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1.

Introduccidén

Con el propésito de contar con compuestos que tengan una parte activable por la luz, para la
terapia fotodinamica (TFD), y una porcion farmacoforica, que les permita interactuar con el
dominio de tirosina cinasa del receptor de factor de crecimiento epidérmico humano (TKD-
EGFR), en este trabajo se investigaron las propiedades Opticas y quimicas de un
fotosensibilizador del tipo quinazolina-ferroceno, presente en los compuestos 5 y 6. Cuando
el compuesto 5 fue excitado por una luz LED de 460 nm, generd especies reactivas de
oxigeno (ROS). El experimento con nitroazul de tetrazolio (NBT), confirmé que el compuesto
5 gener6 radical anién superdxido; y esta produccion aumenté con la intensidad vy
concentracion de la luz LED. La prueba de blanqueo con azul de metileno, cuantificé los
radicales hidroxilos generados por la descomposicion del compuesto 5 en un entorno acuoso.
En la oscuridad, el compuesto 5 demostré una modesta toxicidad en las células de cancer de
mama (MCF-7), mientras que al ser irradiado con una luz de 460 nm y 75 J/cm?de energia,
a una concentracion de 80 uM, dicha citotoxicidad aumenté notablemente. Ademas, el
compuesto 5 mostr6 una posible capacidad de inhibicion de TKD-EGFR mediante
simulaciones de acoplamiento molecular, donde se ubicé en el sitio activo del dominio tirosina
cinasa. Asimismo, el compuesto 5, al ser evaluado en la linea celular no cancerosa de
gueratinocitos (HaCaT), demostrd cierta selectividad sobre la linea de céncer, ya que
disminuyd aun mas la viabilidad celular de las células de la linea MCF-7 (cancerosa) que la
de la linea celular HaCaT (no cancerosa).
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Figura 1. Diagrama general del proyecto de tesis.




2. Antecedentes
2.1. El cancer y sus caracteristicas

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por el crecimiento descontrolado y la
propagacion de células anormales en el cuerpo, que pueden invadir y destruir tejidos cercanos y
extenderse a otras partes del cuerpo. En algunas ocasiones, el proceso de division celular se ve
alterado y las células anormales o dafiadas se multiplican de manera descontrolada, 1o que
puede dar lugar a la formacién de tumores, que son masas de tejido.(1) Entre las caracteristicas
de esta enfermedad se encuentran:; evasion de los supresores del crecimiento, resistencia a la
muerte celular, activacion de la inmortalidad replicativa, induccion de la angiogénesis y
mantenimiento de la sefalizacion proliferativa. (2)
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Figura 2. Representacion de tumor primario y secundario.

2.1.1. Factores intrinsecos y extrinsecos implicados en el desarrollo del cancer

Dentro de los factores intrinsecos, en las Ultimas décadas se ha establecido que las mutaciones
somaticas son el factor principal desencadenante de la carcinogénesis. Sin embargo, tanto la
evidencia clinica como la del laboratorio sugieren que la carcinogénesis no se reduce Unicamente
a las mutaciones, tambien es importante considerar si los mecanismos de reparacion del ADN
estan ausentes o funcionan de manera ineficiente. En la actualidad, se cuestiona cada vez mas
el papel de las mutaciones somaticas como el principal impulsor de la carcinogénesis, dado que
algunos tipos de cancer no estan relacionados con ninguna mutacién. Ademas, la desactivacion
de genes supresores de tumores también desempefia un papel en el proceso de transformacion
celular. También se ha planteado que la inflamacién crénica juega un papel importante en el
desarrollo del cancer, aunque su relevancia no se ha dilucidado por completo. Si bien el cancer
tiene un caracter hereditario, solo entre el 5y 10% son de esta naturaleza. Se cree que alrededor
del 15% son causados por infecciones, mientras que los restantes (70-80%) se consideran
esporadicos y solo el 15% de éstos ultimos se deben a mutaciones somaticas. (3)

El desarrollo del cancer sigue las siguientes vias: 1) estimulo patégeno, 2) inflamacién crénica,
3) fibrosis, 4) cambios en el microambiente celular que resultan en un nicho precanceroso, 5)
despliegue de una estrategia de escape del estrés crénico, y 6) una transicion de una célula
normal a una célula cancerosa. (3)




Con respecto a los factores extrinsecos, éstos son diversos, aunque hay algunos que inciden
practicamente en todos los tipos de cancer. Por ejemplo, se ha descubierto que beber té caliente,
fumar opio, bajo consumo de frutas y verduras, beber agua sin tuberia, estar en contacto con la
contaminacién ambiental son atribuibles al 75% de casos de carcinoma de células escamosas
de esotfago (4). Otro ejemplo es el cancer de pancreas (altamente agresivo), donde se han
descrito factores responsables como la inhalacion de humo de cigarrillo, asi como la exposicion
a nitrosaminas mutagénicas, compuestos organicos clorados, metales pesados y radiaciones
ionizantes. Adicionalmente, también contribuyen la pancreatitis, consumo de altas dosis de
etanol, infecciones microbianas, obesidad, diabetes, presencia de calculos biliares y acumulacion
de fibras de asbesto. (5)

Cada vez hay una cantidad creciente de evidencias que sugiere que aproximadamente el 90%
de los casos de cancer pueden estar vinculados a influencias ambientales. El ambiente, el modo
de vida y las conductas combinan factores de estrés tanto internos como externos. A
continuacién, se enumeran algunos ejemplos que han sido ampliamente investigados: (6)

e Contaminacion del aire emanado de las industrias

¢ Contaminacion ambiental téxica (metales pesados y agentes genotdxicos, etc.)

e Contaminacion del agua potable y de los alimentos

e Exposicion a radiaciones ionizantes (exposicion profesional, examenes médicos, etc.)

¢ Humo de tabaco (tanto activo como pasivo)

e Factores de estrés psicosocial (experiencia interpersonal estresante)

e Factores de riesgo nutricionales (consumo excesivo de alcohol, etc.)

¢ Infecciones virales

¢ Implantes artificiales/quirargicos (cirugia plastica, odontologia, etc.)

e Ocupacion profesional en ramas especificas (produccion de compuestos toxicos,
ocupacioén de estatus superior, turnos rotativos y trabajo nocturno, azafatas, etc.)

2.2. Epidemiologia del cancer
2.2.1. Epidemiologia del cancer en México

En México, el cancer ha mantenido su posicion en el segundo o tercer lugar entre las principales
causas de muerte. Para el afio 2013, el pais registr6 una tasa de mortalidad de 66.37 por cada
100000 habitantes. Los estados ubicados en el norte de México, como Chihuahua, Sonora y
Nuevo Ledn, presentan tasas de mortalidad superiores a 75 por cada 100000 habitantes, lo que
los convierte en las regiones con el mayor numero de decesos atribuidos a neoplasias, junto con
la Ciudad de México y Veracruz, que registraron tasas de 77.16 y 76.04 por cada 100,000
habitantes, respectivamente. En contraste, Tlaxcala, Estado de México y Guerrero se destacaron
por tener tasas de mortalidad mas bajas debido al cancer, con cifras iguales o inferiores a 54 por
cada 100,000 habitantes. (7)

Las estimaciones sobre la mortalidad en la poblacién general indican que, de entre las diez
causas principales de muerte por cancer, el de préstata, higado y mama experimentan un
aumento continuo anual, alcanzando tasas de alrededor de cinco a seis por cada 100000
habitantes. El cancer colorrectal, por su parte, muestra un notable incremento de casi tres puntos.

(7)




En 2020, se produjeron en México 195,499 nuevos casos de cancer y casi 90,222 de muertes
por esta enfermedad. Se estima que, de 195499 casos nuevos, el cancer de seno tuvo una alta
incidencia (15.3%), siguiendo el cancer de préstata (13.7%), colorrectal (7.6%), tiroides (5.7%)
y cuello uterino (4.8%). (8)
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Figura 3. Casos nuevos de cancer, en el afio de 2020 en México, segln el érgano o sistema al cual afecta.
2.2.2. Epidemiologia del cancer en el mundo

El cancer representa una de las principales razones de fallecimiento y constituye un obstaculo
significativo para el aumento de la esperanza de vida en todas las naciones del mundo. De
acuerdo con las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2019, el
cancer se sitia como la causa primordial o secundaria de defuncién antes de los 70 afios en 112
de los 183 paises estudiados, ocupando el tercer o cuarto lugar en otros 23 paises. El aumento
en la relevancia del cancer como la principal causa de deceso se debe en parte a la notable
disminucién en las tasas de mortalidad por accidentes cerebrovasculares y enfermedades
coronarias, en comparacion con el cancer, en numerosas naciones. (9)

Se estima que en 2020 se produjeron en todo el mundo 19.3 millones de nuevos casos de cancer
(18.1 millones, excluyendo el cancer de piel de tipo no melanoma) y casi 10 millones de muertes
por cancer (9.9 millones excluyendo el cancer de piel no melanoma). El cancer de mama
femenino ha superado al cancer de pulmén como el mas comunmente diagnosticado; con un
estimado de 2.3 millones de casos nuevos (11.7%), seguidos de los canceres de pulmon (11.4%),
colorrectal (10 %), préstata (7.3%) y estbmago (5.6%). El cancer de pulmén siguié siendo la
principal causa de muerte por cancer, con aproximadamente 1.8 millones de defunciones (18%),
seguido del cancer colorrectal (9.4%), de higado (8.3%), de estbmago (7.7%) y de mama en
mujeres (6.9%). (9)
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Figura 4. Casos nuevos de cancer, en el afio 2020 a nivel mundial, segun el érgano o sistema al cual afecta.
2.3. Vias de sefializacion celular en el cancer

