes, inestabilidad de los microsatélites y la pérdida de la heterocigosidad
[10].

Desregulacion de los micro-RNAs. Los miRNAs son reguladores de procesos
bioldgicos fundamentales como el desarrollo, la proliferacion celular, la
apoptosis, el metabolismo, la muerte celular, entre otros. Existe evidencia que los
miRNAs estan expresados de forma aberrante en el cancer [11].

Cambios epigenéticos. Los cambios epigenéticos regulan muchos procesos
celulares, la alteracion o la pérdida de su control, puede causar enfermedades

como el cancer [12].
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Las células cancerosas presentan alteraciones en la proliferacion, diferenciacion y

supervivencia celular normal y lo llevan a cabo por los siguientes mecanismos

moleculares:

La resistencia a los farmacos. Las células cancerosas son capaces de evadir la
accion de los farmacos antineoplésicos mediante los siguientes mecanismos:
blogueo de la entrada de los farmacos, bombeo de los farmacos hacia el exterior
0 inactivacion enzimatica de los mismos [13].

Alteraciones en la apoptosis. Las células tumorales a menudo tienen
defectuosas las vias de sefializacion apoptoticas, lo que provoca una expansion
de las células neoplésicas. Estos defectos pueden hacer que las células
cancerigenas resistan al sistema inmunolégico (debido a que los mecanismos
efectores de las células T citotdxicas y las asesinas naturales no son efectivos en
estas células) y también resistan a la quimioterapia y la radioterapia (debido a
que estos tratamientos matan principalmente por induccién de apoptosis,
evidentemente ésta no es la Unica via por la que actda la quimioterapia, por
consiguiente la resistencia depende del estimulo, el tipo de célula, el ambiente
del tumor y muchos otros factores) [14].

Sobreexpresion de telémeros. Los telomeros se acortan con cada division
celular y el nimero de divisiones que la célula puede experimentar se
correlaciona con la longitud de los telomeros. Esta funcion de los telomeros los
relaciona con el desarrollo de las células tumorales, en muchos tumores se
encuentra sobreexpresada la enzima telomerasa que es la encargada de

replicarlos [15].
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I Metastasis. Es un importante mecanismo de las células cancerigenas que les
ayuda a diseminarse a otros tejidos y provocar la formacion de tumores. La
mayoria de las muertes por cancer se deben al desarrollo de metastasis [16].

F Angiogénesis tumoral. Es la proliferacion de una red de nuevos vasos
sanguineos que penetran dentro del tumor, proporcionando nutrientes y oxigeno

y removiendo productos de desecho [17].

1.1.2. Causas del cancer.

Las alteraciones implicadas en el cancer son resultado de la interaccién entre los
factores genéticos inherentes en la persona y los agentes ambientales que pueden ser:
fisicos, quimicos o bioldgicos. Los agentes exdgenos que causan cancer se denominan
carcindgenos, estos se han identificado mediante estudios en experimentos in vivo e in
vitro, ademas de analisis epidemioldgicos de la frecuencia de padecer cancer en la

poblacién en general [3].

Muchos canceres humanos estan asociados a la exposicién a carcin6genos
quimicos. Generalmente hay un periodo largo de tiempo entre los primeros eventos que
incluyen la exposicion inicial a los carcin6genos, la aparicion de dafios en el DNA y la
fijacion de las mutaciones y la posterior aparicion del tumor. Los carcin6genos quimicos
pueden ocasionar los siguientes dafios al DNA: intercalacion en las bases de DNA,
rearreglos cromosdmicos, deleciones, rompimientos en la cadena de DNA y formacién

de aductos, entre otros [18].
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Entre los factores fisicos destacan las radiaciones ionizantes como los rayos X y
rayos gamma, entre otros y las radiaciones no ionizantes como los rayos ultravioleta.
Los factores fisicos pueden producir mutaciones en el DNA, rompimientos en el DNA
ya sea de una sola hebra, de ambas, o entrecruzamiento entre ellas; también pueden
presentarse transposiciones y deleciones, estos dafios pueden conducir a la formacion de
cancer [19]. La principal alteracion que produce la radiacion UV sobre el DNA es la
dimerizacion de pirimidinas, lo que causa distorsion en la doble hélice del DNA
impidiendo la correcta replicacion y transcripcion. Otras alteraciones provocadas por la
luz UV son: entrecruzamiento de proteinas y DNA, rompimientos de cadena sencilla y
formacion de radicales libres generados por sensibilizadores enddgenos como las
riboflavinas o las porfirinas. Los radicales libres generados juegan un papel importante
en el dafio celular, dando lugar a la peroxidacion lipidica y a la oxidacién de las bases

del DNA [20].

Las infecciones por virus, bacterias y parasitos son reconocidas como un factor
de riesgo para el desarrollo de cancer en seres humanos. A nivel mundial, las infecciones
virales se relacionan con el 15-20% de todos los canceres. Algunas infecciones pueden
causar la inflamacién a largo plazo, suprimir el sistema inmunol6gico de la persona, o

afectar directamente el DNA [21, 22].

El envejecimiento es otro factor en el desarrollo del cancer. La incidencia de
cancer aumenta con la edad, muy probablemente porque con la edad aumenta la
acumulacién de factores de riesgo de ciertos tipos especificos de cancer. La acumulacién
general de factores de riesgo se combina con la tendencia de los mecanismos de

reparacion celular a perder eficacia con la edad [23].
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1.1.3 Terapia anticancerigena.

El programa de tratamiento contra el cancer depende del tipo y del estadio del
mismo. La mayoria de los planes de tratamiento incluyen cirugia, radioterapia,
quimioterapia 0 combinaciones de ellos. Algunos otros comprenden la terapia hormonal
0 terapia bioldgica. Los efectos adversos son frecuentes ya que los tratamientos para el
cancer generalmente dafian células y tejidos sanos. Los efectos adversos dependen
fundamentalmente del tipo y extension del tratamiento. Es posible que tales efectos
indeseables no sean los mismos aun en pacientes que reciben tratamientos similares y los

efectos pueden cambiar de una sesion de tratamiento a otra [24].

F Quimioterapia. La mayoria de los medicamentos antineoplasicos destruyen las
células, alterando la sintesis o la funcion de los acidos nucleicos (DNA o RNA),
también pueden actuar sobre una o varias fases del ciclo celular o sobre los
mecanismos de control de la proliferacion celular [25].

F Radioterapia. Es un tratamiento para el cancer que consiste en radiacion de
energia elevada (radiacion ionizante) dirigidos especificamente al tumor. Esta
radiacion dafia el material genético presente en las células cancerosas, lo que las
destruye e impide su diseminacion. Puesto que la radiacion se distribuye
especificamente en la region del tumor (tratamiento local), los efectos sobre las
células sanas se reducen a un minimo [26].

I Cirugia. Ofrece posibilidades de cura para muchos tipos de cancer, sobre todo
aquellos que no se han diseminado a otra parte del cuerpo y se encuentran en
etapas tempranas del desarrollo del tumor de ahi la importancia del diagnéstico

oportuno [27].
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F Inmunoterapia. Esta terapia se puede clasificar en especifica y no especifica, la
primera actla contra una célula cancerosa o un antigeno de la misma, los
anticuerpos monoclonales y las vacunas contra el cancer son dos tipos de
inmunoterapia especifica, mientras que la inmunoterapia no especifica actta
estimulando el sistema inmune de manera general, sélo aumentando la eficiencia
del sistema inmunoldgico. Las interleucinas y los interferones son ejemplos de

inmunoterapia no especifica [28].

1.2. TERAPIA FOTODINAMICA

La terapia fotodinamica (TFD) es una terapia emergente en el tratamiento del
cancer, esta ha sido aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) de los
Estados Unidos de América para el tratamiento de cancer de pulmén de células no
pequefias, vejiga, esdfago, queratosis actinica y degeneracion macular asociada a la edad

[29].

La TFD destruye las células cancerigenas mediante la generacién fotoquimica de
especies reactivas de oxigeno, estas especies se generan por la interaccion de oxigeno

con un agente fotosensibilizador (FS) excitado por la irradiacion de luz visible [29].

1.2.1. Fotosensibilizadores.

Los primeros FS’s aprobados para su uso fueron una forma purificada de
derivados de hematoporfirina (Hp) que consiste en una mezcla de porfirinas. Aunque
estos agentes son utilizados en la préactica clinica, presentan una serie de desventajas
como una gran extension de fotosensibilidad en la piel y poca selectividad entre las

celulas cancerosas y las normales [30].
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De esta forma es como aparece la segunda generacion de agentes
fotosensibilizadores, entre los que se cuentan: clorinas, porfirinas, bacterioclorinas y
ftalocianinas. Estos presentan una ventaja significativa pues poseen una mejor absorcion
de la luz a una mayor longitud de onda, lo que incrementa la profundidad a la cual puede
aplicarse la terapia y también los fotosensibilizadores de segunda generacion presentan
cierta selectividad por las células tumorales [30]. Algunos FS’s de segunda generacién
han sido conjugados o empaquetados en moléculas acarreadoras que pueden liberar
especificamente a los FS’s en los tejidos tumorales, es asi como surgen los agentes
fotosensibilizadores de tercera generacion. Las moléculas acarreadoras incluyen

anticuerpos monoclonales, lisosomas y polimeros [31].

Un buen agente fotosensibilizador debe cumplir con las siguientes propiedades

fotodinamicas:

E Alto rendimiento cuantico para ser generadores efectivos de oxigeno
singulete y especies reactivas de oxigeno.

F  Absorber a longitudes de onda entre 650-800 nm para una maxima
penetracion de la luz a través del tejido.

F Toxicidad minima en ausencia de luz y no producir metabolitos toxicos.

I Una 6ptima absorcidn, distribucién, metabolismo y excrecion.

F  Una formulacion simple y estable, capaz de ser soluble en fluidos bioldgicos
lo que permite una administracion por via intravenosa.

I Presentar una mayor acumulacién en el tejido tumoral.

F  Localizacion subcelular en organulos que inducen apoptosis como las
mitocondrias.

I No presentar efectos mutagénicos o carcinogénicos [31].

10 |



Doctorado en Ciencias con Orientacion en Farmacia | UANL

1.2.2. Mecanismo de accion de la TFD.

Como ya se menciono anteriormente la TFD se basa en la captacion selectiva del
fotosensibilizador por parte de las células cancerigenas, seguida de la irradiacion con luz
de baja energia a una determinada longitud de onda para que penetre en el tejido y active
al FS y éste a su vez transfiera su energia al oxigeno conduciendo a la formacion de
especies reactivas de oxigeno que conducen a la muerte celular.

La forma en la cual el FS produce las especies reactivas de oxigeno es la
siguiente, una vez que el FS es irradiado, pasa de un estado basal (Sp) a un estado
electrénicamente excitado (S;) de tiempo de vida corto [~10° s], posteriormente ocurre
un cruzamiento intersistema, lo cual involucra la inversion del espin, convirtiendo al FS
en el estado triplete (T1, 10 s) con alta eficiencia (figura 2) [31].

En ambientes donde el oxigeno se encuentra presente, el FS puede dirigirse
principalmente hacia un proceso fotoquimico tipo II, en el cual se involucra una
transferencia de energia entre el estado triplete excitado del FS y el estado basal del
oxigeno (°0,) produciendo un estado excitado altamente reactivo y con un tiempo de
vida corto, el oxigeno singulete (*O,) (figura 2). El oxigeno singulete es la especie mas
relacionada con los efectos citotdxicos de la TFD [31].

El proceso de tipo I involucra un sistema de transferencia de electrones donde el
estado triplete del FS interactda con el sustrato biologico produciendo la formacion de
radicales, los cuales al interactuar con moléculas de oxigeno pueden originar diversas
especies reactivas de oxigeno (anion superéxido, el peréxido de hidrdogeno y el radical

hidroxilo), tal como se muestra en el nimero 7 del diagrama (Figura 2) [31].
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5. Fosforescencia; 6. Produccién de oxigeno singulete (fofoproceso fipo ll) 7. Transferencia
electrénica (fotoproceso fipo )

Figura 2. Diagrama de Jablonski de las transiciones electronicas asociadas a los
fotosensibilizadores.

El 'O, puede matar directamente a las células tumorales por la induccién de
necrosis y apoptosis, también puede causar la destruccion de la microvasculatura del
tumor y ademas produce una respuesta inflamatoria importante que atrae a los leucocitos

como las células dendriticas y neutrofilos (figura 3) [32, 33].
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Figura 3. Mecanismo de accién de la TFD.

1.2.3. Distribucidn y localizacion celular de los FS y su impacto en la TFD.

Los mecanismos por los cuales los FS se distribuyen preferencialmente hacia las
células tumorales no son comprendidos completamente. Se cree que las propiedades del
tejido tumoral pueden contribuir a esta selectividad, éstas incluyen un pH del liquido
intersticial ligeramente &cido debido a la presencia del acido lactico, la presencia de
macrofagos y el elevado nimero de receptores de la lipoproteina de baja densidad (LDL
por sus siglas en inglés). Muchos farmacos fotosensibilizadores presenta una alta
afinidad por las LDL en plasma por lo cual, esto implicaria una biodistribucién dirigida

por las LDL [34, 35].
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La estructura anormal del estroma del tumor que se caracteriza por un gran
espacio intersticial, el sistema vascular agrietado, el drenaje linfatico comprometido, una
gran cantidad de colageno (donde el FS puede unirse) y una gran cantidad de lipidos
(generalmente los FS’s son hidrofébicos) también favorecen la distribucion selectiva de

los FS"s [34, 35].

Debido al corto tiempo de vida (< 0.04 microsegundos) y al limitado radio de
accion (< 0.02um) del *O,, el dafio en los tejidos esta estrechamente relacionado con la
localizacion de los FS’s. La mayoria de los FS’s se dirigen selectivamente a nivel
intracelular a los lisosomas, membranas y mitocondrias. En particular el dafio sobre las
mitocondrias es uno de los dafios mas importantes en la TFD ya que esto puede producir
la muerte celular programada (apoptosis), permitiendo también la liberacion de
citocromo C y otros factores mitocondriales al citosol que pueden desencadenar la

apoptosis [34, 35].

Los cambios inducidos en la membrana plasmatica y en las membranas de los
organelos celulares por la TFD pueden desencadenar efectos de largo alcance, este dafio
implica la transduccion de sefiales por lo que se aumenta la expresion de las proteinas de
respuesta al estrés, asi como los genes que regulan la apoptosis y posiblemente la

sobreexpresion de citocinas [34, 35].
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1.3. ANTECEDENTES.

Las porfirinas comprenden una clase de moléculas con funciones claves en
muchos procesos bioldgicos, como los son el transporte de oxigeno, transferencia de
electrones, conversion de energia, catalisis, entre otros. Las porfirinas consisten en un
macrociclo formado por cuatro unidades de pirrol unido por cuatro puentes metino entre
los pirroles, el macrociclo contiene 22 electrones m de los cuales 18 se encuentran

conjugados cumpliendo con la regla de Hiickel para la aromaticidad [36].

\/—meso

/§ N

Y

- N HN
{/ \>
JNH N=4

¥ 2
Porfirinas Clorimnas Bacterioclorinas

Figura 4. Tetrapirroles aromaticos.