El mantenimiento del equilibrio entre la proliferacion celular y la muerte celular es la clave
principal del desarrollo normal en el cuerpo humano. Las células cancerosas tienen una mayor
tasa de proliferacién que de muerte. Por lo general, el ciclo celular desregulado, causado por una
sefalizacién aberrante, es la causa de dicho deterioro. Muchas proteinas receptoras de tirosina
cinasas, incluido el receptor del factor de crecimiento epidérmico (TKD-EGFR), y otras proteinas,
como caveolina-1, CD44, uPAR, H-Ras, integrinas y cateninas, han sido implicadas en diversas
funciones celulares, que incluyen estabilidad y sefializacion. (10)

2.3.1. Familia RTK.

Los receptores de tirosina cinasa (RTK) son una familia de receptores de superficie celular que
actlian como receptores de factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, factores neurotréficos
y otras moléculas de sefalizacion extracelular. Los RTK median vias de sefalizacion clave que
estan involucradas en la proliferacion celular, la diferenciacion, la supervivencia y la migracion
celular. La familia RTK comprende varias subfamilias que incluyen, entre otros, receptores del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), receptores del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGFR), receptores de insulina y receptores del factor de crecimiento similar a la insulina (IR e
IGFR), receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), receptores del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), receptores del factor de crecimiento de
hepatocitos (HGFR) y el protooncogén c-KIT. Los monémeros RTK se organizan en un dominio
extracelular (N-terminal), transmembrana y su cinasa citoplasméatica. Se activan a través de la
dimerizacién inducida por ligando que da como resultado la autofosforilacion del receptor y la
activacion de la tirosina de los sustratos de RTK, incluida la fosfolipasa C-y, las proteinas cinasas
activadas por mitégenos y la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K). (11)
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Figura 5.Representacion esquemaética del receptor tirosina cinasay las vias de sefializacion posteriores.

Como se muestra en la Figura 5, los receptores de tirosina cinasa se autofosforilan tras la unién
del ligando, lo que da como resultado la activacion de Ras y la induccién de la serina/treonina
cinasa Raf. Raf fosforila Mek1/2, que a su vez fosforila y activa Erk1/2. Raf también activa las
cinasas MAP3 que activan MKK4/7, MKK3/6 y MEKS5, que activa p38, JNK1/2, y ERKS5,
consecutiva y respectivamente. PI3K se activa mediante la autofosforilaciéon de RTK y da como
resultado la activacion de Akt, que también induce mTOR dentro del complejo mTORC1. Akt
también esta regulado por el complejo mTORC2. (11)

2.3.2. Senalizacion de EGFR.

En 1962, Cohen describi6 por primera vez un factor de crecimiento que tiene un profundo efecto
en la diferenciacion de células especificas in vivo, y que es un potente factor mitogénico para
una variedad de células cultivadas, de origen ectodérmico y mesodérmico, que se conoce hoy
como factor de crecimiento epidérmico (EGF). La familia EGFR desempefia un papel esencial en
el desarrollo normal de los érganos al mediar en la morfogénesis y la diferenciacion, y desempefia
un papel crucial en el crecimiento, la diferenciacion y la motilidad de las células normales y
cancerosas. (10)

EGFR es uno de los cuatro miembros de la familia de RTK ErbB/HER que se encuentra anclada
a la membrana. Esta familia también comprende a HER2 (neu/ErbB2), HER3 (ErbB3) y HER4
(ErbB4). (12) En condiciones normales, el EGFR se encuentra como monémero en la superficie
celular en un estado autoinhibido, estructuralmente compacto, y muestra una actividad quinasa
minima.




La unién del ligando en el dominio extracelular conduce a la homo o heterodimerizacién del
receptor. Los cuatro miembros de la familia ErbB son muy promiscuos y sus heterodimeros son
mas potentes en la transduccion de sefiales que los homodimeros, lo que proporciona un medio
para la amplificacion y diversificacion de sefales, con implicaciones significativas para su
capacidad de sefalizacion. HER2 ha perdido la capacidad de unirse a ligandos y funciona
principalmente, formando heterodimeros con otros miembros de la familia, como EGFR, es el
socio de dimerizacion preferido de todos los demas receptores HER. HER3 ha perdido intensidad
en su actividad cinasa y solo puede enviar sefiales mediante heterodimerizacion. De manera
similar a EGFR, HER4 es en cambio un RTK completamente funcional, capaz de sefializar como
homo o heterodimero, sin embargo, es el Unico miembro de la familia capaz de mostrar
propiedades inhibidoras del crecimiento. (12)
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Figura 6.Heterodimeros y homodimeros que pueden formar los miembros de la familia RTK ErbB/HER.
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El EGFR es una glicoproteina lipidica transmembranal de 170 kDa, que comprende una cadena
polipeptidica de 1,186 aminoacidos y estd compuesta por tres dominios: un dominio extracelular
de union a ligando, una region lipofilica transmembranal y un dominio intracelular, que exhibe
actividad intrinseca de tirosina cinasa. La regién extracelular de unién al ligando de la membrana
celular esta conectada a la maquinaria intracelular, que posee la actividad de tirosina cinasa, a
través de un dominio hidrofébico de membrana. (10)

Al unirse el ligando al dominio extracelular de EGFR, el receptor procede a la dimerizacién e
internalizacién. Cuando EGFR se activa, conduce a la excitacion de vias de sefalizacién
intracelular posteriores, como PI3K/Akt y MAPK, que estan involucradas en la proliferacion,
diferenciacién, migracion, invasion, metéstasis y apoptosis de ciertas células. (13),(10)

La sobreexpresion de EGFR, produce un fenotipo neoplasico en las células tumorales, que se
asocia con tasas mas altas de progresion de formas superficiales a formas invasivas de varios
tipos de céancer. (10)

2.4. Terapia antitumoral

Los distintos tipos de tratamientos reportados son: cirugia, terapia con radiacion y tratamientos
sistémicos, tales como quimioterapia, terapia dirigida, terapia hormonal e inmunoterapia. (14)
Ahora bien, el curso del tratamiento y la eleccién del tipo del mismo, dependera del érgano o
tejido afectado. Por ejemplo, el tratamiento mas comun entre las mujeres con cancer de mama
en estadio temprano (estadio | o Il), es la cirugia conservadora de mama con radioterapia
adyuvante (49 %), aunque el 34 % de las pacientes se someten a una mastectomia.




Por su parte, la mayoria de los pacientes con cancer de colon en estadio | y I, se someten a una
colectomia sin quimioterapia (84 %), y aproximadamente dos tercios de los pacientes con
enfermedad en estadio Ill (asi como algunos pacientes con enfermedad en estadio Il), reciben
guimioterapia adyuvante para reducir el riesgo de recurrencia (14).

2.4.1. Terapia dirigida a EGFR

Las mutaciones genéticas, que afectan a los miembros de EGFR, se han asociado con varios
tipos de cancer. Estas mutaciones provocan su sobreexpresion en el 30 % al 50 % de los
glioblastomas, del 25 % al 82 % en el cancer colorrectal, y del 5 % al 20 % en el cancer de pulmon
de células no pequenias. Es por ello que se desarrollaron terapias dirigidas contra este receptor.
Cetuximab (Erbitux) y Panitumumab (Vectibix), son dos ejemplos de anticuerpos monoclonales
gue se utilizan para atacar el dominio extracelular para tratar pacientes con cancer colorrectal
metastéasico. El beneficio de Cetuximab y Panitumumab se limit6é a pacientes con tumores con el
gen RAS “wild-type” o no mutado (15).

Lapatinib (Tykerb), un inhibidor de TKD-EGFR, interacciona en el mismo sitio de union del ATP
en el dominio cinasa de EGFR y HERZ2; y se ha utilizado como tratamiento alternativo de
pacientes con cancer de mama HER2 positivo, que desarrollaron resistencia a Trastuzumab.
También se ha usado en combinacibn con compuestos quimioterapéuticos, como la
Capecitabina, y se ha demostrado que reduce el riesgo de progresién de la enfermedad en
mujeres con cancer de mama HER2 positivo avanzado, que habian recibido mdltiples
tratamientos previos. Mas recientemente, el Lapatinib se ha utilizado en combinaciéon con
Letrozol (Femara) para tratar a mujeres posmenopausicas con cancer de mama metastésico
HER2 positivo y receptor hormonal (HR) positivo. Esta combinacién resulté en una mayor
supervivencia libre de progresiéon en la poblacion HER2-positiva.

Gefitinib (Iressa) y Erlotinib (Tarceva), que también son inhibidores de la TKD-EGFR, se han
usado en el tratamiento de pacientes con cancer de pulmoén de células no pequefias metastasico.
Estos farmacos se han utilizado en combinacién con otros quimioterapéuticos y dieron como
resultado una supervivencia mejorada y libre de progresion. Finalmente, Afatinib (Giotrif) es un
nuevo inhibidor de la tirosina cinasa de la familia ErbB que bloquea selectivamente a EFGR
(HER1), HER2, HER3 y HERA4. A diferencia de Gefitinib y Erlotinib, Afatinib se une de forma
irreversible (covalentemente) al dominio tirosina cinasa promoviendo asi una actividad
antiproliferativa sostenida. Este farmaco se ha probado en varios ensayos clinicos y ha
demostrado que prolonga la supervivencia libre de progresion de los pacientes con carcinoma
de pulmén de células no pequenas (CPCNP). Sin embargo, este efecto parece ser mas
beneficioso para los pacientes portadores de mutaciones de delecion del cromosoma 19 (del19)
de EGFR (15).
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Figura 7.Farmacos inhibidores de tirosina cinasa utilizados en terapia anticancerosa dirigida a EGFR.