Las porfirinas son agentes FS’s empleados en la TFD. La naturaleza y posicién de
los sustituyentes en posicion meso, o y B en las porfirinas tienen efecto en sus
caracteristicas espectrales, fotofisicas y bioldgicas. Las porfirinas presentan afinidad por
las células tumorales y absorben la luz en el rango del visible; sin embargo, presentan
una limitante, su alta hidrofobicidad. Este problema puede ser resuelto mediante la
adicion de sustituyentes hidrofilicos (azucares, hidroxilos, sulfatos, fosfonatos,

péptidos, entre otros) [37-41].
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Cabe sefialar que la era actual de la TFD comenzo en el afio de 1960 con los estudios
de L. Lipson y S. Schwartz, ellos utilizaron el derivado de la hematoporfirina (Hp) para
la deteccion de tumores [42, 43], tuvieron que pasar doce afios para que Diamond y
cols., [44] demostraran la fototoxicidad del derivado de Hp contra gliomas en estudios
in vitro e in vivo. En el afio de 1976 Kelly y cols., [45] proponen la estructura activa de
la Hp y ese mismo afio Weishaupt y cols., [46] identifican al oxigeno singulete como
agente fototoxico. En el afio de 1978 Dougherty y cols., [47] trataron los tumores de piel
con un derivado de Hp, durante la siguiente década MaCaughan y cols., extendieron el
procedimiento para tratar cancer de esofago, cabeza y cuello, prostata, mama, entre

otros [48, 49].

Después de dos décadas de trabajos, en el afio de 1993 una mezcla de monomeros,
dimeros y oligomeros de ésteres de dihematoporfirina llamada comercialmente
Photofrin® es aprobada en Canada para el tratamiento de cancer de vejiga y tres afios
mas tarde, en Estados Unidos de Norteamérica para el tratamiento de tumores
obstructivos en el es6fago. Hoy en dia existen otros fotosensibilizadores aprobados para
la terapia fotodindmica (figura 5), Levulan® (prodroga de protoporfirina 1X; 630 nm,
DUSA Pharmaceuticals, Inc.), Metvix® (prodroga de protoporfirina IX; 630 nm,
PhotoCure ASA.), Foscan® (clorina, 652 nm, Biolitec AG) Laserphyrin® (clorina, 664
nm, Meiji Seika Kaisha, Ltd.) y Visudyne® (benzoporfirina, 693 nm, Novartis

Pharmaceuticals) [35].
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Figura 5. Fotosensibilizadores aprobados para la terapia fotodinamica.

Otras porfirinas han sido estudiadas desde la sintesis, la actividad fototdxica de las
porfirinas asi como sus caracteristicas fotodindmicas con el objetivo de obtener mejores
fotosensibilizadores [37, 50, 51], Banfi y cols., en 2004 sintetizaron porfirinas tomando
como base el anillo de la tetraaril porfirina; el objetivo de este estudio fue evaluar si
estos agentes FS’s presentaban mejor penetrabilidad en los tejidos neoplasicos y una
mayor actividad fotodinamica (figura 6). La actividad fue medida en una linea celular de
adenocarcinoma de colon humano. La mayoria de estos compuestos presentaron una
mayor actividad comparada contra el Photofrin® y la muerte celular se produjo

principalmente por apoptosis [50].
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Porfirina

3 4 5
1 OCH, H H
2 H OCH, H
3 OCH, OCH, OCH,
4 H SO,AEE H
5 OoH H H
6 H OH H
7 OH OH OH

Figura 6. Porfirinas sintetizadas por Banfi y cols.

Kralova y cols., en 2008 estudiaron sustituyentes hidrofilicos (glicoles) para mejorar
la solubilidad en agua de los FS’s, ademas probaron sus propiedades fototoxicas con
resultados alentadores. Otros autores han utilizado diferentes sustituyentes hidrofilicos
(&cidos carboxilicos, aminoacidos, sulfonatos, aminas y fenoles, entre otros) mejorando

asi su hidrofilicidad (figura 7) [37-41].

R1\

o}

QL A (o

1.R,= CH,CH,0H, R,R;= H
2.R,,R,=CH,CH,OH, R, R,=H
3.R,-R,=CH,CH,OH, R,=H

Figura 7. Porfirinas sintetizadas por Kralova y cols.
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Otra opcion para mejorar las propiedades de los agentes FS’s es la formacion de
complejos con metales, los cuales se alojan en el anillo tetrapirrolico consiguiendo con
ello aumentar el tiempo de vida del estado triplete y promover el cruce intersistemas de
los FS’s. Los principales metales usados son los metales de transicidn, aunque también

se han utilizado Aluminio, Silicio y Estafio, entre otros [52].
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1.4. JUSTIFICACION

La TFD es una alternativa prometedora en el tratamiento contra el cancer; esta
terapia ha sido probada en esquemas terapéuticos contra cancer de pulmaén de células no
pequefas, vejiga, esofago, queratosis actinica y degeneracion macular asociada a la
edad. Como ventajas de la TFD se pueden mencionar las siguientes: los agentes FS’s
muestran selectividad hacia las células cancerosas; el efecto fototoxico es localizado ya
que solo se produce en el lugar que es irradiado minimizando con ello los efectos
secundarios; la terapia puede ser aplicada en repetidas ocasiones pues no presenta
efectos mutagénicos ya que no actia sobre DNA; induce una respuesta inflamatoria que
conduce al desarrollo de una reaccién importante del sistema inmune y ademas puede

ser combinada con otros tipos de tratamientos contra el cancer.

Como ya se menciond anteriormente las porfirinas son uno de los agentes FS’s
mas promisorios para la TFD por sus caracteristicas ya descritas, ademas existen nuevas
estrategias propuestas para el mejoramiento de sus propiedades fotodinamicas, por lo

que la obtencion de mejores FS’s es importante para ayudar en el avance de la TFD.
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1.5. HIPOTESIS

“Las metaloporfirinas funcionalizadas con L-glutamato presentan mejores propiedades

fotodinamicas y anticancerigenas que sus respectivas porfirinas”
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1.6. OBJETIVOS
1.6.1. Objetivo general.

Sintetizar y caracterizar porfirinas y metaloporfirinas no simétricas funcionalizadas con

L-glutamato y evaluar sus propiedades fotodinamicas y anticancerigenas.
1.6.2. Objetivos especificos.

I Sintetizar porfirinas y metaloporfirinas funcionalizadas con L-glutamato.

I Caracterizar los compuestos obtenidos.

I Determinar el rendimiento cuantico de oxigeno singulete.

I Evaluar la actividad fototdxica y citotoxica de los compuestos en estudio.

I Determinar la presencia de apoptosis después del tratamiento con los compuestos
mas citotoxicos.

I Determinar la expresion génica diferencial de las células después del tratamiento

con la porfirina mas activa.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS
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En este trabajo las porfirinas fueron obtenidas por sintesis quimica, realizando
primero la funcionalizacion del benzaldehido con L-glutamato, para despues sintetizar
las porfirinas funcionalizadas y no funcionalizadas por el método descrito por Lindsey y
cols., [53], por ultimo se formaron complejos con metales para buscar mejorar sus
propiedades fotofisicas. Después se realizd la determinacion de las propiedades

fotodindmicas de todas las porfirinas obtenidas.

Utilizamos la linea celular de cancer de cérvix (células SiHa) obtenida de The
American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville, MD, E.U.A.), con un numero
de catdlogo ATCC: HTB-35, para los ensayos de citotoxicidad intrinseca y actividad

fototoxica.

Los reactivos utilizados en este proyecto se adquirieron de las siguientes
compafiias: Roche (Indianapolis, IN, E.U.A.), Invitrogen (Carlsbal, CA, E.U.A.), CTR
Scientific (Monterrey, N.L., México), Desarrollo de Especialidades Quimicas S.A. de
C.V. (Monterrey, N.L., México), SIGMA-ALDRICH (Saint Louis, MO, E.U.A) y BIO

BASIC INC. (Markham, Ontario, Canada).
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2.1. SINTESIS Y PURIFICACION

2.1.1. Funcionalizacién del 4-formilbenzoato de metilo con 2-aminopentanodioato

de dimetilo.

El 4-formil benzoato de metilo fue hidrolizado para obtener el &cido 4-formil
benzoico (esquema 1a). 6 mmol del 4-formil benzoato de metilo se disolvieron en 40 ml
de metanol y 11 mmol de hidroxido de potasio se disolvieron en 10 ml de agua, las
soluciones se mezclaron y se dejaron en agitacion a temperatura ambiente durante 18

horas.

Para funcionalizar el benzaldehido con el L-glutamato fue necesario esterificar
los dos grupos carboxilo del acido glutamico para evitar la polimerizacion (esquema 1b).
En la primera reaccion 7 mmol de acido glutamico se disolvieron en 30 ml de metanol
después se le adicionaron 10 mmol de cloruro de tionilo y la reaccién se dejé en
agitacion a temperatura ambiente por 18 horas, en la siguiente reaccion se eliminé el
clorhidrato, 5 mmol del producto fueron disueltos en 50 ml de acetato de etilo, después

se le adicionaron 5 mmol de trietilamina y se agit6 por 4 horas a temperatura ambiente.

Finalmente se realizé el acoplamiento (esquema 1c), 6.6 mmol de acido 4-formil
benzoico y 10 mmol del 2-aminopentanodioato de dimetilo se colocaron en un matraz en
atmosfera inerte  de nitrégeno, via cénula se transfirieron 6.6 mmol de
N,N"Diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 1.2 mmol de 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
disueltos en 40 ml de diclorometano seco y se dejo en agitacion durante 20 horas a

temperatura ambiente.
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Esquema 1. Funcionalizacion del 4-formilbenzoato de metilo con 2-aminpentanodiato

de dimetilo.

2.1.2. Sintesis de las porfirinas.

La sintesis de las porfirinas se realizé siguiendo el método descrito por Lindsey y
cols., [53]. Las porfirinas fueron sintetizadas partiendo de pirrol (5 mmol) y la mezcla de
aldehidos en proporcién 1:1. Los aldehidos se usaron en una proporcion 3:1, 3.5 mmol
y 1.5 mmol, para cumplir la proporcion con el pirrol. La reaccion se llevo a cabo en
diclorometano. En la tabla 1 se muestran los aldehidos usados para la obtencién de la

porfirinas.
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Tabla 1. Aldehidos usados para la obtencidn de las porfirinas.

Aldehidos
Porfirina
3.5 mmol 1.5 mmol
NS1u p-metoxi-benzaldehido p-formil benzoato de metilo
NS2u p-formil benzoato de metilo p-metoxi-benzaldehido
2-(4-formil benzamido)
NS1uf p-metoxi-benzaldehido pentanodioato de dimetilo
2-(4-formil benzamido)
NS2uf pentanodioato de dimetilo p-metoxi-benzaldehido

Las reacciones se realizaron en presencia de BF3.O(Et), (1.2x10-2 mmol) y TFA
(4.5 mmol), en agitacion y en atmosfera inerte (N2) a temperatura ambiente por 2 h, para
la obtencidn del porfirindgeno. Finalmente, se adicion6 2,3 -dicloro-5,6 -diciano-p-
benzoquinona (DDQ) (0.251 mmol) y se mantuvo la reaccion por 2 h para oxidar el

porfirinbgeno y obtener las porfirinas correspondientes (Esquema 2).
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Esquema 2. Sintesis de la porfirinas por el método de Lindsey.

2.1.3. Metalacion de las porfirinas.

Las porfirinas fueron metaladas con Cu(Il) y Zn(ll) (esquema 3) de la siguiente
manera: 0.1 mmol de la porfirina correspondiente se disolvieron en 10 ml de cloroformo.
Por otra parte de disolvieron 0.2 mmol del acetato del metal en 10 ml de metanol. Las
dos soluciones fueron mezcladas y después se agitd por 120 min a temperatura
ambiente. Finalmente, el solvente fue evaporado y las porfirinas fueron purificadas por

cromatografia en columna.
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Esquema 3. Metalacion de las porfirinas.

2.1.4. Purificacion de los compuestos obtenidos.

A todas las reacciones se les evaporé el solvente una vez concluida cada una.
Todos los productos fueron purificados por cromatografia en columna teniendo como
fase estacionaria gel de silice (SiO,), para lo cual fue necesario realizar pruebas en
cromatografia en placa fina (TLC por sus siglas en inglés) para determinar el eluente a
utilizar, buscando lograr una mayor separacion entre las manchas.

La altura y ancho de la columna, asi como la cantidad de gel de silice con el que
se empaco, se determind en funcion de la cantidad de muestra a purificar y la separacion

observada entre las manchas en TLC.
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2.2. CARACTERIZACION.
2.2.1. Espectroscopia Ultravioleta-Visible.

Se determino el espectro de absorcion UV-Vis (350-750 nm) de los compuestos
en estudio en un espectrofotdmetro modelo Lambda-12s (Perkin Elmer). Esto con la
finalidad de identificar su presencia ya que éstos presentan un patrén caracteristico, una
banda intensa llamada Soret a ~420 nm y cuatro bandas Q entre 480-800 nm para el caso
de las porfirinas. En las metaloporfirinas se presenta una banda Soret a ~420 nm y dos
bandas Q entre 480-800 nm, la ausencia de dos bandas Q es debido a la simetria

rectangular que introduce el metal.
2.2.2. Resonancia magnética nuclear de *H y *C.

El espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Proton y Carbono-13 se realizo
con la finalidad de caracterizar e identificar los compuestos en estudio, estos se
obtuvieron en un equipo de 500MHz modelo Varian-NMR System (AGILENT). Este
analisis proporcion6 informacion relevante con respecto a los hidrégenos presentes en
cada compuesto como: desplazamiento quimico (6, ppm), multiplicidad (m), constantes
de acoplamiento (J) y la cantidad de protones. La RMN de carbono-13 proporcion6

informacién del tipo de carbonos presentes en la molécula.
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2.3. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FOTODINAMICAS.
2.3.1. Rendimiento cuantico de oxigeno singulete.

Se determinaron los rendimientos cuanticos de oxigeno singulete con el método
de iluminacion en el estado estacionario, se comparan las velocidades de consumo de un
actinémetro eficiente aceptor de 'O, de rendimiento cuéntico conocido en el solvente de
trabajo, en presencia de un fotosensibilizador de referencia y el compuesto en estudio.
Se utiliz6 el 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF por sus siglas en inglés) como
actinometro, la 5,10,15,20-tetra(4-hidroxifenil)-porfirina (p-TPPH por sus siglas en
inglés) como fotosensibilizador de referencia con un rendimiento cuantico de 0.56 en

metanol el solvente a utilizar [54].

La determinacion del rendimiento cuéntico de oXxigeno singulete (D)) se realizo
como sigue: se colocaron 2.5 ml de metanol con 1 pl de acido acético y se adicioné la
cantidad adecuada del compuesto en estudio hasta alcanzar una densidad dptica de
1.00£0.02 en su banda Soret. Después se afadieron alicuotas del 1,3-
difenilisobenzofurano en acetonitrilo (25 pl) hasta una densidad optica de 1.00+0.02 a
410 nm. La solucion fue irradiada con luz visible. Finalmente se determiné la densidad
oOptica a 410 nm en un espectrofotdémetro modelo Génesys 20 (TERMO SPECTRONIC)

a diferentes tiempos (25, 50, 75y 100 s).
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Al graficar la absorbancia del actindmetro en funcién del tiempo, la pendiente de
este grafico es la constante de velocidad experimental Kexprer O Kexp S€QUN se utilice el
sensibilizador de referencia o los compuestos en estudio. La razén entre estas constantes
de velocidad corresponde a la razon de los rendimientos cuanticos (de ®A porfirinas en
funcion del @A) cuando los experimentos se realizan bajo las mismas condiciones. A

continuacion se muestra la formula para determinar los rendimientos cuanticos.

DA porfirina _ DA REF kexp porfirina
kexp REF

Donde:

@A PoMina og o] rendimiento cuéntico de oxigeno singulete de la porfirina

®A F¥F| es el rendimiento cuéntico de oxigeno singulete de la referencia (p-THPP)
Kexp porfirina, €s 1a constante de velocidad experimental de la porfirina

Kexp rer, €S la constante de velocidad experimental de la referencia (p-THPP)
2.3.2. Fototoxicidad y citotoxicidad intrinseca in vitro por WST-1.

La actividad fototoxica fue determinada en células SiHa (ATCC: HTB-35). Las
células se disociaron con tripsina-EDTA para posteriormente resuspenderlas en medio
de cultivo MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino. Se colocaron
aproximadamente 5,000 células por pozo en una placa de 96 pocillos y se incub6 24
horas a 37 °C en una atmosfera al 5% de CO; en una incubadora con CO, modelo MCO-
17AC (INCUSAFE SANYO). Se afadieron 100 pl con la concentracion deseada del
compuesto a analizar y posteriormente se incubd 24 horas a 37 °C en atmosfera al 5% de

COa,.
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Terminado este periodo, las células fueron irradiadas con luz visible por 2 h con
una lampara (ALTLED 35W) y despueés se incubaron 24 h a 37 °C en atmosfera al 5%
de CO,. Enseguida se remplazd el sobrenadante por 100 pl de medio MEM fresco y
después se afiadieron 10 ul del reactivo WST-1 [2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenill)-5-(2,4-
disulfofenill)-2H-tetrazolio] y se incubd por 2 horas a 37 °C en atmosfera al 5% de CO,
para finalmente medir la densidad optica a 450 nm con un lector de microplacas modelo

ELx800 (BIOTEK).

Como control positivo se utilizé tritdbn X-100 al 1% en PBS, como control
negativo se uso el cultivo sin ningun tratamiento y como blanco de reaccién medio
MEM y WST-1, también se realizO un control del solvente usado
(isopropanol/diclorometano en proporcion 2:1). La citotoxicidad intrinseca se determin6

igual que la fototoxicidad solo que la irradiacion fue omitida.

Las diferentes concentraciones de los compuestos a evaluar se prepararon
partiendo de un stock de 2000 uM en diclorometano. Las concentraciones probadas

fueron las siguientes: 10, 5, 1, 0.1 y 0.01 uM.

2.3.3. Apoptosis determinada por la actividad de caspasa-3.

Las células SiHa fueron ajustadas a una densidad celular de 500,000 células/ml.
Tres mililitros de esta suspension se pasaron a una caja de cultivo y se incubaron por 24
h a 37 °C en atmosfera al 5% de CO,. Despues de este periodo se agrego el compuesto
de estudio (NS1uf, NS2uf, NS1luf-Zn y NS2uf-Zn) y la podofilotoxina como control
positivo a una concentracion final de 10 uM, las células sin tratamiento fueron usadas

como control negativo.
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El cultivo fue incubado por 24 horas a 37 °C en atmosfera al 5% de CO..
Posteriormente las células fueron irradiadas con luz visible por 2 h con una lampara
(ALTLED 35W) e incubadas por 6 h a 37 °C en atmosfera al 5% de CO,. Las células
fueron despegadas de la caja de cultivo mediante tratamiento con tripsina, Yy
resuspendidas en 1 ml de PBS para después centrifugarlas y retirar el sobrenadante.
Enseguida se agregaron 100 ul de buffer de lisis 1X a las células y posteriormente se
incubaron en hielo por 20 min para despues centrifugar la muestra a 14,000 rpm por 15

min.

El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo de 1.5 ml y se determiné la
cantidad de proteina presente en cada muestra usando el método de Bradford [55],
después se realiz6 una dilucion de los extractos a para obtener una concentraciéon de 50
ug de proteina por 50 pl. Posteriormente se agregaron 50 ul del buffer de reaccién 2X,
seguido de 5 pl del substrato DEVD-pNA y se incub6 por 2 h a 37 °C. Finalmente se
realizaron las lecturas de absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas modelo

ELx800 (BIOTEK).

2.3.4. Analisis de expresion génica diferencial (microarreglos de DNA).

Los microarreglos de DNA son una herramienta Util para investigar los
mecanismos de accion de los farmacos. Se requieren de dos condiciones experimentales,
la poblacién tratada y la poblacion no tratada para determinar la expresion génica
diferencial y poder observar los genes sobreexpresados o reprimidos. Las diferencias
presentes en el nivel de expresion de cada gen es determinado por el nimero de copias

de RNA mensajeros existentes en las muestras [56].
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El estudio se realizd de la siguiente manera, se trataron las células SiHa con la
porfirina NS2uf-Zn y NS2uf-Cu a una concentracion de 10 uM y se utilizaron células
sin tratamiento para la comparacion de la expresion génica, después del tratamiento las
células se incubaron por 4 h, seguido de este tiempo se les realiz6 una extraccion de
RNA convencional, posteriormente se sintetizo el DNA complementario mancandose
con los fluoroforos correspondientes. EI cDNA fue hibridado en el microarreglo,

después de la hibridacion el microarreglo fue escaneado.

El RNA fue extraido de manera convencional usado el reactivo Trizol®. La
extraccion se realizd a partir de una pastilla con aproximadamente 1.5 millones de
células, se afiadieron 500 pl de reactivo de Trizol®, después de 2 min se afiadieron 200
ul de cloroformo y se dejo reposar por 3 min, se centrifugaron las muestras por 8 min a
14,000 rpm, la fase acuosa se paso a un nuevo tubo y el RNA fue precipitado con 500 pl
de isopropanol, se centrifugé 10 min a 14,000 rpm y se lavé con 500 pl de etanol al
70%, se centrifugd 5 min a 8,000 rpm para eliminar el etanol y después de dejar secar el
RNA fue resuspendido en 50 ul de agua DEPC [57]. Las muestras de RNA se corrieron
en un gel de agarosa al 1% para identificar la integridad del RNA. Los RNAs fueron
cuantificados en un Biofotometro (Eppendorf), también se determiné la relacion de la
densidad éptica (DO) 260/280 si los valores se encuentran entre 1.8 - 2.0 se considera un

RNA de calidad.
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Para la obtencion de aminoalil-cDNA, se utilizé el kit Chipshot de Promega,
siguiendo el Protocolo Promega (Z3604) [58]. EI marcado del RNA fue realizado
mediante la sintesis del DNA complementario usando desoxinucledtidos T marcados
con una molécula fluorescente Alexafluor® 555 y 647 una molécula fluorescente para
cada tipo de muestra (tratada/no tratada). Finalmente, se purificé el cDNA marcado para
eliminar el desoxinucleotido fluorescente no incorporado al cONA. EI cDNA (50 ul) fue
hibridado con las sondas presentes en el microarreglo, el cDNA se coloco sobre el
microarreglo y se cubrié con un cubreobjetos para permitir que la solucion impregnara
todo el microarreglo. Se recomienda que los microarreglos sean colocados en camaras

hdmedas para evitar la evaporacion [56].

Se empled un lector de microarreglos que utiliza un laser para excitar las
moléculas fluorescentes presentes en el cDNA y se obtuvieron dos imagenes una para
cada uno de los fluoréforos, una para el fluor6foro AlexaFluor® 555 (rojo) y otra para el
fluoréforo AlexaFluor® 647 (verde). Se ajusto la intensidad del laser y la sensibilidad de
la cdmara o de los fotomultiplicadores de tal forma que ambas iméagenes dieron valores
semejantes de fluorescencia total. Una vez obtenidas estas imagenes, se combinaron para

obtener un aspecto visual del microarreglo [56].

Para la obtencion de los valores cuantitativos de cada una de las sefiales de
fluorescencia contenidas en el microarreglo, se realiz6 el analisis de las imagenes
obtenidas mediante el uso del software GenArise. Los genes sobreexpresados e
inhibidos con un z-score mayor 0 menor a £2 desviacion estandar segun sea el caso, son

considerados significativos para el analisis bioinformatico.
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Con ayuda del programa DAVID (The Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery) se determind en qué posibles rutas metabodlicas estan
involucrados los genes sobre expresados e inhibidos en el ensayo del microarreglo [56,

50].

2.3.5 Manejo de residuos.

Se utilizaron los siguientes solventes para la purificacion de las porfirinas:
metanol, acetato de etilo, hexano, isopropanol, estos fueron dispuestos en el colector C,
el diclorometano usado se dispuso en el colector D. Los cultivos usados fueron
esterilizados en autoclave y dispuestos en el contenedor bolsa roja para residuos

bioldgico-infecciosos.

Listado de contenedores usados:

Contenedor C. Toxicos e inflamables, aminas, solventes organicos no

halogenados.

Contenedor D. Toxicos e inflamables, aminas, solventes organicos halogenados.

Contenedor bolsa roja. Residuos de cultivos celulares biol6gico-infecciosos.
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3.1. SINTESIS Y PURIFICACION.

3.1.1. Funcionalizacion del 4-formil benzoato de metilo con 2-aminopentanodioato

de dimetilo.

En la primera reaccion el 4-formil benzoato de metilo fue hidrolizado para
obtener el acido 4-formil benzoico (esquema 1la, pagina 26), durante la reaccion se
observo la formacion de sales de etdxido de potasio por lo cual al terminar la reaccion
fueron eliminadas de la siguiente forma, primero se llevé el pH a 2 con una solucion al
20 % de HCI en metanol para favorecer la precipitacion y posteriormente se filtré a

vacio para eliminarlas.

En la figura 8 se puede observar una cromatografia en placa fina del acido 4-
formil benzoico (Rf 0.13) y comparado contra el 4-formil benzoato de metilo (Rf 0.91)
revelada con luz ultravioleta. Finalmente las fracciones que contenian el producto fueron
concentradas y rotaevaporadas obteniendo 846 mg de un soélido color beige. El
rendimiento de la reaccion de hidrolisis del 4-formil benzoato de metilo fue de 92.7%

(846 mg).

39|



Doctorado en Ciencias con Orientacion en Farmacia | UANL

— . o o o e EE EE EE M M R SEm R R R e e s e

/ N 5
/
I \
I 4-formil |
benzoato |

1 de metilo
I I
| |
| :
' |
|
| Acido |
| 4-formil |
I benzoico |
| |
|
\ ,

\ Fase movil: /

% AcOEt:CH,Cl, (6:4) /
>
-~

- o O O O O S S M N e S B M S M B M E E e

Figura 8. Cromatografia en placa de la purificacion del acido 4-formil benzoico.

En la reaccion de esterificacion del acido L-glutamico para obtener el clorhidrato
de 2-aminopentanodioato de dimetilo (esquema 1b, pagina 26), el crudo de reaccion
obtenido fue rotaevaporado y lavado con éter etilico, se obtuvieron 1.1 g con un
rendimiento de 78%. El clorhidrato fue eliminado al adicionar trietil amina para obtener
el 2-aminopentanodioato de dimetilo, al concluir la reaccién se observd un precipitado
de color blanco el cual fue eliminado por filtraciéon a vacio, el filtrado obtenido fue

rotaevaporado, se obtuvieron 437 mg con un rendimiento de 66.8%.

Se observd la precipitacién de N,N’dicicloxilurea (DCU) en la reaccién de
acoplamiento (esquema 1c, pagina 24), la DCU fue eliminada por filtracion a vacio y el
filtrado fue rotaevaporado y sometido a purificacion por medio de cromatografia en

columna.
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En la figura 9 se puede observar una cromatografia en placa fina del 2-(4-
formilbenzamido) pentanodioato de dimetilo con un Rf de 0.69 y comparado contra el
acido 4-formil benzoico (Rf 0.13) revelado con luz ultravioleta. Finalmente las
fracciones que contenian el producto fueron concentradas y rotaevaporadas obteniendo
673 mg de un solido color beige. El rendimiento de la reaccién de acoplamiento del

acido 4-formil benzoico fue de 33% (673 mg).
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Figura 9. Cromatografia en placa de la purificacion del 2-(4-formil benzamido)

pentanodioato de dimetilo.

3.1.2. Sintesis de las porfirinas.

La sintesis de las porfirinas se realizé utilizando el método descrito por Lindsey
(Esquema 2, pagina 28). Al iniciar la reaccion la mezcla present6 una coloracion naranja
oscuro que cambi6 a una coloracion morada obscura pasadas las dos horas del primer
paso de la reaccion, posterior a la adicion del DDQ se observd un cambio en la

coloracion a un verde obscuro, la reaccion fue detenida a las dos horas de agitacion.
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Una vez concluida la reaccién se realizaron cromatografias en placa fina de gel
de silice usando como fase maévil diclorometano tanto para la NS1u (figura 10a) como
para la NS2u (figura 10b), observandose los diferentes productos que genera la reaccién
de Lindsey, [la primer mancha corresponde a la porfirina A4 p-metoxifenil ya que es la
menos polar, la segunda mancha corresponde a la porfirina AsB (NS1u) tres
sustituyentes meso p-metoxifenil y un sustituyente meso p-metoxicarbonilfenil, la tercer
mancha corresponde a la porfirina A;B, dos sustituyentes meso de cada uno p-
metoxifenil y p-metoxicarbonilfenil, la cuarta mancha corresponde a la porfirina AB;
(NS2u) un sustituyente meso p-metoxifenil y tres sustituyentes meso p-
metoxicarbonilfenil y la quinta mancha corresponde a la porfirina By p-
metoxicarbonilfenil ya que es la mas polar]. En la figura 10a no se observa la presencia
de la quinta mancha y en la figura 10b no se observa presencia de la primera mancha

debido a que no se logran formar por la proporcién de aldehidos usada.
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o
o
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Figura 10. Cromatografia en placa de las reacciones de sintesis de las porfirinas NS1u
(@) y NS2u (b).
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Para la purificacion de la porfirina NS1u se usé como fase movil un sistema
hexano:diclorometano 3:7, la purificacion fue monitoreada por cromatografia en placa
fina, las fracciones puras fueron concentradas y las fracciones con mezclas se juntaron
para continuar con la purificacion. Se corrieron siete cromatografias en columna para
lograr purificar todo el producto de la porfirina NS1u. En la figura 11a se muestra una
cromatografia en placa fina donde el primer carril corresponde a la reaccion de sintesis
de NS1u y el segundo carril al producto purificado de la porfirina NS1u con un Rf de
0.66 en diclorometano, el total del producto (porfirina NS1u) fue rotaevaporado y

secado obteniendo 228.1 mg (23.92% de rendimiento) de un sélido color morado.