2.5. Terapia fotodinamica

Las propiedades terapéuticas de la luz se conocen desde hace miles de afios, pero fue hasta el
siglo pasado cuando se desarroll6 la terapia fotodinamica (TFD). En la actualidad, la TFD se esta
probando en la clinica para su uso en el tratamiento de cancer de cabeza, cuello, cerebro,
pulmén, pancreas, cavidad intraperitoneal, mama, préstata y piel. La TFD involucra dos
componentes individualmente no téxicos que se combinan para inducir efectos celulares y
tisulares de una manera dependiente del oxigeno. El primer componente de la TFD es un
fotosensibilizador (PS), el cual es una molécula fotosensible que se localiza en una célula y/o
tejido diana. El segundo componente implica la administracion de luz de una longitud de onda
especifica que activa al PS.

El PS transfiere energia de la luz al oxigeno molecular, para generar especies reactivas de
oxigeno (ROS). Estas reacciones ocurren en el lugar inmediato del PS que absorbe la luz, por lo
tanto, las respuestas biologicas al PS se activan solo en las areas particulares de tejido que han
sido expuestas a la luz. (16) Entre las ventajas de la TFD se encuentran una minima toxicidad
tisular, insignificantes efectos sistémicos, reducida morbilidad a largo plazo y falta de
mecanismos de resistencia intrinsecos o adquiridos. (17)

En cuanto al mecanismo de accion, después de la absorcion de luz (fotones), el PS se transforma
de su estado fundamental (estado singlete) a un estado excitado electronicamente, de vida
relativamente larga (estado triplete) a través de un estado singlete excitado de corta duracion. El
triplete excitado puede experimentar dos tipos de reacciones. Primero, puede reaccionar
directamente con un sustrato, como la membrana celular o una molécula, y transferir un &tomo
de hidrégeno (electron) para formar radicales.




Estos radicales interactan con el oxigeno para producir productos oxigenados (reaccion de tipo
). Alternativamente, el triplete puede transferir su energia directamente al oxigeno, para formar
oxigeno singulete, (reaccion tipo II).
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Figura 8.Mecanismo de la reaccién fotodinamica.

Como se muestra en la Figura 8, la exposicion a la luz lleva una molécula fotosensibilizadora del
estado singlete fundamental (So) a un estado singlete excitado (Si1). La molécula en S; puede
sufrir un cruce entre sistemas a un estado triplete excitado (T1) y luego formar radicales mediante
una reaccion de tipo | o, mas probablemente, transferir su energia al oxigeno molecular (*0;) y
formar oxigeno singlete (*O2), ocurriendo una reacciéon de tipo II.

Tanto las reacciones de tipo | como las de tipo Il ocurren simultaneamente, y la relacion entre
estos procesos depende del tipo de PS utilizado, las concentraciones de sustrato y oxigeno, asi
como la afinidad de unién del PS por el sustrato. Debido a la alta reactividad y la corta vida media
de las ROS, solo las células que estan proximas al area de su produccién (areas de localizacion
del fotosensibilizador) se ven directamente afectadas por la TFD (16).

2.5.1. Fotosensibilizadores (PS)

La hematoporfirina y sus derivados son la primera generacion de PS. La primera generacion de
PS, se ha utilizado ampliamente para el tratamiento de diferentes canceres en la practica clinica.
Sin embargo, hubo algunas limitaciones e inconvenientes intrinsecos, como la pureza quimica
deficiente, la longitud de onda corta de la luz, la vida media prolongada y la acumulacién intensa
en los tejidos normales, lo que resulté en toxicidad por fotosensibilidad. Photofrin® (porfimero
sodico) fue el primer agente para TFD, aprobado para el tratamiento del cancer de eséfago
obstructivo en 1995. Todavia se utiliza ampliamente para el tratamiento de diversos tipos de
cancer (pulmon, vejiga, cuello uterino, etc.) (18).
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Figura 9. Photofrin®, primer agente para TFD aprobado para el tratamiento del cancer de es6fago

Los PS de segunda generacién, han experimentado mejoras significativas en términos de su
pureza, su capacidad para absorber longitudes de onda mas largas, su sensibilidad a la luz y su
capacidad para dirigirse selectivamente a tejidos. Demuestran ser mas eficaces que sus
predecesores. La mayoria de estos nuevos PS se basan en estructuras de porfirina y clorina.
Ademas, se excitan con longitudes de onda largas, lo que mejora la penetraciéon de la luz y, en
consecuencia, aumenta la eficacia del tratamiento. Algunos ejemplos de PS de segunda
generacién son: Motexafina lutecio (Lutrin® y Lutex®), Temoporfina (Foscan®),purpurinas
(Purlytin® ), verteporfina (Visudyne®) y precursores de protoporfirina IX (Hexvix®, Metvix® y
Levulan®) (18).
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Motexafina lutecio Temoporfina Verteporfina
(Lutrin®) (Foscan®) (Visudyne®)

Figura 10. Fotosensibilizadores de segunda generacion.

Los PS de segunda generacion, tienen varios problemas criticos, como la baja solubilidad en
agua, la tasa de eliminacion del cuerpo y el fotoblanqueo, ademas de que no mostraronsuficiente
selectividad tumoral. Las desventajas de los primeros medicamentos con estos PS eran que
ocasionaban efectos secundarios, como reacciones alérgicas, nauseas e inflamacion, entre
otros.
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También pueden entrelazarse con las células sanas circundantes y matarlas simultaneamente.
Los PS ideales tienen que ser quimicamente puros, miscibles y estables en los fluidos corporales,
por lo que es necesario desarrollar nuevos PS, con capacidad multifuncional para la terapia
avanzada contra el cancer (18).

2.6. Especies reactivas de oxigeno (ROS)
2.6.1. Introduccion a las ROS

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se pueden definir de manera general como moléculas
guimicamente activas, que contienen oxigeno, y este grupo incluye el radical hidroxilo («OH), el
anién superoxido (+Oy), el oxigeno singlete (*0y), y el perdxido de hidréogeno (H202). En
condiciones normales del entorno fisiol6gico, las ROS dentro de las células se mantienen en
niveles bajos y constantes, gracias al equilibrio entre su produccién y eliminacién. Estas ROS
interactian con moléculas a través de modificaciones reversibles causadas por la oxidacion y
desempefian un papel fundamental, en diversas vias de sefializacion celular, tales como el
metabolismo, el crecimiento, la diferenciacién y la muerte celular. Los niveles bajos de ROS
favorecen la proliferacion y la supervivencia de las células. Sin embargo, un aumento leve en los
niveles de ROS se asocia con el inicio y la progresién de enfermedades como el cancer. (19)

El exceso de produccion de ROS, puede inducir la senescencia y la muerte celular, debido a los
efectos dafiinos que ocasionan sobre proteinas, lipidos, RNA y DNA. El radical hidroxilo, por su
alta reactividad y potencial oxidante, es particularmente responsable de dafiar al DNA. En la
regulacién de cantidades excesivas de ROS, generadas internamente, se emplean antioxidantes
no enzimaticos, como las vitaminas E y A; antioxidantes enzimaticos, que incluyen a la
superéxido dismutasa (SOD), la catalasa, y al péptido glutation (GSH). (19)

Las ROS, son productos de la reduccién parcial del oxigeno molecular (O2). Dos electrones
desapareados con espines paralelos, ubicados en dos orbitales separados de oxigeno molecular,
lo hacen altamente susceptible para formar radicales libres. Como se ilustra en la Figura 11, el
producto de reduccion de un electron del oxigeno molecular se llama ion superéxido, mientras
qgue la reduccion de dos electrones conduce al peréxido de hidrogeno. El H.O, al sufrir una
reduccion produce al radical hidroxilo (*OH). Este ultimo es uno de los oxidantes mas fuertes. Su
potencial de reduccion estandar de 2.31 volts, garantiza reacciones de oxidacion especies con
potenciales de reduccién bajos. (20)

\ wl H Z l

2H" 2¢°
033 . 089 +0.38 H,0 + +OH +2.31 231,500
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J
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Figura 11. Etapas de reduccién de oxigeno molecular que conducen ala generacion de ROS junto con sus
potenciales de reduccion estandar.
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2.6.2. Fuentes de ROS

La oxidacion dependiente de ROS de lipidos, proteinas y DNA intracelulares conduce al dafio de
biomoléculas e implica varias patologias, incluido el cancer, las enfermedades
neurodegenerativas y la aterosclerosis. Diversos agentes quimicos como farmacos, pesticidas,
algunos metales y 6xidos metalicos, asi como factores fisicos como la radiaciboh gamma o UV y
la temperatura elevada, conducen a una mayor produccion de ROS. También son creados por
neutrdéfilos, eosindfilos y macréfagos durante la inflamacién y como subproductos de reacciones
de transporte de electrones que ocurren en las mitocondrias. De esta forma, las ROS generadas
provocan dafio oxidativo y alteran las funciones de los 6rganos y las células, lo que conduce a la
muerte celular. (20)

2.6.3. Implicaciones de las ROS en el cancer

Las células normales suelen mantener una homeostasis redox y desarrollan una serie de
sistemas antioxidantes para eliminar y equilibrar el nivel de ROS. Sin embargo, las células
cancerosas con una regulacion anémala de la homeostasis redox y la adaptacién al estrés son
mas vulnerables al estrés oxidante inducido por agentes generadores de ROS, que es una base
importante para que funcione la terapia con ROS. Por lo tanto, la elevacion selectiva del nivel de
ROS es factible para matar selectivamente las células cancerosas mientras se reduce el dafo
innecesario a las células normales. (21)

Las células cancerosas muestran una actividad enzimatica antioxidante inferior, en comparacion
con las células normales, lo que resulta en niveles mas elevados de ROS en las células
tumorales. Ademas, los niveles aumentados de ROS en las células cancerosas pueden estar
parcialmente relacionados con una disfuncién en el metabolismo oxidativo mitocondrial. Por
consiguiente, es posible que las células tumorales con niveles mas altos de ROS enddgenas
sean mas susceptibles a la accion de agentes exégenos que inducen ROS. De hecho,
investigaciones han demostrado que el aumento controlado de los niveles de ROS mediante la
regulacién de las condiciones redox puede llevar a la muerte selectiva de células cancerosas,
con un impacto limitado en las células normales. Por lo tanto, la induccién de ROS representa
una estrategia prometedora en el campo de la terapia contra el cancer. (19)