Para la purificacion de la porfirina NS2u se usé como fase mdvil diclorometano,
la reaccion fue monitoreada por cromatografia en placa fina. Se corrieron seis
cromatografias en columna para lograr purificar la porfirina NS2u. En la figura 11b se
muestra una cromatografia en placa fina donde el primer carril corresponde a la reaccion
de sintesis de la porfirina NS2u y en el segundo carril al producto purificado de la
porfirina NS2u con un Rf de 0.36 en diclorometano, el total del producto (porfirina
NS2u) fue rotaevaporado y secado obteniendo 201.7 mg de un solido color morado que

representa un rendimiento de 19.73%.
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Figura 11. Cromatografia en placa de la purificacion de las porfirinas NS1u (a) y NS2u

(b).

La sintesis de las porfirinas NS1uf y NS2uf se realiz6 por el método descrito por
Lindsey (esquema 2, pagina 28). Una vez concluida la reaccion se realizaron
cromatografias en placa fina de gel de silice usando como fase movil diclorometano
:isopropanol (98:2), observandose los diferentes productos que genera la reaccion de
Lindsey, la primer mancha asignada a la porfirina A, p-metoxifenil ya que es la menos
polar, la segunda mancha corresponde a la porfirina AsB (NS1uf) tres sustituyentes
meso p-metoxifenil y un sustituyente meso 4-((1,5-dimetoxi-1,5-dioxopentan-2-
il)carbamoil)fenil, la tercer mancha corresponde a la porfirina A;B,, la cuarta mancha
corresponde a la porfirina AB3; (NS2uf) y tres sustituyentes meso p-metoxifenil y tres
sustituyentes 4-((1,5-dimetoxi-1,5-dioxopentan-2-il)carbamoil)fenil y la quinta mancha
corresponde a la porfirina B4 4-((1,5-dimetoxi-1,5-dioxopentan-2-il)carbamoil)fenil ya

que es la mas polar (ver figura 12).
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Figura 12. Cromatografia en placa de la sintesis de las porfirinas NS1uf y NS2uf.

La purificacion fue monitoreada por cromatografia en placa fina. En la figura 13a
se observa una cromatografia en placa fina donde se muestra en el primer carril la
reaccion de la porfirina NS1u con un Rf de 0.75 y en el segundo carril el producto
purificado de la porfirina NS1uf con un Rf de 0.35, el total del producto (porfirina
NS1uf) fue rotaevaporado y secado obteniéndose 61 mg de un sélido color morado (6%
de rendimiento). En la figura 13b se muestra el cromatograma de la porfirina NS2u con
un Rf de 0.64 y la porfirina NS2uf con un Rf de 0.22, el total del producto (porfirina
NS2uf) fue rotaevaporado y secado obteniéndose 78 mg de un so6lido color morado (5%

de rendimiento).
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Figura 13. Cromatografia en placa de la purificacion de las porfirinas NS1uf y NS2uf.

3.1.3. Metalacion de las porfirinas.

Las porfirinas fueron metaladas con Cu(ll) y Zn(Il) como se describe en el
esquema 3. Durante la reaccion de metalacion se observo un cambio de coloracion de
morado a un rojo para las metaloporfirinas de cobre mientras que para las
metaloporfirinas de zinc no se observo un cambio de coloracion, terminado el tiempo de
reaccion el crudo fue evaporado y sometido a purificacion por cromatografia en

columna.

En la figura 14a se muestra una cromatografia en placa fina de la metaloporfirina
NS1u-Cu con Rf de 0.72 y comparada contra la porfirina de base libre NS1u (Rf 0.66).
En la figura 14b se muestra una cromatografia en placa de la metaloporfirina NS2u-Cu

con Rf de 0.5 y comparada contra la porfirina de base libre NS2u (Rf 0.36).
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Figura 14. Cromatografia en placa de la purificacion de las metaloporfirinas NS1u-Cu
(@) y NS2u-Cu (b).

El rendimiento de la reaccion de metalacion de la porfirina NS1u-Cu fue de 55%

(17.9 mg) y el rendimiento de la reaccion de metalacion de la porfirina NS2u-Cu fue de

85.4% (28.2 mg).

En la figura 15a se muestra una cromatografia en placa fina de la metaloporfirina
NS1uf-Cu con Rf de 0.46 y comparada contra la porfirina de base libre NS1uf (Rf 0.35).
Se obtuvieron 21.1 mg de un sélido color rojo (NS1luf-Cu) lo que representa un
rendimiento del 66%. En la figura 15b se muestra una cromatografia en placa fina de la
metaloporfirina NS2uf-Cu con Rf de 0.26 y comparada contra la porfirina de base libre

NS2uf (Rf 0.22). Se obtuvieron 18.1 mg (56% de rendimiento) de un sélido color rojo.
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Figura 15. Cromatografia en placa de la purificacion de las metaloporfirinas
NS1uf-Cu (a) y NS2uf-Cu (b).

En la figura 16 se muestran cromatografias en placa fina de la metaloporfirinas
obtenidas, NS1u-Zn (figura 16a) con Rf de 0.60 y NS2u-Zn (figura 16b) con Rf de 0.33.
La metaloporfirina NS1u-Zn fue obtenida con un rendimiento del 71% (22.7 mg) y la

metaloporfirina NS2u-Zn fue obtenida con un rendimiento del 82% (22.6 mg).
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Figura 16. Cromatografia en placa de la purificacién de las metaloporfirinas
NS1u-Zn (a) y NS2u-Zn (b).

En la figura 17a se muestra una cromatografia en placa fina de la metaloporfirina
NS1uf-Zn con un Rf de 0.36 comparada contra la porfirina de base libre NS1uf (Rf
0.35). Se obtuvieron 21.4 mg (67% de rendimiento) de un sélido color morado (NS1uf-
Zn). En la figura 17b se muestra una cromatografia en placa de la metaloporfirina
NS2uf-Zn con Rf de 0.26 comparada contra la porfirina de base libre NS2uf (Rf 0.22).
Finalmente las fracciones que contenian la metaloporfirina NS2uf-Zn fueron
concentradas y rotaevaporadas obteniendo 14.1 mg (44% de rendimiento) de un sélido

color morado.
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Figura 17. Cromatografia en placa de la purificacién de las metaloporfirinas
NS1uf-Zn (a) y NS2uf-Zn (b).

3.2. CARACTERIZACION.
3.2.1. Acido 4-formil benzoico.
3.2.1.1. Resonancia magnética nuclear ‘*H.

El espectro de RMN *H (figura 18) muestra una sefial con & de 7.99 ppm (a), un
doblete (J= 8 Hz) que integra para los dos protones orto al acido carboxilico, a & 8.26
ppm (b) se tiene un doblete (J= 8 Hz) que integra para los dos protones orto al aldehido
y en & 10.13 ppm (c) se observa un singulete que integra para un protén del aldehido.
En la figura 19 se marcan los protones descritos anteriormente en letras minudsculas y

entre paréntesis, para aclarar la asignacion dada a cada sefial.
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Figura 18. Espectro de RMN *H del 4cido 4-formil benzoico.

(a) (b)

H H

HO H (c)

Figura 19. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN *H del acido 4-formil

benzoico.

3.2.1.2. Resonancia magnética nuclear **C.

El espectro de RMN *3C (figura 20) muestra una sefial con & de 129 ppm (a) que
corresponde a los carbonos C3 y C5 aromaticos, una sefal a & 130 ppm (b) que
corresponde a los carbonos C2 y C6 aromaticos y en 6 191 ppm (c) que corresponde al
C=0 del aldehido. En la figura 21 se marcan los carbonos descritos anteriormente en

letras mindsculas y entre paréntesis, para aclarar la asignacion dada a cada sefial.
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Figura 20. Espectro de RMN 3C del cido 4-formil benzoico.
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Figura 21. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN *3C del 4cido 4-formil

benzoico.
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3.2.2. 2-aminopentanodioato de dimetilo.
3.2.2.1. Resonancia magnética nuclear *H.

El espectro de RMN *H (figura 22) muestra una sefial con & de 2.32 ppm (a) un
multiplete que integra para dos protones, a 6 2.43 ppm (b) se tiene un triplete
empalmado a un multiplete que integra para dos protones, en ¢ 3.70 ppm (C) Se observa
un singulete que integra para seis protones de los metilos de los ésteres, en & 4.21 ppm
(d) se observa un singulete que integra para dos protones unidos al nitrogeno y a 6 4.23
ppm (e) se observa un triplete que integra para un proton. En la figura 23 se marcan los
protones descritos anteriormente en letras minasculas y entre paréntesis, para aclarar la

asignacion dada a cada sefial.
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Figura 22. Espectro de RMN *H del 2-aminopentanodioato de dimetilo.
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Figura 23. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN *H del 2-

aminopentanodioato de dimetilo.

3.2.2.2. Resonancia magnética nuclear **C.

El espectro de RMN 3C (figura 24) muestra una sefial con & de 24 ppm () que
corresponde al CH,, una sefial a 6 29 ppm (b) que corresponde al CH, unido al
carbonilo y en 6 52 ppm (C) que corresponde al CH de la molécula, una senal a 6 55
ppm (d) que corresponde a los CHgs, una sefial a & 172 ppm (e) que corresponde al
carbonilo unido al CH,y en 6 178 ppm (f) que corresponde al carbonilo unido al carbono
CH-NH,. En la figura 25 se marcan los carbonos descritos anteriormente en letras

minusculas y entre paréntesis, para aclarar la asignacion dada a cada sefial.
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Figura 24. Espectro de RMN *3C del 2-aminopentanodioato de dimetilo.

Figura 25. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN C del 2-

aminopentanodioato de dimetilo.

55 |



Doctorado en Ciencias con Orientacion en Farmacia | UANL

3.2.3. 2-(4-formil benzamido) pentanodioato de dimetilo.
3.2.3.1. Resonancia magnética nuclear *H.

El espectro de RMN *H (figura 26) muestra una sefial con & de 2.18 ppm (a), un
triplete que integra para dos protones, a & 2.39 ppm (b) se tiene un multiplete que
integra para dos protones, en & 3.69 ppm (C) se observa un singulete que integra para tres
protones del metilo del éster, en 6 3.76 ppm (d) se observa un singulete que integra para
tres protones del metilo del éster cerca del nitrogeno, en 6 4.64 ppm (e) un triplete del
proton del carbono unido al nitrégeno, en & 6.24 ppm (f) un singulete que integra para
dos protones que estan unidos al nitrogeno, en 6 7.99 ppm (g) un doblete (J=8 Hz) que
integra para dos protones orto al aldehido, en 6 8.26 ppm (h) un doblete (J=8 Hz) que
integra para dos protones meta al aldehido y a 6 10.13 ppm (i) se observa un singulete
que integra para un proton del aldehido. En la figura 27 se marcan los protones descritos
anteriormente en letras minusculas y entre paréntesis, para aclarar la asignacion dada a

cada sefial.
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Figura 26. Espectro de RMN *H del 2-(4-formil benzamido) pentanodioato de dimetilo.
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Figura 27. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN *H del 2-(4-formil

benzamido) pentanodioato de dimetilo.
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3.2.3.2. Resonancia magnética nuclear **C.

El espectro de RMN *C (figura 28) muestra una sefial con & de 27 ppm () que
corresponde al CH, unido al carbonilo del éster, una senal a & 30 ppm (b) que
corresponde al CH; unido al carbonilo cerca de la amida, en & 51 ppm (C) que
corresponde a los CH3 de la molécula, una sefial a 6 52 ppm (d) que corresponde al CH,
una sefial a & 129 ppm (e) que corresponde a los carbonos dos y seis arométicos, una
sefial a & 130 ppm (f) que corresponde a los carbonos tres y cinco aromaticos y en & 191
ppm (g) que corresponde al carbono del aldehido. En la figura 29 se marcan los
carbonos descritos anteriormente en letras mindsculas y entre paréntesis, para aclarar la

asignacion dada a cada sefial.
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Figura 28. Espectro de RMN 3C del 2-(4-formil benzamido) pentanodioato de dimetilo.
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Figura 29. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN *3C del 2-(4-formil

benzamido) pentanodioato de dimetilo.

3.2.4. Porfirinas
3.2.4.1. Porfirina NS1u RMN de ‘H.

El espectro de RMN *H (figura 30) muestra una sefial con & de -2.7 ppm (a), un
singulete que integra para los dos protones unidos al N del nucleo porfirinico, a 6 4.08
ppm (b) se tiene un singulete que integra para nueve protones, los protones del metoxilo
y en d4.11 ppm (c) se observa un singulete que integra para tres protones del metilo del

éster.
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Figura 30. Espectro de RMN *H de la porfirina NS1u.

En la ampliacion del espectro mostrada en la figura 31, se observa un
desplazamiento quimico de 7.28 ppm (d) se observa un doblete (J = 7.5 Hz) que integra
para seis protones, los protones en posicion meta del p-metoxifenilo. En 6 8.12 ppm (e)
se observa un doblete (J = 7.5 Hz) que integra para seis protones, los protones orto del p-
metoxifenilo. A un desplazamiento quimico de 8.30 ppm (f) se muestra un doblete (J =
7.5 Hz) que integra para dos protones, los protones orto del p-metoxicarbonilfenilo. En
8.43 ppm (g), se observa un doblete (J=7.5 Hz) que integra para los dos protones, meta

del p-metoxicarbonilfenilo.
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Finalmente se observan las sefiales correspondientes a los protones del pirrol, en
o 8.78 ppm (h) se observa un doblete (J = 4 Hz), este doblete integra para los dos
protones del pirrol cercanos al p-metoxifenilo, en & 8.88 ppm (i) se observa un singulete
que integra para cuatro protones del pirrol entre dos p-metoxifenilos y a 6 8.89 ppm (j)
se encuentra un doblete (J=4 Hz) empalmado con el singulete, esta sefial integra para dos
protones que pertenecen a los protones del pirrol cercanos al p-metoxicarbonilfenilo. En
la Figura 32 se marcan los protones descritos anteriormente en letras minudsculas y entre

paréntesis, para aclarar la asignacion dada a cada sefial.
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Figura 31. Ampliacion del espectro de RMN *H de la porfirina NS1u.
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H4CO OCH, (b)

Figura 32. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN *H de la porfirina NS1u.

3.2.4.2. Porfirina NS2u RMN de 'H.

El espectro de RMN *H (figura 33) muestra una sefial con & de -2.8 ppm (a), un
singulete que integra para los dos protones unidos al N del nacleo porfirinico, a 6 4.07
ppm (b) se tiene un singulete que integra para tres protones, los protones del metilo del
éster y en o 4.10 ppm (c) se observa un singulete que integra para nueve protones del

metoxilo.
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Figura 33. Espectro de RMN *H de la porfirina NS2u.

En la ampliacion del espectro mostrada en la figura 34, se observan con mayor
claridad las sefiales de los protones restantes, a un desplazamiento quimico de 7.28 ppm
(d) se observa un doblete (J = 8 Hz) que integra para dos protones, los protones en
posicion meta del p-metoxifenilo. En 6 8.11 ppm (€) se observa un doblete (J = 8 Hz)
que integra para dos protones, los protones orto del p-metoxifenilo. A un
desplazamiento quimico de 8.29 ppm (f) se muestra un doblete (J = 8 Hz) que integra
para 6 protones orto del p-metoxicarbonilfenilo. En & 8.42 ppm (g), se observa un

doblete (J=8 Hz) que integra para los 6 protones meta del p-metoxicarbonilfenilo.
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Finalmente se observan las sefiales correspondientes a los protones del pirrol, en
d 8.79 ppm (h) se observa un doblete (J = 4.5 Hz) empalmado con el singulete , este
doblete integra para los dos protones del pirrol cercanos al p-metoxifenilo, en & 8.81
ppm (i) se observa un singulete que integra para cuatro protones del pirrol entre dos p-
metoxicarbonilfenilo y a 6 8.91 ppm (j) se encuentra un doblete (J=4.5 Hz) que integra
para dos protones que pertenecen a los protones del pirrol cercanos al p-
metoxicarbonilfenilo. En la figura 35 se marcan los protones descritos anteriormente en

letras mindsculas y entre paréntesis, para aclarar la asignaciéon dada a cada sefial.
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Figura 34. Ampliacion del espectro de RMN *H de la porfirina NS2u.
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OCH, o)

Figura 35. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN *H de la porfirina NS2u.
3.2.4.3. Porfirina NS1uf RMN de 'H.

El espectro de RMN *H (figura 36) muestra una sefial con 8 de -2.76 ppm (a), un
singulete que integra para los dos protones unidos al N del nucleo porfirinico, a un
1.21 ppm (b) se tiene un cuarteto que integra para dos protones, los protones del carbono
beta del glutamato, a un & 1.25 ppm (c) se tiene un triplete que integra para dos protones
pertenecientes al carbono gamma del glutamato y a un 6 4.11 ppm (d) se tiene un
singulete que integra para nueve protones, los protones del metoxilo y en 6 4.12 ppm (e)

se observa un singulete que integra para seis protones del metilo de los ésteres.
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A un desplazamiento quimico de 7.27 ppm (f) se observa un doblete (J = 7.5 Hz)
que integra para 6 H, los protones en posicion meta del p-metoxifenilo. En 6 8.14 ppm
(9) se observa un doblete (J = 7.5 Hz) que integra para seis protones, los protones orto
del p-metoxifenilo. A un desplazamiento quimico de 8.35 ppm (h) se muestra un doblete
(J = 7.5 Hz) que integra para dos protones, los protones orto del fenilo funcionalizado.
En & 8.45 ppm (i), se observa un doblete (J=7.5 Hz) que integra para los dos protones,

meta del fenilo funcionalizado.

Finalmente se observan las sefiales correspondientes a los protones del pirrol, en
& 8.81 ppm (j) se observa un doblete (J = 4 Hz), este doblete integra para los dos
protones del pirrol cercanos al p-metoxifenilo, en 6 8.90 ppm (k) se observa un singulete
que integra para cuatro protones del pirrol entre dos p-metoxifenilos y a 6 8.92 ppm (I)
se encuentra un doblete (J=4 Hz) empalmado con el singulete, esta sefial integra para dos

protones que pertenecen a los protones del pirrol cercanos al fenilo funcionalizado.
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Figura 36. Espectro de RMN *H de la porfirina NS1uf.
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En la Figura 37 se marcan los protones descritos anteriormente en letras

minudsculas y entre paréntesis, para aclarar la asignacion dada a cada sefial.

H,CO, OCH, (d)

H (7) OCH(3€)

H,CO

Figura 37. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN *H de la porfirina NS1uf.
3.2.4.4. Porfirina NS2uf RMN de 'H.

El espectro de RMN *H (figura 38) muestra una sefial con & de -2.77 ppm (a), un
singulete que integra para los dos protones unidos al N del ndcleo porfirinico, a un &
1.25 pmm (b) se tiene un tetraplete que integra para 6 protones, los protones del carbono
beta del glutamato, a un 6 1.28 ppm (C) se tiene un triplete que integra para dos protones
pertenecientes al carbono gamma del glutamato y a un & 3.87 ppm (d) se presenta un
singulete que integra para tres protones pertenecientes al metoxilo y a un 6 4.10 ppm (e)
se tiene un singulete que integra para nueve protones, los protones del metilo del éster
unido al carbono alfa del glutamato y en un 6 4.12 ppm (f) se observa un singulete que

integra para nueve protones del metilo del éster del carbono delta del glutamato.
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A un desplazamiento quimico de 7.2 ppm (g) se observa un doblete (J = 8 Hz)
que integra para dos H, los protones en posicion meta del p-metoxifenilo. En 6 8.15 ppm
(h) se observa un doblete (J = 8 Hz) que integra para dos protones, los protones orto del
p-metoxifenilo. A un desplazamiento quimico de 8.32 ppm (i) se muestra un doblete (J =
8 Hz) que integra para seis protones orto del fenilo funcionalizado. En 6 8.42 ppm (j), se
observa un doblete (J=8 Hz) que integra para los seis protones meta del fenilo

funcionalizado.

Finalmente se observan las sefiales correspondientes a los protones del pirrol, en
o 8.81 ppm (k) se observa un doblete (J = 4.5 Hz) empalmado con el singulete, este
doblete integra para los dos protones del pirrol cercanos al p-metoxifenilo, en 6 8.82
ppm (I) se observa un singulete que integra para cuatro protones del pirrol entre dos
fenilos funcionalizados y a un & 8.91 ppm (m) se encuentra un doblete (J=4.5 Hz) que
integra para dos protones que pertenecen los protones del pirrol cercanos al fenilo

funcionalizado.
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Figura 38. Espectro de RMN *H de la porfirina NS2uf.

En la figura 39 se marcan los protones descritos anteriormente en letras

minusculas y entre paréntesis, para aclarar la asignacion dada a cada sefial.

() Hsco

OCH;

Figura 39. Asignacion de las sefiales del espectro de RMN *H de la porfirina NS2uf.
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3.2.4.5. Espectroscopia UV-Vis de las porfirinas.

Se realizaron las lecturas de los espectros de absorcion UV-Vis de las porfirinas
NS1u, NS2u, NS1uf y NS2uf. Se utilizé diclorometano como disolvente. Los espectros
de las porfirinas mostraron un patron caracteristico de esta clase de moléculas, una
banda intensa llamada banda Soret alrededor de 420 nm y cuatro bandas de menor
intensidad llamadas bandas Q. En la tabla 2 se muestran los picos maximos de absorcion
de las porfirinas tanto de la banda Soret y bandas Q. En la figura 40 se muestran los

espectros de absorcién UV-Vis de las porfirinas, se inserta una ampliacién de las bandas

Q.

Tabla 2. Picos mé&ximos de absorcion de las porfirinas.

Amax (Soret) Amax (bandas Q) (nm)
Porfirina
(nm) Qy(1,0) Qy(0,0) Qx(1,0) Qx(0,0)
NS1u 423 517 544 593 649
NS2u 425 516 552 591 647
NS1uf 421 518 555 593 649
NS2uf 424 517 557 592 648
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Figura 40. Espectros de absorcién UV-Vis de las porfirinas.

3.2.5. Metaloporfirinas.

3.2.5.1. Espectroscopia UV-Vis de las metaloporfirinas.

Se realizaron los espectros de absorcion UV-Vis de las metaloporfirinas NS1u,
NS2u, NS1uf y NS2uf de cobre y zinc. Se observd el patron caracteristico de las
metaloporfirinas, una banda intensa Soret alrededor de 420 nm y dos bandas Q. En la
tabla 3 se muestran los picos méximos de absorcion. En las figuras 41 y 42 se muestran
los espectros de absorcion UV-Vis de las metaloporfirinas de cobre y zinc,

respectivamente en ambas figuras se inserta una ampliacion de las bandas Q.
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Tabla 3. Picos méximos de absorcion de las metaloporfirinas.

Amax (Soret) Amax (bandas Q) (nm)

Porfirina
(nm) Q(1,0) Q(0,0)

NS1u-Cu 418 540 578
NS2u-Cu 417 539 S77
NS1luf-Cu 415 546 572
NS2uf-Cu 419 540 575
NS1u-Zn 422 550 592
NS2u-Zn 420 551 592
NS1uf-Zn 424 555 598
NS2uf-Zn 422 550 591

2.5

Abs

NS1u-Cu  eeeeeeees NS2u-Cu  =====- NS1uf-Cu NS2uf-Cu

Figura 41 Espectros de absorcion UV-Vis de las metaloporfirinas de cobre.
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Figura 42. Espectros de absorcion UV-Vis de las metaloporfirinas de zinc.

3.3. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FOTODINAMICAS.

3.3.1. Rendimiento cuéntico de oxigeno singulete.

Se determinaron los rendimientos cuénticos de oxigeno singulete (®A) con el
método de iluminacion en el estado estacionario. Se realizd el seguimiento de la
reaccion  espectrofotométricamente  graficando la  absorbancia  del  1-3-
difenilisobenzofurano (aceptor de oxigeno singulete) a 410 nm en funcién del tiempo.
En la figura 43 se observan las curvas de la absorbancia del actinémetro en funcién del
tiempo para todas las porfirinas asi como la porfirina de referencia (p-THPP). En la tabla
4 se muestran los valores de ®A obtenidos, asi como las constantes de velocidades
experimentales de las porfirinas. A mayores valores de ®A se consideran buenos

fotosensibilizadores ya que generan oxigeno singulete de una manera mas eficiente.
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Figura 43. Comparacion de las velocidades de fotodegradacion del DPBF en metanol,
usando las porfirinas y metaloporfirinas como fotosensibilizadores y la p-TPPH como

referencia.
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Tabla 4. Valores de rendimientos cuanticos de oxigeno singulete de las porfirinas y

metaloporfirinas medidos en metanol.

Porfirina DA? Kexp X 107
NS1u 0.47+0.05 6.3
NS2u 0.42+0.02 5.6
NS1uf 0.50+0.04 6.7
NS2uf 0.46+0.03 6.1

NS1u-Cu 0.21+0.04 2.8

NS2u-Cu 0.21+0.03 2.8

NS1luf-Cu 0.25+£0.04 3.3

NS2uf-Cu 0.22+0.01 2.9

NS1lu-Zn 0.66x0.02 8.9

NS2u-Zn 0.67+£0.03 9

NS1luf-Zn 0.61+£0.03 8.1

NS2uf-Zn 0.56+0.03 7.5

usando p-TPHH (@A 0.56) como referencia.
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3.3.2. Fototoxicidad y citotoxicidad intrinseca in vitro por WST-1.

3.3.2.1. Citotoxicidad intrinseca de las porfirinas.

Se determind la citotoxicidad intrinseca de las porfirinas en células SiHa
mediante el ensayo de WST-1, en la tabla 5 se muestran los resultados de citotoxicidad
intrinseca de las porfirinas, éstos resultados son presentados en porcentajes de viabilidad
y en la figura 44 se observan las curvas dosis-respuesta de la citotoxicidad intrinseca de
las porfirinas. Las diferencias significativas fueron determinadas usando un andlisis de
varianza (ANOVA), Se consideréd un p<0.05 como significativo. Para los tratamiento
con una concentracion de 0.01 y 0.1 uM no hubo diferencia significativa, para todos los
demas tratamientos hubo diferencia significativa. Se realizd la comparacion de la
prueba post hoc (Tukey) para la concentracion de 5 M, las porfirinas NS1uf y la NS2uf

asi como las porfirinas NS1u y NS2u no difieren significativamente.

Tabla 5. Citotoxicidad intrinseca de las porfirinas sobre células SiHa.

Porfirina NS1u NS2u NS1uf NS2uf

(UM) % viabilidad+DE

0.01 97.3+3.3 97.9+2.2 97.5#16 97.9+3.1
0.1 96.5+1.2 94.8+35 96.8+2.7 95.3+3.6
1 97.0+25%" 91.0+2.2*° 94.4423* 88.2+2.7%°
5 86.9+1.4%" 86.0+2.1%° 10.4+1.2* 9.0+1.6%

10 1.3+0.4* 15.9+2.4* 7.6+1.1* 5.2+0.9°

n=5, p<0.05 comparacion entre las porfirinas a una concentracion,
ANOVA, ? difieren entre si y prueba de comparaciones multiples con
Tukey, letra diferente ™ © no difieren entre si.
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Figura 44. Citotoxicidad intrinseca de las porfirinas.
3.3.2.2. Citotoxicidad intrinseca de las metaloporfirinas.

Se determiné la citotoxicidad intrinseca de las metaloporfirinas en células SiHa
mediante el ensayo de WST-1. En las tablas 6 y 7 se muestran los resultados de
citotoxicidad intrinseca de las metaloporfirinas de cobre y zinc, respectivamente. Estos
resultados son presentados en porcentajes de viabilidad y en la figura 45 se observan las
curvas dosis-respuesta de las metaloporfirinas de cobre y en la figura 46 se observan las
curvas dosis-respuesta de las metaloporfirinas de zinc. Las diferencias significativas
fueron determinadas usando un analisis de varianza (ANOVA), Se considero6 un valor de
p<0.05 como significativo. Todos los tratamientos presentaron diferencia significativa,
tanto las metaloporfirinas de cobre como las de zinc. Se realizd la comparacién de la
prueba post hoc (Tukey) para la concentracién de 5 uM, las porfirinas NS1u-Cu y la
NS1uf-Cu no difieren significativamente y para las metaloporfirinas de zinc, las

porfirinas NS1uf-Zn y NS2uf-Zn presentan medias iguales.
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Tabla 6. Citotoxicidad intrinseca de las metaloporfirinas de cobre sobre células

SiHa.
Porfirina NS1u-Cu NS2u-Cu NS1uf-Cu NS2uf-Cu
(UM) % viabilidad+DE
0.01  985+15* 98.4+2.2% 93.2+2.3% 98.9+2.1°
0.1 97.743.2%" 95.1+2.1* 92.7+2.1*° 95.8+25%
1 94.6+2.1* 81.5+2.6" 88.6+3.6" 87.9+2.3"
5 86.8+1.6" 78.3+2.2° 84.3+1.8" 58.6x3.0°
10 14.242.0° 4.7+1.0° 3.9+05* 59+1.7*

n=5, p<0.05 comparacion entre las porfirinas a una concentracion,
ANOVA, 2 difieren entre si y prueba de comparaciones multiples con

Tukey, letra diferente ™ © no difieren entre sf.

Tabla 7. Citotoxicidad intrinseca de las metaloporfirinas de zinc sobre células

SiHa.
Porfirina NSlu-Zn  NS2u-Zn NSluf-Zn NS2uf-Zn
(UM) % viabilidad+DE
0.01  97.2+1.7%° 98.5+2.7%° 095.2+2.0%* 99.2+1.7%
0.1 94.742.7%° 90.4+2.7%" 91.8+2.5® 97.4+1.9%
1 91.4+2.4%" 88.9+2.8°° 88.7#25" 74.9+3.9%
5 89.742.4%" 86.0+2.4° 11.9+1.3*° 11.7+1.6*
10 45+0.6°  65+1.0°° 25+0.3° 5.1+2.3%°

n=5, p<0.05 comparacién entre las porfirinas a una concentracion,
ANOVA, ? difieren entre si y prueba de comparaciones maltiples con

Tukey, letra diferente ™ © no difieren entre sf.
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Figura 45. Citotoxicidad intrinseca de las metaloporfirinas de cobre.
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Figura 46. Citotoxicidad intrinseca de las metaloporfirinas de zinc.
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3.3.2.3 Fototoxicidad de las porfirinas.