2.6.4. Papel de las ROS en la terapia fotodindmica

Las ROS también son fundamentales para la terapia fotodindmica (TFD). La eficacia de la TFD
puede verse afectada por la naturaleza y la persistencia de las ROS. Una comprension integral
de las vias de generacion de ROS, facilita en gran medida el analisis de los mecanismos
fotodinamicos y permite la potenciacion de la eficacia de la TFD. (20)

Recientemente, la TFD ha surgido como un enfoque prometedor en el tratamiento del cancer,
caracterizado por su capacidad para dirigirse de manera especifica en el espacio y en el tiempo,
y minima invasion. Bajo la exposicion a luz de una longitud de onda especifica, los PS excitados
transfieren su energia, generando ROS altamente citotoxicas, lo que puede resultar en la muerte
celular, ya sea por necrosis o por apoptosis. No obstante, a pesar del aumento rapido de
investigacion en este campo, la efectividad terapéutica de la TFD aun se ve limitada por ciertas
restricciones.
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Por ejemplo, la falta de selectividad hacia los tumores por la mayoria de los PS disponibles, en
la actualidad, inevitablemente contribuye a que se presenten reacciones adversas colaterales y
a una fotosensibilidad prolongada en la piel. (21)

2.7. Terapia combinada: Quimioterapia'y TFD.

El manejo de los tumores malignos representa una tarea compleja que no siempre puede
abordarse con resultados exitosos. En la actualidad, se emplean distintos enfoques clinicos para
abordar el cancer, y se disefia un plan de tratamiento individualizado para cada paciente,
tomando en consideracién el estadio de la enfermedad y su ubicacion. Este plan terapéutico
puede comprender uno o varios tipos de intervenciones. Los principales son la cirugia, la
quimioterapia y la radioterapia. (22)

La terapia fotodinAmica (TFD) y la quimioterapia, cuando se aplican de manera aislada,
presentan desventajas y restricciones. En la actualidad, se promueve ampliamente el enfoque
de terapia combinada para aumentar la eficacia en el tratamiento del cancer, en el &mbito clinico.
Este enfoque implica la utilizacién de dos modalidades de tratamiento distintas en relacion a un
tumor. Este enfoque multimodal permite obtener mejores resultados de curacion gracias a la
accion sinérgica de ambas modalidades terapéuticas. El uso de la terapia fotodinamica
combinada con quimioterapia demostré ser altamente eficaz, tanto en estudios in vitro como in
Vivo y en la préctica clinica, una ventaja importante de la terapia combinada es que se supera la
resistencia a multiples farmacos de las células tumorales. (22)

2.8. Lineas celulares MCF-7 y HaCaT.
2.8.1. Linea celular MCF-7.

Esta linea celular fue establecida en 1973, por el Dr. Soule y sus colegas en el Michigan Cancer
Fundation, de donde deriva su acrénimo. Las células MCF-7 se aislaron del derrame pleural de
una mujer de 69 afios con metastasis. Luego de una mastectomia de ambas mamas (la de la
mama derecha por un tumor benigno), las recidivas locales se controlaron durante 3 afios con
radioterapia y hormonoterapia. En dias previos al uso de tamoxifeno, la paciente fue tratada con
altas dosis del estrégeno sintético dietilestilbestrol y la enfermedad se controlé tres veces mas
rapido de lo esperado, lo que demuestra que el tumor respondia a las hormonas.

Dos meses después de que ocurrieran recidivas nodulares generalizadas, en junio de 1970, se
tomaron muestras de un derrame pleural para estudios de laboratorio. Un descubrimiento
fundamental para el cancer de mama fue la descripcién del receptor de estrégeno (ER) en las
células MCF-7, en 1973. Mas adelante, en 1975, se demostré que los antiestrogenos como el
tamoxifeno inhibian el crecimiento de las células MCF-7, pero que los estrogenos podian revertir
la inhibicion.

MCF-7 es una linea celular de cdncer de mama usada comunmente, que ha sido propagada
durante afios por mdltiples grupos. Provee un modelo de linea celular de mama adecuado para
realizar investigaciones en todo el mundo, incluidas las relacionadas con farmacos
anticancerosos. (23)

El crecimiento de las células de cancer de mama esté controlado no solo por el ER y el receptor
de progesterona (PR), sino también por los receptores del factor de crecimiento asociado a la
membrana plasmética.
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Dos miembros particularmente importantes de esta gran familia son el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), que es activado por el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
y el receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), ambos presentes en las
células MCF-7. Sin embargo, MCF-7 se considera que es una linea celular que expresa EGFR
moderadamente. (23)

2.8.2. Linea celular HaCaT

HaCaT es una linea celular monoclonal no tumorigénica, adaptada al crecimiento a largo plazo
sin la necesidad de suplementacion con factores de crecimiento. Exhibe morfogénesis normal y
expresa todos los principales marcadores de superficie y actividades funcionales de
gueratinocitos aislados. (24) HaCaT es la primera linea de células epiteliales permanentes de la
piel humana adulta que muestra una diferenciacion normal y proporciona una prometedora
herramienta para estudiar la regulacion de la queratinizacion en células humanas. Esta linea
celular se obtuvo a partir de un cultivo primario a largo plazo de queratinocitos de piel humana
adulta. Estas células pueden considerarse inmortales, ya que se mantienen genéticamente
estables incluso en el pase numero 140, pero no son tumorigénicas. Incluso después de multiples
pases, las células HaCaT conservan una capacidad notable para la diferenciacion normal y, por
lo tanto, ofrecen un modelo adecuado y estable para los estudios de queratinizacion. (25)

3. Planteamiento del problema

En las Ultimas décadas, el cancer se ha colocado como una de las enfermedades mas letales a
nivel global. Entre las técnicas terapéuticas mas comunes, la terapia fotodinamica ha ganado un
interés creciente. No obstante, la gran mayoria de los fotosensibilizadores utilizados en la
practica clinica no cumplen con los estandares ideales y presentan diversas limitaciones, como
baja solubilidad en agua, escasa estabilidad ante la luz y una eliminacion lenta del organismo.
Ademas, los PS convencionales se distribuyen de forma no especifica por todo el cuerpo, siendo
el caso ideal que se acumularan en el tejido diana.

De esta forma, ¢,sera posible obtener una molécula hibrida que combine la inhibicion de TDK-
EGFR con propiedades fotosensibilizadoras eficaces con miras a mejorar la terapia fotodinamica
contra el cancer?
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4. Hipbtesis

Si se disefia y sintetiza una molécula con una estructura que posea una porcién con potencial
fotosensibilizador y otra porcién con potencial de unién a TDK-EGFR, entonces dicha molécula
presentard una actividad citotoxica en células cancerosas, que se acentuara al realizar la
irradiacién con luz a una longitud de onda especifica. Esta molécula tendra la ventaja, primero
por la unién al receptor de EGFR y después, por la produccion de especies reactivas de oxigeno.

Muerte celular por

Union a - inhibicién de EGFR
EGFR Fotosensibilizador
adiacion
\2
e(’bQ, -\0’6 v
\ 5\(\7’ Muerte celular Muerte celular Malonas 2= 2 e
o\° N EGFR = Fotosensibilizador
§ por exceso de por inhibicién de :
ROS EGFR
Figura 12. Hip6tesis del proyecto.
5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Sintetizar y evaluar fotosensibilizadores de tipo quinazolina-ferroceno, disefiados con potencial
de dirigirse selectivamente a TDK-EGFR, ademas de ser capaz de producir especies reactivas
de oxigeno in vitro e in vivo.

5.2. Objetivos particulares

e Disefiar 2 moléculas hibridas que posean una parte fotosensibilizadora tipo ferroceno y
otra parte, cuya estructura sea capaz de unirse al dominio tirosina cinasa (TDK) del
receptor del factor crecimiento epidérmico humano (EGFR).

o Realizar estudios de acoplamiento molecular sobre TDK-EGFR, en su forma activa e
inactiva.

e Sintetizar y caracterizar las moléculas a escala de 200 mg.

e Obtener el espectro de absorcion UV-Vis de las moléculas sintetizadas.

e Comprobar la produccion de especies reactivas de oxigeno, mediante el ensayo de
captura de radical hidroxilo y ensayo de captura de radical anién superoxido.

e Evaluar el comportamiento citotoxico de los compuestos sintetizados en lineas celulares
MCF-7 y HaCaT.
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6. Disefo de moléculas

La combinacion entre la terapia fotodindmica y la quimioterapia permite la produccion de
especies reactivas de oxigeno en un sitio en particular. En los subcapitulos de este capitulo, se
explicara que las moléculas propuestas se componen de 3 partes, y se exponen las partes
criticas en el disefio de cada una de las partes, para comprender la accibn combinada que se
espera obtener.

6.1. Disefo de la parte de unién a EGFR

Para anclar nuestras moléculas propuestas en las células cancerosas, se utilizard como proteina
diana el dominio de tirosina cinasa del receptor de crecimiento epidérmico (TKD-EGFR). Entre
los farmacos utilizados en el tratamiento del cancer por su conocida inhibicién de TKD-EGFR
como se ha mencionado anteriormente, se encuentran el Gefitinib y el Erlotinib (Figura 13), y
con sus estructuras se puede realizar un modelado farmacoférico (Figura 14) tomando en cuenta
a ambas moléculas. El modelo propuesto (Figura 14) involucra la permanencia de la quinazolina
debido a las interacciones que se dan al tener dos grupos aceptores de puente de hidrégeno
(APH). También se conserva la sustitucion en la posicién 4 de la quinazolina, con la misma amina
como linker con el otro anillo aromatico sustituido en posicién para con fltor. En la posicion 6 de
la quinazolina, se propone colocar un grupo con amina primaria, para facilitar reactividad de esta
zona cuando ocurra la elongacion de la molécula.