Se determind la fototoxicidad de las porfirinas en células SiHa mediante el
ensayo de WST-1. En la tabla 8 se muestran los resultados de fototoxicidad de las
porfirinas, los resultados son presentados en porcentajes de viabilidad y en la figura 47
se muestran las curvas dosis-respuesta de la fototoxicidad de las porfirinas. Las
diferencias significativas fueron determinadas usando un analisis de varianza (ANOVA),
Se considerd un valor de p<0.05 como significativo. Todos los tratamientos presentaron
diferencia significativa. Se realiz6 la comparacién de la prueba post hoc (Tukey) para la

concentracion de 0.1 uM, las porfirinas NS1u y la NS2u no difieren significativamente.

Tabla 8. Fototoxicidad de las porfirinas sobre células SiHa.

Porfirina NS1u NS2u NS1uf NS2uf

(UM) % viabilidad+DE?

001  95.9+2.8° 92.1+3.6" 67.8+2.1° 80.2+2.3"
0.1 87.2+3.0" 84.8+1.8"° 16.7+2.2*° 7.8+0.3°
1 76.9+2.2% 78.7+1.9® 55+0.5%° 5.1+1.3%
5 49.3+1.2* 545+1.7%° 2.9+0.2° 25+0.2%

10 22+0.4%°  2.0+0.4%® 2.3+0.4%* 3.9+0.3

n=5, p<0.05 comparacién entre las porfirinas a una concentracion,
ANOVA, @ difieren entre si y prueba de comparaciones multiples
con Tukey, letra diferente * ¢ no difieren entre si.
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Figura 47. Fototoxicidad de las porfirinas.
3.3.2.4. Fototoxicidad de las metaloporfirinas.

Se determind la fototoxicidad de las metaloporfirinas en células SiHa mediante el
ensayo de WST-1. En las tablas 9 y 10 se muestran los resultados de fototoxicidad de las
metaloporfirinas de cobre y zinc respectivamente, los resultados son presentados en
porcentajes de viabilidad. En la figura 48 se muestran las curvas dosis-respuesta de las
metaloporfirinas de cobre y en la figura 49 se observan las curvas dosis-respuesta de las
metaloporfirinas de zinc. Las diferencias significativas fueron determinadas usando un
analisis de varianza (ANOVA), Se considerd un valor de p<0.05 como significativo.
Todos los tratamientos presentaron diferencia significativa, tanto las metaloporfirinas de
cobre como las de zinc. Se realiz6 la comparacion de la prueba post hoc (Tukey) para la
concentracion de 1 y 0.1 uM para las metaloporfirinas de cobre y zinc, respectivamente,
las porfirinas NS1u-Cu y la NS2uf-Cu no difieren significativamente y para las

metaloporfirinas de zinc, las porfirinas NS1u-Zny NS2u-Zn presentan medias iguales.
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Tabla 9. Fototoxicidad de las metaloporfirinas de cobre sobre células SiHa.

Porfirina NS1u-Cu NS2u-Cu NS1uf-Cu NS2uf-Cu

(UM) % viabilidad+DE

0.01  94.3+3.3"° 86.0+3.2" 97.1+4.6% 94.6+2.2°
0.1 94.022.5®° 79.0£2.3* 90.0+3.7*° 92.8+1.9%®
1 83.9+4.0°° 70.6+35" 17.3+2.8% 85.5+2.5®
5 71.3x2.7° 53#1.0® 22+0.3* 5505

10 3.040.6%°  4.0+0.4®  2.0+0.3* 2.7+0.6%

n=5, p<0.05 comparacioén entre las porfirinas a una concentracion,
ANOVA, @ difieren entre si y prueba de comparaciones multiples con
Tukey, letra diferente ™ © no difieren entre si.

Tabla 10. Fototoxicidad de las metaloporfirinas de zinc sobre células SiHa.

Porfirina NS1u-Zn NS2u-Zn NS1uf-Zn NS2uf-Zn

(UM) % viabilidad+DE?

001  97.6x2.7° 97.743.7%° 71.3+1.8* 38.7+#3.2°
0.1 90.5+2.7% 91.6+1.2" 4.0£0.4* 7.1x1.4°
1 75.6£3.9° 90.0+1.7° 2.1#0.2*° 4.1+1.3°
5 5.0£0.7° 58+1.0"° 1.720.2° 2.1+0.2%*

10 2.840.4®°  3.0£0.6® 1.3+0.5%* 1.6+0.2%

n=5, p<0.05 comparacion entre las porfirinas a una concentracion,
ANOVA, ? difieren entre si y prueba de comparaciones multiples con
Tukey, letra diferente ™ © no difieren entre sf.
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Figura 48. Fototoxicidad de las metaloporfirinas de cobre.
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Figura 49. Fototoxicidad de las metaloporfirinas de zinc.
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3.3.2.5. Determinacion de la 1Cs de las porfirinas y metaloporfirinas.

Se determinaron las concentraciones a las cuales las células presentan una
viabilidad celular del 50% (ICso por sus siglas en inglés), estas evaluaciones se
realizaron extrapolando los resultados presentados en las curvas de dosis respuesta. Los
valores de ICsp se calcularon para todos los compuestos de estudio tanto para la
citotoxicidad intrinseca como para la fototoxicidad. En la tabla 11 se muestran los

resultados de 1Csq de las porfirinas y las metaloporfirinas.

Tabla 11. ICsq de las porfirinas y las metaloporfirinas en células SiHa.

Citotoxicidad intrinseca Fototoxicidad
Porfirina
1Cs0 (LM)

NS1u 7.2 5

NS2u 7.6 5.4

NS1uf 3.2 0.05

NS2uf 2.9 0.05
NS1u-Cu 7.5 6.5

NS2-Cu 6.8 2.2

NS1uf-Cu 7 0.6
NS2uf-Cu 5.8 2.7
NS1lu-Zn 7.3 24
NS2u-Zn 7.3 2.9
NS1uf-Zn 3 0.03
NS2uf-Zn 2.6 <0.01
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3.3.3. Apoptosis determinada por la actividad de caspasa-3.

Se determind la actividad de la caspasa-3 en células SiHa después de ser tratadas
con las porfirinas (NS1uf, NS2uf, NS1uf-Zn y NS2uf-Zn) a una concentracion final de
10 pM. Se usaron 50ug de lisado proteico para determinar la actividad de dicha enzima.
La enzima caspasa-3 hidroliza el sustrato DEVD-pNA liberando la p-Nitroanilina lo cual
es indicativo de la actividad de dicha enzima. En la tabla 12 y en la figura 50 se
muestran los valores de absorbancia a 405 nm. La presencia de la enzima caspasa-3

indica un proceso apoptotico.

Tabla 12. Valores de absorbancia a 405 nm, indican la actividad de la enzima caspasa-3.

Tratamientos  Absorbancia+DE (405 nm)

NS1uf 0.298+0.027
NS2uf 0.373+£0.011
NS1uf-Zn 0.328+0.033
NS2uf-Zn 0.384+0.021
Podofilotoxina 0.489+0.034
Negativo 0.117+0.006
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Figura 50. Valores de absorbancia a 405 nm, indican la actividad de la enzima caspasa-

3.

3.3.4. Andlisis de expresion génica diferencial (microarreglos de DNA).

Se determind el analisis de expresion génica diferencial en células SiHa, se
realizaron dos tratamientos con las porfirinas NS2uf-Cu y la N2uf-Zn, respectivamente,
comparando la expresién con un control es decir sin tratamiento. En la figura 51 se
muestra un gel de agarosa al 1%, donde se corrieron los RNA’s obtenidos después de los
tratamientos, se puede observar una buena integridad de los RNA’s lo cual es esencial

para el experimento. En la figura 52 se muestra un chip de DNA obtenido en este

experimento.
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Figura 51. RNA’s obtenidos y electro-forados en un gel de agarosa al 1%.

Figura 52. Chip de DNA.

87|



Doctorado en Ciencias con Orientacion en Farmacia | UANL

El chip de DNA es escaneado para obtener asi los genes sobreexpresados y
reprimidos. Los genes con un z-score mayor o menor a 2 DE segun sea el caso, se
consideraron significativos para el analisis bioinformatico. Para el tratamiento con la
porfirina NS2uf-Cu se encontraron 113 genes reprimidos y 1882 genes sobreexpresados,
mientras que para el tratamiento con la porfirina NS2uf-Zn se encontraron 45 genes

reprimidos y 1841 genes sobreexpresados (ver figura 53).

Figura 53. Genes reprimidos y sobreexpresados con un z-score +2 DE. a)
tratamiento con la porfirina NS2uf-Cu, b) tratamiento con la porfirina NS2uf-Zn.

Se realizé un analisis bioinformatico de los genes sobreexpresados y reprimidos
con ayuda de la herramienta DAVID, esta herramienta asocia estos genes a sus vias
metabdlicas, con esto podemos observar los cambios en la expresion génica derivados
del tratamiento. Para el tratamiento con la porfirina NS2uf-Cu, el programa arrojo 35
vias metabolicas implicadas para el caso de los genes sobreexpresados (ver figura 54 y

tabla 13) y tres vias metabolicas para los genes reprimidos (ver figura 55 y tabla 14).
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Systemic lupus erythematosus RT ; 20
Long-term potentiation RT & 10
Apoptosis RT & 11
Hedgehog signaling pathway BL & 8
Maturity onset diabetes of the voung BL & 5
Ribosome RT i 10
Alzheimer's disease RT & 15
MAPK signaling pathway RT & 22
Endocytosis RT & 16
Axon guidance RTL & 12
Calcium signaling pathway RL & 15
Shronic mveloid leukemia BL & 8
Prion diseases RT i S
Insulin signaling pathway RT i 12
Glutathione metabolism RT ; 6
Vascular smooth muscle contraction RT & 10
Non-small cell lung cancer RT M 6
Long-term depression RL § 7
Melanogenesis EL & 9
Natural killer cell mediated cytotoxicity RT i 11
unti 's di RT 1 14
ilated cardiom h RT & 8
T cell receptor signaling pathway RT ; 9
Basal transcription factors RT & 4
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) RT i )
Tight junction RT i 10
ErbB signaling pathway RT ; 7
Gap junction RT & 7
Dorso-ventral axis formation RT & 3
Pathways in cancer RL & 21
YEGF signaling pathway BL & 6
B.cell receptor signaling pathway, BRL & 6
Heparan sulfate biosynthesis RT i 3
Parkinson's disease RT ; 9
Glioma RT ; S

Figura 54. Vias metabdlicas mostradas por DAVID, donde los genes sobreexpresados
tienen implicacion (tratamiento con la porfirina NS2uf-Cu).
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Tabla 13. Algunas vias metabolicas y los genes sobreexpresados para cada via.

(tratamiento con la porfirina NS2uf-Cu).

Via
metabdlica

Genes sobreexpresados

Apoptosis

BCL-2 asociado a la
proteina X

Factor de fragmentacién de
DNA 40kDa

Factor de fragmentacién de
DNA 45kDa

Caspasa-6

Inhibidor de promotor de
gen del polipéptido ligera
kappa en células B
Proteina quinasa ligada al
cromosoma X

Proteina quinasa
dependiente de CAMP
Proteina fosfatasa 3
Receptor del factor de
necrosis tumoral

Viade
sefializacion
MAPK

Proteina 4 guanil liberadora
RAS

Proteina especifica 1 factor
de liberador de nucleétido
guanina RAS

Arrestina

Canal de calcio voltaje
dependiente

Factor de crecimiento de
fibroblastos 21

Factor de crecimiento de
fibroblastos 3

Detencidn del crecimiento
y dafio de ADN-inducible
Proteina 7 heat shock
70kDa

Inhibidor de promotor de
gen del polipéptido ligera
kappa en células B
Proteina tau asociada a los
microtubulos

Fosfolipasa A2

Proteina quinasa ligada al
cromosoma X

Proteina fosfatasa 3
Proteina tirosina fosfatasa
Serina/treonina quinasa 3
Sarcoma de rata Harvey
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Via
metabolica

Genes sobreexpresados

homélogo de oncogén viral

Via de
sefializacion
Hedgehog

Proteina de dedos de zinc
GLI

Indian hedgehog homologo
Proteina 4 hueso
morfogenético

Caseina quinasa 1

Sonic hedgehog homologo

Ribosoma

Proteina mitocondrial
ribosomal L13

Proteina ribosomal L18
Proteina ribosomal L19
Proteina ribosomal L23a
Proteina ribosomal L27
Proteina ribosomal S18
Proteina ribosomal
ubiquitin A-52

Via de
sefializacion del
calcio

Receptor 7 de serotonina
ATPasa, Ca + + de
transporte, el masculo
cardiaco, de contraccion
rapida 1

Complejo locus GNAS
Receptor adrenérgico alfa
Receptor adrenérgico beta
Canal de calcio voltaje
dependiente
Calmudulina-6

Receptor de endotelio tipo
B

Receptor glutamato
Proteina fosfatasa-3

Metabolismo
del glutatién

Glutation peroxidasa 4
Glutation peroxidasa 5
Glutation peroxidasa 7
Isocitrato deshidrogenasa 2
Ornitina descarboxilasa 1
Espermina sintasa

Via de
sefializacion
VEGF

SHC transformacion de
proteina 1

Fosfolipasa A2

Proteina fosfatasa 3
Sarcoma de rata Harvey
homologo de oncogén viral

Vias en el
cancer

BCL-2 asociado a la
proteina X

Proteina de unién 2 C-
terminal
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Via
metabolica

Genes sobreexpresados

Proteina de dedos de zinc
GLI

RAS

Proteina 4 hueso
morfogenético

Oncogen 1 c-abl

Catenina

Inhibidor quinasa 2B
ciclina dependiente

Egl nueve homélogo 1
Factor de crecimiento de
fibroblastos 21

Factor de crecimiento de
fibroblastos 3

Receptor nuclear
coactividador 4

Receptor de acido retinoico
beta

Sonic hedgehog homélogo

Endocitosis

ADP-ribosilacién proteina
activadora de GTPasa
factor 1

RAB11B
SH3-domain-GRB2
endophilin B2

Receptor adrenérgico beta
1

Arrestina

Clatrina

Dinamina 2

Epsina 1

Proteina 7 heat shock
70kDa

Quinasa 5 fofatidilinositol-
4 fosfatasa

Proteina vacuolar
clasificacion 24

Long-term
potentiation

Calmodulina

Receptor de glutamato
Proteina fosatasa 3
Proteina quinasa ligada al
cromosoma X

Lupus
eritematoso
sistémico

Histona H2A miembro B3
Histona H2A miembro X
Histona H2A miembro Y2
Histona H2A miembro Z
Complemento componente
1
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Via Genes sobreexpresados
metabdlica

e Receptor de glutamato

e Histona cluster 1

e Histona cluster 3

e NADH deshidrogenasa
ubiquitina alfa

e NADH deshidrogenasa
ubiquitina beta

e Calmodulina 6

e Receptor de glutamato

e Proteina asociada al
receptor de la lipoproteina

Alzheimer . .
de baja densidad
e Proteina tau asociada a
microtubulos
e Fosfatasa proteina 3
e Complejo succinato
deshidrogenasa
e Ubiquinol-citocromo C
oxidasa
mTOR signaling pathway RT 5 3
Fc gamma R-mediated phagocytosis RT = 2
Insulin signaling pathway RT 5 2

Figura 55. Vias metabdlicas mostradas por DAVID, donde los genes reprimidos tienen

implicacion (tratamiento con la porfirina NS2uf-Cu).
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Tabla 14. Algunas vias metabolicas y los genes reprimidos para cada via. (tratamiento
con la porfirina NS2uf-Cu).