SO, oL,

\N N 0\/\0/ 0\/\/'@
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Erlotinib Gefitinib

Tipo de interacciéon con EGFR

Hidrofébica f DPH *APH (O Apilamiento aromatico

Figura 13. Interacciones de Gefitinib y Erlotinib con EGFR.
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Figura 14. Modelado de la seccion de unién a EGFR de las moléculas disefiadas.
6.2. Disefo de la parte fotosensibilizadora

Para la parte del fotosensibilizador, nos hemos centrado en explorar a los derivados del ferroceno
dado que diversos estudios han concluido que dichos derivados son capaces de producir
especies reactivas de oxigeno. Esto por las reacciones tipo Fenton que se producen in situ. (26),
(27) También se utilizar4 esta molécula por su facil funcionalizacion y favorables propiedades
electrénicas. (27)

Ya que en nuestro grupo de investigacion se tiene la informacién de que la porcidén de quinazolina
no les proporciona caracteristicas de absorcion en la region de luz visible a las moléculas, se
espera que, adicionando a las moléculas el derivado de ferroceno, éstas adquieran la propiedad
de absorber luz de una longitud de onda que se encuentre en el espectro de luz visible, un
aspecto fundamental para obtener una TFD exitosa.

Para la union con el ferroceno, se plante6 funcionalizarlo como han hecho otros investigadores
(28), a partir del ferrocenocarboxaldehido o formilferroceno (FcCHO) para sintetizar la molécula

hibrida (Figura 15).
; 0
] i
Fe

]
< F©e
Ferroceno Formilferroceno
Figura 15. Funcionalizacion propuesta para el ferroceno para las moléculas disefiadas.
6.3. Disefio del linker

En la elucidacion del linker, se exploraran dos formas de unién. La primera en la cual la porcion
de unién a EGFR se une al derivado de ferroceno con un doble enlace (Estructura A), y en la
segunda, en la cual se unan ambas partes mediante un enlace simple, (Estructura B), como se
muestra en la Figura 16.
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Aunque, se presume que la molécula con mejor resultado para este proyecto, sera la que posee
la estructura A, ya que ésta forma un sistema donante-tr-aceptor (D-11-A) y los espectros opticos
de los sistemas D-m-A, basados en ferroceno, generalmente contienen una banda de
transferencia de carga intramolecular de metal a ligando (MLCT), en la region visible intensa,
(27) dada la conjugacion que existe en todo el sistema.

F F
Estructura A

ésr@ djv@

Figura 16. Estructuras de las moléculas disefiadas.

Estructura B

De esta forma, se utilizara la porcion con el ferroceno como fotosensibilizador y la porcién con la
quinazolina, como posible inhibidor de TKD-EGFR. La combinacion de las dos porciones en una
Gnica molécula, puede potenciar el efecto anticancerigeno del producto resultante.

En resumen, se cumple con el objetivo del disefio de las moléculas, que es obtener moléculas
pequefias (comparadas con los fotosensibilizadores actuales), que sean capaces de unirse a
TKD-EGFR y producir ROS en las células cancerosas. Ademas, se espera que puedan
sintetizarse en pocos pasos con altos rendimientos. De esta forma, se obtiene el disefio final
(Figura 17).

F

NH Fotosensibilizador

Union a EGFR
N NQ/@

]
”\ _ Linker Fe

=

Figura 17.Disefio final de la estructura A.

7. Sintesis y caracterizacion de moléculas

En este apartado, se presenta una vision general de los métodos utilizados para sintetizar las
moléculas hibridas de quinazolina-ferroceno disefiados: compuesto 5 (estructura A) y 6
(estructura B); nomenclatura establecida dada la sintesis quimica y los pasos de la misma. La
sintesis de estos compuestos se llevé a cabo siguiendo la ruta delineada en el Esquema 1.
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En los subcapitulos de esta seccion, se presentan los resultados y se discuten los intermediarios
y los productos finales obtenidos. La caracterizacion instrumental de los productos finales, asi
como sus puntos de fusion, también se describen de forma detallada, y se especifica el
procedimiento para obtener a los compuestos en el ANEXO 1.

F@\ F
NH : ~
NC NO, i NC NO, i No ii NH
= = NF 2 > NH;
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N < N ==4 Fe FcCHO
5 ° =

Esquema 1. Sintesis del compuesto 5y 6. (i) DMF-DMA, DMF, reflujo, 6 h; (ii) 4FA (1.2 eq), MeCN/AcOH (7:3),
reflujo, 4 h; (iii) 10% Pd/C, HCO2NH4, MeOH, reflujo, 1 h; (iv) FcCHO (1.1 eq), mW (850 watts), 120°, 20 min; (v)
NaBH3CN, MeCN, t.a., 10 min

7.1. Sintesis del compuesto 2

En la sintesis del compuesto 2, se utiliz6 una amina aromatica con N,N-dimetilformamida
dimetilacetal (DMF-DMA), esta es una estrategia que se ha utilizado para la sintesis de
moléculas en otros grupos de investigacion (29—-31). La sintesis del compuesto 2 consistio
en la reaccidon de 2-amino-5-nitrobenzonitriio con DMF-DMA, utilizando DMF como
disolvente a 110°C por 6 horas; ambos reactivos se encuentran comercialmente
disponibles. El objetivo de esta reaccion fue obtener un intermediario, que posteriormente,
serviria para formar el nlcleo de quinazolina mediante ciclocondensacién con 4-
fluoranilina. El rendimiento fue de 81.6%. El Rf obtenido fue de 0.73 (CHCIl:/MeOH 80:20),
mientras que el punto de fusién (pf) fue de 143-144 °C.

NG NO, NC NO,
DMF-DMA
—r.
DMF SN

HzN 110°c, 6h |
2-amino-5-nitrobenzonitrilo Compuesto 2

Esquema 2.Sintesis del compuesto 2.

7.2. Sintesis del compuesto 3

La sintesis consistié en una reaccion de ciclocondensacion entre el compuesto 2 y la 4-
fluoroanilina. EI mecanismo de esta ciclocondensacion ha sido descrito anteriormente, en
este se da la formacion de una iminay la transformacién se produce mediante la hidrolisis
del anillo de pirimidina en el enlace C-N3 con la subsecuente rotacién de 180°C alrededor
del enlace C10-Cs4 y el cierre del anillo. (31) El rendimiento fue de 84.3%. El Rf obtenido
fue de 0.74 (CHCIs/MeOH 80:20), mientras que el punto de fusion (pf) fue de 270-271°C.
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Esquema 3.Sintesis del compuesto 3.

7.3. Sintesis del compuesto 4

En este paso de la sintesis, se llevé a cabo una hidrogenacién por transferencia catalizada
por Pd/C. La hidrogenacion por transferencia de compuestos con grupo nitro, para la
obtencion de la respectiva amina, se ha utilizado en las Gltimas décadas con éxito, en la
obtenciéon de productos farmacéuticos. (32) Entre los donadores de hidrogeno mas
comunes para este tipo de reaccion, estan el ciclohexeno, ciclohexadieno, acido fosfinico,
hidracina, acido férmico, formiato de sodio, formiato de amonio e hipofosfito de sodio;
entre estos, se eligid al formiato de amonio dado que se descompone en H,, CO. y
amoniaco, después de la reaccién, que se puede lavar facilmente a diferencia de, por
ejemplo, el formiato de sodio que deja residuos de Na»Os (33). La ventaja de utilizar Pd/C
es que no requiere el uso de un gas inflamable como lo es el hidrégeno, ya que el formiato
de amonio funge como donador de atomos de H. (32) El rendimiento de la reaccion fue
de 89.1%. El Rf obtenido fue de 0.42 (CHCIl:/MeOH 70:30), mientras que el punto de
fusion (pf) fue de 259-261 °C.

F F
NH PdiC NH
NO HCO;NH, NH
? — 5
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|\ | 60°C, 1h L
oo
N \N
Compuesto 3 Compuesto 4

Esquema 4.Sintesis del compuesto 4.

7.4. Sintesis de FcCHO

En este paso, se llevé a cabo la formilacion del ferroceno. Existen varias rutas para
obtener formilferroceno. Una de ellas es la reaccion de Vilsmeier de ferroceno con N-
metilformanilida y cloruro de fosforilo. También se ha informado que el aldehido se podia
preparar también con dimetilformamida y cloruro de fosforilo como reactivo de formilacion,
sin embargo, este método dio un rendimiento de tan solo 23%.
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En este trabajo se utilizé el método de Vilsmeier modificado, utilizando dimetilformamida
en lugar de N-metilformanilida (34). En esta modificacion, se introdujo cloruro de fosforilo
en una solucion de cloroformo de la mezcla de ferroceno y dimetilformamida, para formar
un complejo de Vilsmeier, que tras una cuidadosa neutralizacion con carbonato de sodio
proporciond el aldehido. El rendimiento fue de 32.1% dado que solo se realizaron 3
extracciones con éter.

DMF

0 °C, 10 min
: —_ - '
Fe POCl; Fe
: 55°C, 20 h :

= ==

Esquema 5. Sintesis del compuesto FcCHO.

7.5. Sintesis del compuesto 5

7.6.

En este paso de la sintesis,ocurre una reaccion de adicién nucleofilica a carbonilo, en
este caso al aldehido del formilferroceno. La formacién de imina, entre el grupo amino
en la posicion 6 de la quinazolina y el formilferroceno, se logr6 en condiciones anhidras,
empleando radiacion de microondas como fuente de energia. El rendimiento de la
reaccion fue de 80.0%. El punto de fusion del compuesto 5 fue de 214-215 °C.