Via metabolica  Genes sobreexpresados

e Proteina quinasa

ribosomal S6
polipéptido 3
Via de sefializacion e Proteina quinasa
mTOR ribosomal S6
polipéptido

e  Factor de crecimiento
vascular endotelial

e Proteina quinasa

Via de sefializacion activada por AMP
de insulina e Proteina quinasa
ribosomal S6
Receptor Fc e Dinaminal
gamma, media e Proteina quinasa
fagocitosis ribosomal S6

Para el tratamiento con la porfirina NS2uf-Zn, el programa arroj6 42 vias
metabolicas implicadas para el caso de los genes sobreexpresados (ver figura 56 y tabla
15) y para los genes reprimidos el programa no encontrd interaccion en alguna via
metabolica. En la figura 57 se puede observar un ejemplo de los genes sobreexpresados

en la via de sefalizaciéon MAPK.
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Systemic lupus erythematosus RT ; 16
MAPK signaling pathway RT & 25
Calcium signaling pathway RT & 17
Brion diseases BL i 6
Vascular smooth muscle contraction EL & 12
Apoptosis RT & 10
Long-term depression RT ; a8
Hedagehog signaling pathway RT ; 7
Ribosome RT i ]
Fructose and mannose metabolism RT i 5
Proteasome BT & 6
Lnsulin signaling pathway. EL i 12
Adipocytokine signaling pathway RT ; 7
Heparan sulfate biosynthesis RT i 4
Long-term potentiation RT ; 7
Melanogenesis RT i ]
Arachidonic acid metabolism RT i 6
RIG-I-like receptor signaling pathway BT & 7
Bhosphatidvlinositol signaling svstem EL i 7
Endocytosis RT ; 14
Chronic myeloid leukemia RT i 7
Dilated cardiomyopathy RT ; 8
T cell receptor signaling pathway RT ; 9
Neurotrophin signaling pathway RT i 10
Type 11 diabetes mellitus RT ; 5
Pathways in cancer RT ; 22
Ether lipid metabolism RT ; 4
Base excision repair RT ; 4
GnRH signaling pathway RT & 8
Non-small cell lung cancer BT & 5
Inositol phosphate metabolism BL & 5
Melanoma BL i 6
Gap junction RT ; 7
Maturity onset diabetes of the young RT ; 3
Dorso-ventral axis formation RT ; 3
VEGE signaling pathway RT & 6
Starch and sucrose metabolism RT i 4
Bladder cancer BL i 4

Figura 56. Vias metabdlicas mostradas por DAVID, donde los genes sobreexpresados

tienen implicacion (tratamiento con la porfirina NS2uf-Zn).
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Tabla 15. Algunas vias metabdlicas y los genes sobreexpresados para cada via.

(tratamiento con la porfirina NS2uf-Cu).

Via
metabdlica

Genes sobreexpresados

Apoptosis

BCL-2 asociado a la
proteina X

Factor de fragmentacion
de DNA 40kDa

Factor de fragmentacién
de DNA 45kDa
Interleucina 1

Inhibidor de promotor de
gen del polipéptido de las
cadenas ligeras kappa en
células B

Proteina quinasa
dependiente de CAMP
Proteina fosfatasa 3
Receptor del factor de
necrosis tumoral

Via de
sefializacién
MAPK

Proteina 4 guanil
liberadora RAS

Proteina especifica 1
factor de liberador de
nucleétido guanina RAS
Receptor del factor de
necrosis tumoral
Avrrestina

Canal de calcio voltaje
dependiente

Factor de crecimiento de
fibroblastos 21
Interleucina 1

Detencidn del crecimiento
y dafio de ADN-inducible
Proteina 7 heat shock
70kDa

Inhibidor de promotor de
gen del polipéptido ligera
kappa en células B
Protooncogen jun-D
Activador mitégeno factor
2C

Receptor nuclear
subfamilia 4

Fosfolipasa A2

Proteina fosfatasa 3
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Via
metabolica

Genes sobreexpresados

Proteina tirosina fosfatasa
Serina/treonina quinasa 3
Sarcoma de rata Harvey
homologo de oncogén
viral

Via de
sefalizacién
Hedgehog

Proteina de dedos de zinc
GLI

Indian hedgehog
homélogo

Proteina 4 hueso
morfogenético

Caseina quinasa 1

Ribosoma

Proteina mitocondrial
ribosomal L13
Proteina ribosomal L18
Proteina ribosomal L36
Proteina ribosomal L27
Proteina ribosomal S18
Proteina ribosomal
ubiquitin A-52

Via de
sefalizacion
del calcio

Receptor 5A de serotonina
Receptor 7 de serotonina
ATPasa, Ca + + de
transporte, el masculo
cardiaco, de contraccion
rapida 1

Complejo locus GNAS
Receptor adrenérgico alfa
Receptor adrenérgico beta
Canal de calcio voltaje
dependiente
Calmudulina-6

Receptor de endotelio tipo
B

Fosfolipasa C

Receptor 3 de
postraglandinas

Proteina fosfatasa-3

Via de
sefializacion
VEGF

Paxilina

Fosfolipasa A2

Proteina fosfatasa 3
Sarcoma de rata Harvey
homélogo de oncogén
viral

Vias en el
cancer

BCL-2 asociado a la
proteina X

Proteina de unién 2 C-
terminal
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Via
metabolica

Genes sobreexpresados

Proteina de dedos de zinc
GLI

RAS

Receptor del factor de
necrosis tumoral

Proteina 4 hueso
morfogenético

Oncogen 1 c-abl

Proteina quinasa asociada
a la muerte

Egl nueve homologo 1
Factor de crecimiento de
fibroblastos 21

Factor de crecimiento de
fibroblastos 3
Fibronectina 1

Endocitosis

RAB11B
SH3-domain-GRB2
endophilin B2

Receptor adrenérgico beta
1

Dinamina 1

Dinamina 2

Proteina 7 head shock
70kDa

Quinasa 5 fofatidilinositol-
4 fosfatasa

Proteina vacuolar
clasificacion 24

Long-term
potentiation

Complejo locus GNAS
Fosfilapasa A2
Sarcoma de rata Harvey
homélogo de oncogén
viral

Receptor de glutamato

Lupus
eritematoso
sistémico

Histona H2A miembro Y2
Histona cluster 1
Histona cluster 2
Histona cluster 3

Union Gap

Complejo locus GNAS
Receptor adrenérgico beta
Receptor de glutamato
Proteina quinasa
dependiente de CAMP
Proteina dependiente de
cGMP

Sarcoma de rata Harvey
homélogo de oncogén
viral
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FM.»\PK SIGNALING PATHWAY l

JNK and p38 MAP kinase
pathway

Figura 57. Genes sobreexpresados en la via metab6lica MAPK (tratamiento con NS2uf-

Zn).
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CAPITULO 4

DISCUSION
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4.1. SINTESIS Y CARACTERIZACION.

Las porfirinas NS1u y NS2u fueron sintetizadas y purificadas obteniendo un
rendimiento de 24 y 20%, respectivamente. Para la obtencion de las porfirinas
funcionalizadas con glutamato se propuso la siguiente ruta sintética que incluye primero
la reaccion de acoplamiento entre acido 4-formil benzoico y el 2-aminopentanodioato de
dimetilo siguiendo las condiciones tipicas para la formacion de amidas (Esquema 1)
[60]. Se obtuvo el 2-(4-formilbenzamido)-pentanodioato de dimetilo con un rendimiento
de 33%, el cual se considera bajo, esto es atribuido a que compite con la formacion de la
base de Schiff; sin embargo, la cantidad de compuesto generado fue suficiente para
realizar la sintesis de porfirinas. El dimetil-2-aminopentanodioato fue sintetizado
previamente por la esterificacion del acido L-glutdmico, usando cloruro de tionilo para
obtener el correspondiente dicloruro, seguido de la esterificacion con el metanol, se
esterificé para evitar la polimerizacion [61], los datos espectrales para este producto

estan de acuerdo con los descritos anteriormente.

Una vez que el 2-(4-formilbenzamido)-pentanodioato de dimetilo fue generado,
se concluyd la ruta sintética para producir las porfirinas NS1uf y NS2uf con un
rendimiento de 6 y 5% respectivamente, siguiendo el procedimiento de Lindsey y cols.,
[53]. Estos rendimientos fueron bajos debido principalmente a que las porfirinas
funcionalizadas presentaron una polaridad similar a los subproductos de la reaccion asi
como al DDQ sin reaccionar, lo que complicoé su purificacion. Cabe sefialar, que en
general para el método de Lindsey han sido reportados rendimientos bajos de alrededor

del 20% [50, 51].
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Este procedimiento es diferente de otros informes en los que las porfirinas
funcionalizados se sintetizan primero mediante la obtencién de la porfirina base libre y
luego se realizan diversas funcionalizaciones, a veces se tienen desventajas relacionadas
con la reactividad de los otros sustituyentes meso o con la propia porfirina [62-65]. La
ruta presentada aqui podria tener la ventaja de identificar el grupo de funcionalizacion
desde el principio y asi continuar con la formacion de la porfirina de una forma mas
sencilla. Se sintetizaron y caracterizaron cuatro porfirinas no simétricas del tipo Az;B
(NS1u, NS1uf, NS2u y NS2uf), logrando en dos de ellas la funcionalizacion con L-
glutamato (NS1uf y NS2uf), con lo que se consiguié aumentar su actividad fototoxica, lo
cual fue comprobado una vez realizados los experimentos correspondientes, mostrando

un aumento considerable.

Es importante tener en cuenta el aumento de la polaridad de las porfirinas NS1uf
y NS2uf en comparacion con NS1u y NS2u como se observd por los Rf en la
cromatografia en placa con una fase moévil de diclorometano e isopropanol (98:2), NS1u
(Rf 0.75), NS2u (Rf 0.64), NS1uf (Rf 0.35) NS2uf (Rf 0.22). El aumento de la polaridad
de estas porfirinas que tienen L-glutamato en la estructura como sustituyente en posicion
meso, parece ser importante debido al efecto sobre el equilibrio entre la
hidrofilicidad/hidrofobicidad, la funcionalizacion puede también aumentar la captacion

celular y direccionar los fotosensibilizadores hacia las células tumorales [38, 66, 67].
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Las propiedades hidrofilicas/hidrofobicas se pueden caracterizar por el
coeficiente de particion (P) de los compuestos entre dos solventes inmiscibles como n-
octanol y agua [68]. Los coeficientes de particion en base logaritmo (logP) fueron
determinados para las porfirinas usando el programa chemdraw, logP 9.74, 9.91, 8.28 y
7.35, para las porfirinas NS1u, NS2u, NS1uf y NS2uf, respectivamente, se puede ver el
aumento del caracter hidrofilico de las porfirinas funcionalizadas, con esto se esperaba
aumentar la actividad fototoxica lo cual fue comprobado con los ensayos de
fototoxicidad, mostrando un aumento considerable. Las porfirinas metaladas de zinc (I1)
y cobre (II) fueron obtenidas para todas las porfirinas de base libre (ver esquema 3,
pagina 27). Las metaloporfirinas se purificaron en columna obteniéndose rendimientos

entre 44 y 85 %.

Las porfirinas fueron caracterizadas por RMN de proton. Todas presentaron una
sefial entre -2 y -3 ppm que es caracteristica de los protones de los grupos NH dentro del
anillo porfirinico que se encuentran altamente apantallados, debido al sistema de
electrones 7 deslocalizados en el macrociclo de la porfirina. También todas presentaron
sefiales a campos bajos de los protones [ pertenecientes a los pirroles debido a la
desproteccién que sufren por la corriente en el anillo porfirinico [69]. Igualmente se
observan sefiales para los protones de los metoxilos cerca de 4 ppm, las sefiales de

protones fenilicos en desplazamientos que van desde 7 hasta 8.5 ppm.
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Se obtuvieron los espectros de absorcion UV-Vis correspondientes de las
porfirinas, presentando el patron caracteristico de las porfirinas de base libre, un pico
alrededor de 420 nm que implica una fuerte transicion desde el estado fundamental al
segundo estado excitado (S0—S2) y la banda correspondiente se denomina Soret 0
banda B, después se observo una débil transicion para el primer estado excitado
(S0—S1) en el intervalo entre 500-750nm llamadas bandas Q [52]. Los compuestos en
el estudio presentaron este patron caracteristico por lo tanto se pueden designar como
porfirinas. También se obtuvieron los espectros de absorcion UV-Vis correspondientes a
las metaloporfirinas, presentando el patron caracteristico de éstas, la ausencia de dos

bandas Q debido a la simetria rectangular que introduce el metal [70].

4.2. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FOTODINAMICAS.

Las porfirinas y metaloporfirinas presentaron valores de ®A que van de 0.21 a
0.67, las metaloporfirinas de cobre presentaron los valores mas bajos de ®A, esto es
debido a que los metales paramagnéticos desactivan los estados excitados y acortan los
tiempos de vida del estado triplete, mientras que las metaloporfirinas de zinc presentaron
los valores mas altos de @A, ya que aumenta el cruce entre sistemas y tiempo de vida del

estado triple, atribuido al metal diamagnético [52].
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Las metaloporfirinas de zinc presentaron los valores mas altos de oxigeno
singulete; estos valores son similares con otras porfirinas y metaloporfirinas presentadas
por otros autores, Cheng-Liang y cols. [30], reportaron valores de ®A entre 0.45 y 0.68
para porfirinas simétricas y no simétricas con sustituyentes meso p-hidroxifenil y p-
aminofenil y Nifiatis y cols. [71], reportaron tetrarilporfirinas haldgenas en el grupo
meso-fenil con valores de ®A entre 0.63 y 0.96. En general a mayor valor de ®A se
considera un mejor fotosensibilizador y por lo tanto se esperaba que presentaran una
mejor actividad fototoxica y en efecto mostraron una mayor actividad fototoxica, lo cual
fue corroborado para los compuestos en estudio. EI aumento en el rendimiento cuantico

de oxigeno singulete puede atribuirse al aumento de la hidrofilicidad [72, 73].

Las porfirinas funcionalizadas y sus correspondientes metaladas con zinc
presentaron los valores de citotoxicidad intrinseca més altos, esto puede ser atribuido a
una mayor captacion celular [30]. Al comparar la actividad fototdxica de las porfirinas,
se puede observar que la funcionalizacion de las porfirinas con glutamato aument6 100
veces la actividad fototoxica (NS1u (ICso 5 M), NS1uf (ICsp 0.05 uM) y NS2u (ICs
5.4 uM), NS2uf (ICso 0.05 pM)). Este aumento en la actividad puede ser atribuido a la
disminucion de la hidrofobicidad, una mayor captacién celular y al aumento del ®A, lo
cual es dado por la funcionalizacién con glutamato, se ha reportado que la adicion de
sustituyentes hidrofilicos aumenta la captacion celular y pueden direccionar los

fotosensibilizadores hacia las células tumorales [30, 37].
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La metalacion con zinc aumento la actividad fototoxica comparada con sus
porfirinas correspondientes. La metalacion con cobre disminuyo la actividad fototoxica
comparada con sus porfirinas correspondientes. Las metaloporfirinas NS1uf-Zn (ICso
0.03 uM) y NS2uf-Zn (ICso < 0.01 uM) presentaron los mejores valores de actividad
fototoxica, mientras que las porfirinas NS1uf y N2uf presentaron valores de actividad
fototdxica con un ICs de 0.05 uM. Por lo tanto la funcionalizacion y la metalacion con
zinc aumentaron la actividad fototoxica. En general las porfirinas y metaloporfirinas con
los rendimientos cuanticos de oxigeno singulete mas altos mostraron los mejores

resultados de actividad fototoxica.