F F
NH NH FcCHO
FcCHO
N (o]
— > L2
N N2 ——» NZ = >
L | UW, 120°, 20 min I\ | F:e F.e
= S H :
N N < =
Compuesto 4 Compuesto 5

Esquema 6.Sintesis del compuesto 5.
Sintesis del compuesto 6.

Finalmente, la sintesis se completé formando el andlogo del compuesto 5, que fue el
compuesto 6, mediante una reaccion de aminacion reductora, utilizando
cianoborohidruro de sodio como agente reductor en MeCN, que reduce la imina a amina,
a temperatura ambiente. El rendimiento fue de 85.4%. El punto de fusion del compuesto
6 fue de 182-183 °C.
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F\@\
NH
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Compuesto 5 Compuesto 6

Esquema 7.Sintesis del compuesto 6.

7.7. Resumen de la sintesis del compuesto 5y 6.

Tabla 1. Caracteristicas quimicas de los compuestos 5y 6.

Compuesto Rendimiento (%) | Punto de fusion (°C) | Rf (CHCIls/MeOH)
2 81.6 143-144 0.73 (80:20)
3 84.3 270-271 0.74 (80:20)
4 89.1 259-261 0.42 (70:30)
5 80.0 214-215
6 85.4 182-183
Rendimiento final: 48.21 %

I Compuesto 3 I Compuesto 4 I Compuesto 5 I Compuesto 6

F F. . F
\QNH \©\NH \©\NH
Co” Qo WO E g
kN/ <

Figura 18. Aspecto fisico y estructura quimica de los compuestos 3-6.
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7.8. Técnicas analiticas avanzadas y caracterizacion molecular del compuesto 5y 6.

Las técnicas utlizadas para la caracterizacion del compuesto 5 y 6, fueron
espectrometria de masas con fuente de ionizacion APCI (ANEXO 1) y experimentos de
resonancia magnética nuclear en (una dimensién) de protéon (*H-RMN) y también de
carbono (**C-RMN), (ANEXO 1).

En cuanto a las sefiales de RMN del compuesto 5y 6, éstas son bastante similares dada
su estructura. La Figura 19 y Figura 20 muestran sefiales de 'H-RMN y **C-RMN de los
compuestos 5y 6, respectivamente.

TH-RMN 13C-RMN
178 124.88
F 7.85 F
1568.17
9 78
11552 NH 80.82 69.57
NQ-/@ N ‘\*-/@
859 l\ 25 150.4 136.09 Fe
850
127.45
427 69.80
0 Desplazamiento quimico (ppm) 10 45 Desplazamiento quimico (ppm) 180

E 1 1 ]

Figura 19. Sefiales caracteristicas de resonancia magnética nuclear de protén (*H RMN), con escala de 0-10
ppm, y sefiales obtenidas de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (*3C RMN), con escala de 45-180
ppm del compuesto 5.

TH-RMN 13C-RMN
7.49 124.95
F 7.79 F
157.52
539 616 410
NH | NH
724 4 420 115.40 9736 H gses 67.89
N wnd XN
N N
I 432 Fle 150.19 & 4294 FE
8.28
N L N =
719 128,68
4.17 68.90
0  Desplazamiento quimico (ppm) 10 45  Desplazamiento guimico (ppm) 180

L 1 P 1

Figura 20. Sefiales caracteristicas de resonancia magnética nuclear de protén (*H RMN), con escala de 0-10
ppm, y sefiales obtenidas de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (*3C RMN), con escala de 45-180
ppm del compuesto 6.
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8. Ensayo de captura de radical anién superoxido
8.1. Metodologia

Para este ensayo, se utiliz6 NBT como compuesto detector de anidén superoxido. EI NBT se
reduce en presencia de anién superoxido (*O2") por la transferencia de un electrén, generando
un precipitado de color negro azulado (formazén). (35)

8.1.1. Determinacion de los disolventes para el NBT y los compuestos 5, 6 y gefitinib.

Para este ensayo se realizaron pruebas de solubiliidad del NBT en los siguientes
disolventes: acetonitrilo (MeCN), dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSO)
y agua. Una vez encontrado el disolvente o0 mezcla de disolventes, se utilizaron estos
mismos para realizar la prueba de solubilidad para los compuestos mencionados.

8.1.2. Determinacion de las concentraciones del NBT y de los compuestos 5, 6 y
gefitinib.

Para este experimento, se fij6 primero una concentracion de NBT de 10 mM. Para
la realizacion de esta disolucion, se pesaron 81.76 mg de NBT y se disolvieron en
10 mL de disolvente. Posteriormente, se prepararon las disoluciones stock de los
compuestos 5, 6 y gefitinib a una concentracién establecida de 10 mM, teniendo 1
mL de disolucion de cada compuesto.

8.1.3. Determinacion del contenido de cada pozo para el ensayo de captura de anion
superoéxido (NBT y compuestos 5, 6 y gefitinib).

Para determinar la concentracion final en la placa de 96 pozos, se partio de las
disoluciones stock de NBT y de los compuestos 5, 6 y gefitinib, y se realizaron
experimentos cambiando las proporciones de NBT y de los compuestos para
encontrar la 6ptimam como se muestra en la Tabla 2. El volumen final en cada pozo
fue de 200 uL. La concentracion ensayada de las disoluciones de los compuestos
5, 6y gefitinib es de 1 mM, y la concentracién de NBT es de 10 mM.

Tabla 2. Disefio experimental para el ensayo de captura de captura de radical anién superoxido.

Volumen para adicionar (uL) Concentracion final del
compuesto (UM)

Compuesto 5 NBT

40 160 200

80 120 400

120 80 600

160 40 800
Compuesto 6 NBT

40 160 200

80 120 400

120 80 600

160 40 800
Gefitinib NBT

40 160 200

80 120 400

120 80 600

160 40 800
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8.1.1. Establecimiento de dosis luminica o fluencia (J/cm?).

Para este experimento, se utiliz6 como fuente de luz una linterna LED azul de 460
nm con 3.7 V, la cual fue adaptada para funcionar con corriente eléctrica directa en
lugar de baterias, para eliminar fluctuaciones de energia. La linterna LED fue
conectada a una fuente de alimentacién de CC variable, ajustado la intensidad de
corriente a 1 Ay la potencia eléctrica a 3 W. Una vez realizado este ajuste, se midio
la irradiancia de la linterna con un medidor, y se registro este dato para los calculos
posteriores. El medidor de irradiancia posee unidades en W/cm?, mientras que las
unidades de dosis luminica o fluencia son J/cm?. De esta manera, mientras mas
tiempo se expongan los compuestos a la luz de la linterna, la dosis luminica
aumentara mientras la irradiancia se mantiene constante. Se establecieron distintos
intervalos de dosis luminica, empezando en 5 J/cm? aumentando de 5 en 5 unidades
hasta llegar a 75 J/cm?, de esta manera, se fueron calculando los minutos necesarios
para llegar a cada dosis, los cuales se obtienen de dividir la dosis luminica sobre la
irradiancia.

8.1.2. Disposicion de la placa e irradiacion de los compuestos 5, 6 y gefitinib.

Una vez establecida la concentracion de los compuestos 5, 6 y gefitinib, la
concentracion de NBT vy las dosis luminicas, se procedi6é a realizar la irradiacion
de los compuestos con la linterna LED, el arreglo final se muestra en la Figura 21.

Figura 21. Disposicion de la lampara LED para la irradiacién de las placas de 96 pozos.

Cada ensayo para cada compuesto se realizo por triplicado, en los intervalos de
tiempo establecidos. Una vez que se cumplié el primer tiempo para la primera
dosis luminica, la placa de 96 pozos se introdujo en un espectrofotémetro de
placas y se realizé una lectura de los pozos seleccionados a una longitud de onda
de 525 nmy se registraron los 3 datos. Posteriormente, se volvio a irradiar la placa
para cumplir con el tiempo establecido para la segunda dosis luminica y asi
sucesivamente, hasta llegar a la ultima dosis luminica de 75 J/cm?.
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8.2. Resultados y discusion
8.2.1. Determinacion de los disolventes para el NBT y los compuestos 5, 6 y gefitinib.

En el caso del NBT se determin6 que el disolvente en el experimento fuese una
mezcla 1:1 de DMF y agua. Para el caso de los compuestos se utiliz6 como
disolvente dimetilformamida para la disolucién stock de 10 mM.

8.2.2. Determinacion de las concentraciones del NBT y de los compuestos 5, 6 y
gefitinib.
La concentracion de NBT utilizada fue de 10 mM, mientras que la concentracion de
la disolucion stock de los compuestos 5, 6 y gefitinib fue de 10 mM. De estas

disoluciones stock, se obtuvieron las disoluciones “B” de los compuestos 5, 6 y
gefitinib, con una concentracion de 1 mM.

8.2.3. Determinacion del contenido de cada pozo para el ensayo de captura de anion
superéxido (NBT y compuestos 5, 6 y gefitinib).

Una vez realizado los experimentos como se marca en la Tabla 3, las proporciones
Optimas para el ensayo de captura de radical superdxido fueron las que describen a
continuacion:

Tabla 3. Condiciones experimentales para el ensayo de captura de radical superéxido.

Volumen para adicionar (uL) Concentracion final del
compuesto (UM)
Compuesto 5 NBT
160 40 800
Compuesto 6 NBT
160 40 800
Gefitinib NBT
160 40 800

8.2.4. Establecimiento de dosis luminica o fluencia (J/cm?).

Una vez ajustados los valores de intensidad de corriente a 1 A, la tension eléctrica
a 3 Vy la potencia eléctrica a 3 W con ayuda de la fuente de alimentacion, se midio
la irradiancia de la linterna LED, el valor obtenido fue de 0.15 W/cm?. Una vez
obtenido este valor, se calcularon los minutos necesarios para llegar a las dosis
luminicas establecidas en cada intervalo, empezando en 5 J/cm? aumentando de 5
en 5 unidades hasta llegar a 75 J/cm?. Los tiempos calculados se muestran en la
Tabla 4.
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Tabla 4. Dosis luminicas y su tiempo de irradiacion para el ensayo de captura de radical superoxido.