Los resultados de fototoxicidad presentados en este trabajo son similares a
porfirinas sintetizadas y evaluadas por otros autores. En un estudio presentado por Banfi
y cols., [50], se sintetizaron siete tetraaril porfirinas con sustituyentes meso
hidroxifenilos y metoxifenilos y se evalué su actividad fototdxica en células HTC 116 de
carcinoma colorectal, obteniendo valores de 1Cso que oscilan entre 0.004 y 13 uM; Se
compararon los valores de fototoxicidad contra el Photofrin®, el cual presentd un 1Cs
de 0.073 pg/ml. En otro estudio presentado por Banerjee y cols., [74] reporta un valor de
ICso de 4.3 uM para el Photofrin® sobre células HeLa. De estos resultados podemos
deducir que las porfirinas NS1uf y NS2uf y las metaloporfirinas NS1uf-Zn y NS2uf-Zn

son mas fototdxicas que el Photofrin®.
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También se ha reportado la actividad de otros fotosensibilizadores, la p-THPP
presenta un 1Cso de 0.0045 UM sobre células HTC 116 [43] y la temoporfina un 1Cso de
0.0076 uM sobre las mismas celulas [51], que son dos de los fotosensibilizadores mas
fototoxicos. El hecho de que la metaloporfirina NS2uf-Zn presente un ICsy < 0.01 en

células SiHa la convierte en un agente FS prometedor al acercarse a estos valores.

Kralova y cols., [37] sintetizaron porfirinas funcionalizadas con glicol y
evaluaron su actividad en células HL60 de leucemia y células 4T1 de cancer de mama,
con valores de 1Cso que van desde 0.033 hasta 0.093 puM y 0.093 hasta 0.143 uM
respectivamente, en otro estudio presentado por Laville y cols., [75] sintetizaron y
evaluaron porfirinas glicosiladas en células de retinoblastoma con valores de ICsy entre

0.06 y 0.65 M, estos resultados son similares a los obtenidos en este trabajo.

En un estudio de Shabani y Ghammamy [76] sintetizaron dos metaloporfirinas
con vanadio y cobre, y evaluaron su fototoxicidad en dos lineas celulares tumorales con
valores de ICsp entre 8 y 10 uM y en otro estudio presentado por Tovmasyan y cols.,
[77] evaluaron la fototoxicidad de varias metaloporfirinas en células KCL-22 mieloide,
la metaloporfirina de zinc fue la mas activa con un ICsy de 5 uM, las metaloporfirinas de
zinc obtenidas en nuestro proyecto (NS1uf-Zn y NS2uf-Zn) son mas fototdxicas que las

presentadas en los trabajos antes mencionados.

107 |



Doctorado en Ciencias con Orientacion en Farmacia | UANL

En cuanto a los resultados obtenidos del ensayo de identificacion de apoptosis,
las células SiHa tratadas con las porfirinas NS1uf, NS2uf, NS1uf-Zn y NS2uf-Zn a una
concentracion final de 10 uM, presentaron una mayor actividad de la enzima caspasa-3
comparada con el control negativo, pero menor comparada con el tratamiento con la
podofilotoxina; se observo la actividad de la caspasa-3 lo que nos indica la presencia de
apoptosis. La muerte celular programada es muy a menudo relacionada con la pérdida de
la funcidn de la mitocondria, que es reflejada por una disminucion en el potencial de la
membrana mitocondrial y la liberacion de citocromo C. Se sabe que la acumulacién de
ROS puede ser una causa de la alteracion de la funcién mitocondrial. Algunos reportes
han documentado la presencia de apoptosis (Banfi y cols. 2004 [50], Szurko y cols. 2003
[78], Wawrzynska y cols. 2010 [79]) generada por el tratamiento de diferentes agentes
fotosensibilizadores, por lo cual los resultados obtenidos en esta investigacion estan en

concordancia con estos estudios.

Las células en apoptosis se caracterizan por un encogimiento celular, mientras
tanto los organelos y la membrana plasmatica conservan su integridad durante un
periodo largo, las células se fragmentan en cuerpos apoptoticos. En Gltima instancia, los
cuerpos apoptoticos son ingeridos por las células fagocitarias, de esta forma se previene
la inflamacién. La apoptosis requiere de la activacion de endonucleasas, la degradacion
del DNA y la activacion de las caspasas. A dosis bajas de la TFD, las células exhiben
una capacidad mayor a morir en forma apoptoética, porque a dosis altas de la TFD puede
inactivar fotoquimicamente enzimas esenciales y otros componentes de la cascada

apoptotica [80].
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Inoue y cols., observaron que el tratamiento con el acido 5-aminolevulinico
disminuyd los niveles de potencial de membrana mitocondrial y causé la muerte celular
principalmente por apoptosis [81], Tochigi y cols., mencionan que a bajas
concentraciones de H,O, se activa preferentemente la via apoptotica caspasa-
dependiente, mientras que a altas concentraciones de H,O, induce la muerte celular
apoptotica y necrdtica independiente de caspasas [82], también el Oxido nitrico esta
involucrado en la terapia fotodindmica, ya que puede estimular o inhibir la apoptosis,
actuando sobre la via NF-jB/Snail/RKIP survival/anti-apoptotic loop, donde dosis bajas
de TFD induce niveles bajos de 6xido nitrico lo que provoca la estimulacion de la via
anti-apoptotica antes mencionada, mientras que a dosis altas de la TFD estimula los
niveles altos del 6xido nitrico lo que inhibe la via y por lo tanto estimula la apoptosis

[83].

Kessel menciona que la sobreexpresion de la proteina anti-apoptética Bcl-2
conduce a la estabilizacién de la proteina pro-apoptética Bax. Después del fotodafio, el
exceso de Bax, esta disponible para iniciar la interaccion con la membrana mitocondrial,
lo que resulta en la liberacion de citocromo C; un disparador de la apoptosis [84], por lo
tanto, los factores cruciales en la determinacién del tipo de muerte celular, después de la
TFD son: el tipo de célula, la localizacién subcelular de la FS, y la dosis de luz para

activar al FS [85, 86].
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En los estudios de analisis de expresion génica se compararon dos tratamientos
uno con la porfirina mas fototoxica (NS1uf-Zn) y uno con una de las porfirinas menos
fototoxicas (NS2uf-Cu). Después del andlisis bioinformatico con la herramienta
DAVID, podemos mencionar que los tratamientos presentaron un patron de expresion
génico similar en cuanto a los genes sobreexpresados ya que comparten cerca de 10 vias
metabolicas (Apoptosis, via de sefializacion de proteinas quinasas activadas por
mitogenos (MAPK por sus siglas en inglés), via de sefializacion Headgehog, ribosomas,
via de sefializacion del calcio, via de sefializacion de factor de crecimiento endotelial
(VEGF por sus siglas en inglés) y vias del Cancer, Alzheimer) y una gran cantidad de
genes. En cuanto a los genes reprimidos podemos mencionar que se encontraron pocos

genes.

Con esta evidencia se puede sugerir que el mecanismo por el cual los
tratamientos tienen su actividad citotoxica es similar, por lo tanto la diferencia en la
actividad fototoxica de los dos tratamientos puede deberse a otros factores como, el
rendimiento cuantico de oxigeno singulete debido a la naturaleza quimica del metal, el
logP, la captacion celular, entre otros, y no al mecanismo por el cual llevan a cabo su
actividad citotoxica. Sin embargo, sabemos que los resultados de microarreglos tienen
un carécter cualitativo y los resultados tienen que ser verificados por una técnica

cuantitativa como por ejemplo la PCR en tiempo real.
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Se encontro la sobreexpresion del gen de células B de linfoma 2 (Bcl-2 por sus
siglas en inglés), algunos estudios han reportado la sobreexpresion de este gen despues
del tratamiento con la TFD [32, 85, 87], la familia de genes Bcl-2 controlan la
permeabilidad de la membrana externa despues de la lesion fotodinamica, también
inducen la liberacion de citocromo C y por lo tanto induce la apoptosis [35, 84]. Otro
gen sobreexpresado involucrado en la apoptosis es el receptor del factor de necrosis
tumoral, la via de sefializacion de este receptor asociado a FAS y APO2/TRIAL induce

apoptosis con un mecanismo independiente de p-53 [80].

Los genes sobreexpresados (factor de fragmentacién de DNA 40 kDa y 45 kDa)
son nucleasas que median la fragmentacion del DNA y la condensacion de la cromatina
durante la apoptosis, otros genes encontrados tienen funcién en la apoptosis (caspasa 6,
receptor del factor de necrosis tumoral, Inhibidor de promotor de gen del polipéptido
ligera kappa en células B). Otros genes sobreexpresados encontrados (Heat shock 70,
growth arrest and DNA-damage-inducible gamma, jun-D) tienen funcion celular en
respuesta al estrés, la proteina Heat shock 70 previene la muerte celular mediante la

inhibicidn de la agregacion de proteinas celulares [32].

También se encontraron genes sobreexpresados pertenecientes a las histonas, las
histonas forman un complejo con el DNA que resulta en la condensacion de la cromatina
de esta forma protege al DNA del dafio por estrés oxidativo, se ha reportado que algunos
fotosensibilizadores pueden dafiar el DNA [88], por lo cual podemos suponer que
nuestros tratamientos pudieran dafiar el DNA, sin embargo Konishi y cols., encontraron
gue una histona H1 se traslocaba del nacleo al citoplasma donde inducia la liberacion de

citocromo C de la mitocondria y finalmente apoptosis [89].
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Encontramos que otros genes de histonas también fueron alterados, por lo que es
dificil decir si existe dafio al DNA o se presenta el mecanismo propuesto por Konishi,
para lo cual requerimos de mas estudios, tanto en el estudio del dafio sobre el DNA,

como en la elucidacion detallada de las funciones de las otras histonas.

Se encontraron genes sobreexpresados involucrados en la via de sefializacion
MAPK, estas enzimas son componentes criticos de una red de sefializacion celular que
en Ultima instancia regula la expresion génica en respuesta a estimulos extracelulares.
Las tres familias de MAPK bien conocidas son: las quinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERKSs por sus siglas en inglés), las proteinas quinasas c-Jun N-terminal
quinasas activadas por estrés (JNKs/SAPKs), y la p38 MAPK. Cada una de estas
enzimas es un objetivo para cascadas de fosforilacion en el que la activacion secuencial
de tres quinasas constituye una via de sefializacion comdn. Las proteinas JNK y p38 son
mediadores clave de las sefiales de estrés y respuesta inflamatoria. La activacion de la

via MAPK parece jugar un papel importante en la induccién de la apoptosis [90].

Otros genes sobreexpresados involucrados en la activacion de la apoptosis son
los genes de la via de sefializacién del calcio, ya que se ha demostrado que el aumento
del calcio intracelular liberado por el reticulo endoplasmico y la mitocondria después del
tratamiento con la TFD, esta involucrado en la iniciacion y el desarrollo de la apoptosis

[90].
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También se encontro la sobreexpresion del gen JunD protooncogen, la proteina
de este gen interacciona con el complejo de factor de transcripcion activador de proteina
1 (AP-1), AP 1 tiene funcion en respuesta al estrés, la diferenciacion y la modulacion de
la apoptosis. Otras proteinas codificadas por los genes c-fos y c-jun, interaccionan con

AP-1, se ha reportado la sobrexpresion de estos genes, esto en respuesta a la TFD [91].

La TFD produce un estrés oxidativo que puede resultar en la activacion y
translocacion de factor nuclear kappa (NF-kB) al ndcleo, una vez ahi se dirige a la
sobreexpresion de genes involucrados en la inmunoregulacién, proceso proinflamatorio,
genes anti-apoptoticos y reguladores negativos de NF-kB. EI mecanismo por el cual
TFD induce la translocacion de NF-kB al nlcleo no esté claro hasta el momento, pero el
NF-kB proporciona una sefial anti-apoptética a las células expuestas a la PDT [80]. En
este estudio se encontré el gen inhibidor de promotor de gen del polipéptido ligera kappa
en celulas B sobreexpresado, evidencia de la activacion del NF-kB. Otra via importante
en la respuesta al estrés, es sin duda la del metabolismo del glutation (glutation
peroxidasa 4, 5, 7, entre otros), estas enzimas catalizan la reduccion de H,O, una especie

reactiva de oxigeno que suele ser generada en la terapia fotodinamica [92].

El andlisis de la expresion génica diferencial de los tratamientos con las
metaloporfirinas sobre células SiHa, arroj6 evidencia sobre la forma en la que la terapia
fotodinamica actla, por ejemplo induciendo la apoptosis via genes de la familia Bcl-2,
jun-D, receptor del &cido retinoico beta y la via de sefializacion del receptor del factor de
necrosis tumoral, también se observa el estrés oxidativo con la sobreexpresién de genes

como heat shock 70, genes de histonas e inhibidor de NF-kB.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES
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Se sinterizaron y purificaron cuatro porfirinas no simétricas del tipo AzB: NS1u,
NS2u, NS1uf y NS2uf. Dos de ellas funcionalizadas con glutamato (NS1uf y
NS2uf).

Se sintetizaron las metaloporfirinas correspondientes de cobre y zinc de las
porfirinas.

Se caracterizaron las metaloporfirinas y las porfirinas por espectrofotometria
UV-Vis, Resonancia Magnética Nuclear de Protdn y Carbono 13.

Las metaloporfirinas de zinc presentaron los valores mas altos de rendimiento
cuantico de oxigeno singulete y las metaloporfirinas de cobre presentaron los
valores mas bajos.

La metaloporfirina NS2uf-Zn es la mas citotdxica y la porfirina NS2u es la
menos citotoxica.

La funcionalizacion de las porfirinas con L-glutamato aumenté la actividad
fototoxica.

La metalacion de las porfirinas con zinc aumenté su actividad fototoxica,
mientras que la metalacion de las porfirinas con cobre disminuyo su actividad
fototoxica.

Las metaloporfirinas NS1uf-Zn y NS2uf-Zn presentaron los mejores valores de
ICs de actividad fototdxica 0.03 y < 0.01 uM, respectivamente.

Las porfirinas NS1uf, NS2uf, NS1uf-Zn y NS2uf-Zn indujeron apoptosis en las
células SiHa.

Los tratamientos con las metaloporfirinas NS2uf-Cu y NS2uf-Zn presentaron un

patrén de expresion génico similar.
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I Se encontraron genes sobreexpresados en el analisis de expresion génica

diferencial implicados en la induccion de apoptosis y el estrés oxidativo.
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