Dosis Tiempo Dosis Tiempo Dosis Tiempo
(J/lcm?) (min) (J/cm?) (min) (J/lcm?) (min)
5 0.6 30 3.3 55 6.1
10 1.1 35 3.9 60 6.7
15 1.7 40 4.4 65 7.2
20 2.2 45 5.0 70 7.8
25 2.8 50 5.6 75 8.3

8.2.5. Disposicion de la placa e irradiacion de los compuestos 5, 6 y gefitinib.

La intensidad del formazan formado, es directamente proporcional a la
concentracion de anién superéxido presente en la mezcla de reaccion. Se utilizé la
siguiente ecuacion para proporcionar un analisis cuantitativo de la generacion de
anién superdxido en comparacion con las condiciones iniciales en ausencia de
exposicion a la luz:

A¢

In (A_) =1InA; —In4,
0]

Donde At es la absorbancia en un punto de energia especifico y Ao es la absorbancia
inicial sin exposicién a la luz. Esta ecuacién permite la cuantificacién precisa de la
produccién de anién superdxido a una energia especifica, ya que se toma en cuenta
la concentracién de anién superéxido medida sin exposicion a la luz (0 J/cm?).

Como se muestra en la Grafica 1, el compuesto 5 produce tal cantidad de radical
superoéxido que logra reducir al NBT, que puede leerse a 525 nm, comparado con
los compuestos 6 y gefitinib, que no generan radical superéxido. Dicha produccién
de esta ROS, alcanza un nivel estable a la dosis luminica o fluencia de 75 J/cm?, de
hecho, el crecimiento puede verse como una especie de curva sigmoidea, en donde
al inicio, el crecimiento se desarrolla de forma cuasi exponencial y posteriormente,
al irse descomponiendo el compuesto 5, la tasa de crecimiento disminuye
alcanzando una meseta. Dados los resultados, se espera que en los ensayos
posteriores ni el compuesto 6 ni el gefitinib sean capaces de generar otro tipo de
ROS, por lo tanto, también se espera que no repercutan en la viabilidad celular una
vez que éstos sean irradiados. En este punto, el compuesto 6 se descarta para los
siguientes experimentos, utilizando solamente el control positivo para las lineas
celulares (gefitinib) y el compuesto 5. Reconociendo la importancia de mantener la
uniformidad en experimentos posteriores, se eligié el valor energético de 75 J/cm?
como punto de referencia para futuras investigaciones y evaluaciones. Los
experimentos de control mostraron que la formacion de ROS del compuesto 5 es
exclusiva de la excitacion de luz a 460 nm. El compuesto 6 y gefitinib produjeron
pocos radicales de anion superéxido durante los periodos generales de exposicion.
Con base en esta informacion, se realizaron otras pruebas para investigar como el
cambio de la concentracion del fotosensibilizador afectaba la cantidad de anién
superéxido formada.
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Irradiando el fotosensibilizador con luz de 460 nm a una energia de 75 J/cmz?, el
experimento tuvo como objetivo dilucidar el efecto de la concentracion del
fotosensibilizador sobre la produccion de radicales de anién superéxido. Los
resultados obtenidos de esta configuracion experimental arrojaron un gréafico
sigmoidal, que proporciona informacion valiosa sobre el efecto acumulativo de la
produccién de anién superoxido (Gréafica 2), con una concentracion de acumulacion
maxima de aproximadamente 31 uM.
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Grafica 1. Absorbancia del formazéan obtenido dada la produccién de radical superéxido, en funcién de la
fluencia.

—
o
|

\

o
o
I

IN(AJA)

o
w
]

rd

0 1 2 3
log[5], uM

o
o

Grafica 2. Compuesto 5 al ser irradiado con una luz de 460 nm a una energia de 75 J/cm?.
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9. Ensayo de captura de radical hidroxilo

9.1. Metodologia

Para este ensayo se utiliz6 como compuesto detector de radical hidroxilo («OH") al azul
de metileno (MB). Esta es una prueba que indica cuantitativamente la presencia de
radicales hidroxilos mediante un blanqueo inmediato y distintivo del MB (36). En la
prueba de MB, el radical hidroxilo reacciona con el catibn de MB para producir un ion

hidroxido y un cation radical de MB: _
azul incoloro

MB* + «OH" — *MB* + OH"

Dado que el cation de MB es de color azul oscuro y el cation radical MB es incoloro, la
aplicacién de una muestra que contiene radicales hidroxilos al MB produce un cambio
de color de azul oscuro a incoloro.

9.1.1. Determinacion de los disolventes para el MB y los compuestos 5, 6 y gefitinib.

Para este ensayo se realizaron pruebas de solubilidad del MB en los siguientes
disolventes: MeCN, DMF, DMSO y agua. Una vez encontrado el disolvente o mezcla
de disolventes, se utilizaron estos mismos disolventes para realizar la prueba de
solubilidad para los compuestos.

9.1.2. Determinacion de las concentraciones del MB y de los compuestos 5, 6y
gefitinib.

Para este experimento, se fijo primero una concentracion de MB de 10 mM. Para la
elaboracion de esta disolucion, se pesaron 31.98 mg de MB y se disolvieron en 10
mL de disolvente. Posteriormente, se prepararon las disoluciones stock de los
compuestos 5, 6 y gefitinib a una concentracion establecida de 10 mM, teniendo 1
mL de disolucion de cada compuesto.

9.1.3. Determinacion del contenido de cada pozo para el ensayo de captura de radical
hidroxilo (MB y compuestos 5, 6 y gefitinib).

Para determinar la concentracion final en la placa de 96 pozos para el ensayo de
captura de radical hidroxilo, ya teniendo las disoluciones stock de MB y de los
compuestos 5, 6 y gefitinib, se realizaron experimentos cambiando las proporciones
de MB y de los compuestos para encontrar la 6ptima, como se muestra en la Tabla
5. El volumen final en cada pozo fue de 200 uL. La concentracién de las disoluciones
de los compuestos 5, 6 y gefitinib es de 1 mM, y la concentracion de MB es de 10
mM.
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Tabla 5. Disefio experimental para el ensayo de captura de radical hidroxilo (®OH").

Volumen para adicionar (uL) Concentracion final del
compuesto (M)

Compuesto 5 MB

40 160 200

80 120 400

120 80 600

160 40 800
Compuesto 6 MB

40 160 200

80 120 400

120 80 600

160 40 800
Gefitinib MB

40 160 200

80 120 400

120 80 600

160 40 800

9.1.4. Establecimiento de dosis luminica o fluencia (J/cm?).

Para este experimento, se utilizé6 como fuente de luz una linterna LED azul de 460
nm con 3.7 V, la cual fue adaptada para funcionar con corriente eléctrica directa en
lugar de baterias, para eliminar fluctuaciones de energia. La linterna LED fue
conectada a una fuente de alimentacién de CC variable, ajustando la intensidad de
corriente a 1 Ay la potencia eléctrica a 3 W. Una vez realizado este ajuste, se midio
la irradiancia de la linterna con un medidor, y se registr6 este dato para los calculos
posteriores. El medidor de irradiancia posee unidades en W/cm2, mientras que las
unidades de dosis luminica o fluencia son J/cm? De esta manera, mientras mas
tiempo se expongan los compuestos a la luz de la linterna, la dosis luminica
aumentara mientras la irradiancia se mantiene constante. Se establecieron distintos
intervalos de dosis luminica, empezando en 5 J/cm? aumentando de 5 en 5 unidades
hasta llegar a 75 J/cm2, de esta manera, se fueron calculando los minutos
necesarios para llegar a cada dosis, los cuales se obtienen de dividir la dosis
luminica sobre la irradiancia.

9.1.5. Disposicion de la placa e irradiacion de los compuestos 5, 6 y gefitinib
(experimento sin H,05).

Una vez establecida la concentracion de los compuestos 5, 6 y gefitinib, la
concentracion de MB y las dosis luminicas, se procedi6 a realizar la irradiacion de
los compuestos con la linterna LED, el arreglo final se muestra en la Figura 21.

Cada ensayo para cada compuesto se realizoé por triplicado, en los intervalos de
tiempo establecidos. Una vez que se cumplio el primer tiempo para la primera dosis
luminica, se realizo una lectura espectrofotométrica, de los pozos seleccionados, a
una longitud de onda de 635 nm y se registraron los 3 datos. Posteriormente se
volvié a irradiar la placa para cumplir con el tiempo establecido para la segunda
dosis luminica y asi sucesivamente, hasta llegar a la ultima dosis luminica.
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9.1.6. Disposicion de la placa e irradiacion de los compuestos 5, 6 y gefitinib
(experimento con H205).

Una vez establecida la concentracion de los compuestos 5, 6 y gefitinib, la
concentracion de MB y las dosis luminicas, se procedié a realizar la irradiacion de
los compuestos con la linterna LED.

Cada ensayo para cada compuesto se realizé por triplicado, a los intervalos de
tiempo establecidos. Una vez que se cumplio el primer tiempo para la primera dosis
luminica, la placa de 96 pozos se introdujo en un espectrofotometro placas y se
realiz6 una lectura de los pozos seleccionados a 635 nmy se registraron los 3 datos,
posteriormente, se volvié a irradiar la placa para cumplir con el tiempo establecido
para la segunda dosis luminica y asi sucesivamente, hasta llegar a la Gltima dosis
luminica.

9.2. Resultados y discusion
9.2.1. Determinacion de los disolventes para el MB y los compuestos 5, 6 y gefitinib.

En el caso del MB se determin6 que el disolvente en el experimento fuese una
mezcla 1:1 de dimetilformamida y agua. Para el caso de los compuestos se utilizé
como disolvente dimetilformamida para la disolucion stock de 10 mM.

9.2.2. Determinacion de las concentraciones del MB y de los compuestos 5, 6 y
gefitinib.

La concentracién de MB utilizada fue de 10 mM, mientras que la concentracion de
la disolucion stock de los compuestos 5, 6 y gefitinib fue de 10 mM. De estas
disoluciones stock, se obtuvieron las disoluciones “B” de los compuestos 5, 6 y
gefitinib, con una concentracion de 1 mM.

9.2.3. Determinacion del contenido de cada pozo para el ensayo de captura de radical
hidroxilo (MB y compuestos 5, 6 y gefitinib).

Una vez realizado los experimentos como se marca en la Tabla 6, las proporciones
Optimas para el ensayo de captura de radical hidroxilo fueron las que describen a
continuacion:

Tabla 6.Condiciones experimentales para el ensayo de captura de radical hidroxilo.

Volumen para adicionar (uL) Concentracion final del
compuesto (UM)
Compuesto 5 NBT
160 40 800
Compuesto 6 NBT
160 40 800
Gefitinib NBT
160 40 800
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9.2.4. Establecimiento de dosis luminica o fluencia (J/cm?).

Una vez ajustados los valores de intensidad de corriente a 1 A, la tension eléctrica
a 3 Vy la potencia eléctrica a 3 W, con ayuda de la fuente de alimentacién, se midio
la irradiancia de la linterna LED, el valor obtenido fue de 0.15 W/cm?. Una vez
obtenido este valor, se calcularon los minutos necesarios para llegar a las dosis
luminicas establecidas en cada intervalo, empezando en 5 J/cm?, aumentando de 5
en 5 unidades hasta llegar a 75 J/cm?. Los tiempos calculados se muestran en la
Tabla 7.

Tabla 7.Dosis luminicas y su tiempo de irradiacion para el ensayo de captura de radical hidroxilo.

Dosis Tiempo Dosis Tiempo Dosis Tiempo
(J/cm?) (min) (J/cm?) (min) (J/cm?) (min)
5 0.6 30 3.3 55 6.1
10 11 35 3.9 60 6.7
15 1.7 40 4.4 65 7.2
20 2.2 45 5.0 70 7.8
25 2.8 50 5.6 75 8.3

9.2.5. Disposiciébn de la placa e irradiacibn de los compuestos 5, 6 y gefitinib,

experimento con H>O: y sin H,O..

Este experimento resultd util para comprender el proceso y caracteristicas de la
descomposicién del compuesto 5, asociadas con la formacién del cation ferrocinio
después de la irradiacion de luz y su posterior descomposicion en Fe?*, un fragmento
de ciclopentadienilo y el resto de quinazolina unida al otro ciclopentadienilo. Este
proceso de descomposicién ocurre en dos reacciones acopladas: la reaccion de
Fenton y la reaccién de Haber-Weiss. La reaccién de Fenton involucra peréxido de
hidrégeno y Fe?*, para generar radicales hidroxilos, mientras que la reacciéon de
Haber-Weiss involucra la reaccién del anién superéxido y peréxido de hidrégeno,
para generar oxigeno molecular y radical hidroxilo (Figura 22). Ambas reacciones
desempefian papeles importantes en la produccién de ROS (37) y se sabe que
contribuyen a la actividad fotodinamica general, observada en nuestro sistema
experimental.
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Figura 22. Integracion de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss.
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Estas reacciones vinculadas enfatizan el potencial del compuesto 5 obtenido para el
tratamiento fotodindmico dirigido a un sitio particular.

Para la identificacion de los radicales hidroxilos, se empleé el método de blanqueo
con azul de metileno. Cuando hay radicales hidroxilos, el azul de metileno se
degrada y pierde su color azul. Esta degradacién se nota por la disminucion de la
absorbancia a 635 nm. Al monitorear los cambios en la absorbancia antes y después
de la irradiacion de luz, determinamos la formacion y reactividad de los radicales
hidroxilos durante el experimento. Se llevaron a cabo dos sistemas de reaccion para
probar esta teoria. En un intento por aprender mas sobre la propensién de la
molécula a reacciones de tipo Fenton, que producen especies reactivas como los
radicales hidroxilos, se afiadié peréxido de hidrégeno a la reaccion inicial. Esto se
logré6 cuando la sustancia quimica experimentd una reaccion de Haber-Weiss
cuando se expuso a la luz para formar Fe?* a partir de Fe*". Por el contrario, la
segunda reaccion se llevd a cabo sin peroxido de hidrogeno, para evaluar la
necesidad de este reactivo, para generar las especies reactivas requeridas para la
degradacioén del azul de metileno.

Para cuantificar indirectamente la formacion de radicales hidroxilos, mediante el
blanqueo del azul de metileno, se empled la siguiente ecuacion:

, 100
% * OH producido = A—(AO —A;)
0

Donde Ao es la absorbancia a 635 nm de cada muestra antes de la exposicion a la

luz y Ai es la absorbancia final de cada muestra después de la exposicién a la luz.
Los resultados proporcionan evidencia convincente de que la degradacion
observada del fotosensibilizador, el compuesto 5, se correlaciona directamente con
la produccion de radicales hidroxilos. A medida que aumenta la concentracion del
compuesto 5, se observa un comportamiento sigmoideo similar al observado en el
ensayo de captura de radical anién superoxido anterior (Gréafica 2). Esta tendencia
sigmoidea sugiere un efecto acumulativo, donde concentraciones mas altas del
compuesto 5 dan como resultado una generacion amplificada de radicales
hidroxilos.

Las condiciones experimentales demostraron que, aproximadamente el 75% de la
formacion de radicales hidroxilos, se logré con la concentracién mas alta, como se
puede notar en la Grafica 3. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la degradacion
del fotosensibilizador juega un papel fundamental en la produccién de especies
reactivas en presencia de peréxido de hidrogeno.

Por otra parte, la ausencia de peréxido de hidrogeno en el medio de reaccion dio
como resultado una degradacion insignificante del azul de metileno, como se
muestra en la Gréfica 3. Esta observacién subraya aun mas el papel crucial del
peroxido de hidrégeno como componente critico en la promocion del proceso de
degradacion. Sin peroxido de hidrogeno, no se cumplieron las condiciones
necesarias para generar especies reactivas, como los radicales hidroxilos, lo que
provoc6 una degradaciéon minima del azul de metileno.
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Estos hallazgos resaltan la contribucion esencial del peréxido de hidrégeno para
facilitar la via de degradacién y enfatizan su importancia para mejorar el potencial
citotoxico de nuestro fotosensibilizador en ambientes intracelulares, donde el
peroxido de hidrégeno sirve como una fuente crucial de estrés oxidativo.
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Grafica 3. Produccién de radical hidroxilo por el compuesto 5.

10.Ensayo de viabilidad celular
10.1. Metodologia

La metodologia descrita en este apartado se realiz6 tanto para conocer los efectos sobre
la viabilidad celular de los compuestos 5, FCcCHO y gefitinib en la linea celular de cancer
de mama MCF-7 y la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT.

10.1.1. Solubilidad de los compuestos 5, FcCHO vy gefitinib.

Disolucién de los compuestos en medio de cultivo DMEM suplementado al 10% con
SFB. Cada uno de los compuestos se intentd disolver en 4 mL, para llegar a una
concentracion final de 10 mM después de la disolucion. Ninguno de los compuestos
logro solubilizarse después de 2 ciclos de media hora en un sonicador. Por lo tanto,
se prosiguié con la eleccion de un disolvente que cumpliera con la funcién de
vehiculo de los compuestos.

Seleccion del disolvente (vehiculo). Entre los disolventes mas utilizados en los
ensayos de viabilidad celular como vehiculos, se encuentran dimetilsulfoxido
(DMSO0), etanol y metanol (38). Se determin6 que la concentracion de la disolucion
stock fuese de 20 mM, para las diluciones posteriores. Se peso por triplicado, 9.7
mg del compuesto 5, 4.3 mg del compuesto FCCHO y 9.0 mg de gefitinib,
posteriormente se intentd disolver estos compuestos en 1 mL de DMSO, etanol y
metanol, como se esquematiza en la Figura 23.
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Gefitinib

Figura 23. Prueba de solubilidad de los compuestos 5, Gefitinib y FCCHO.

10.1.2. Filtracion de los compuestos 5, FCCHO y gefitinib para esterilizar.

Una vez teniendo 1 mL de la disolucion stock de los tres compuestos, se tomé con
una jeringa 0.5 mL de cada disolucién y este volumen se transfirié a otro tubo

epperndorf.

Los 0.5 mL de disolucion de cada compuesto, se hicieron pasar por un filtro para
esterilizar. Se tomé aproximadamente 4 uL de cada disoluciéon con una micropipeta,
gue se colocaron para su analisis en un espectrofotometro de microvolumen
NanoDrop, como se muestra en la Figura 24. De esta manera, se comparé el

espectro de cada disolucion antes y después de ser filtrada.

\ Disoluciones
Lectura en
FcCHO filtradas
NanoDrop de cada
\%\\ d \\\( disolucién
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J }‘ 500 uL F
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Figura 24. Determinacién de espectros de UV-Vis antes y después de filtrar las disoluciones de los
compuestos 5, Gefitinib y FcCHO.
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10.1.3. Determinacién del efecto del vehiculo (DMSO), en la linea celular MCF-7.

Se utilizé6 una placa de 96 pozos estéril para determinar el efecto del vehiculo
(DMSO) sobre la viabilidad celular con la prueba de MTT (ANEXO 2). En la placa se
colocaron 7,000 células por pozo, con un volumen de 100 pL.

Cada prueba se realiz6 por cuadruplicado, y se inicié con un porcentaje de 0.8% de
DMSO, luego de 0.4%, 0.2% y asi sucesivamente hasta llegar a 0.00156%.

La metodologia para la descongelacion de las células, cuenta celular, tripsinizacion
y mantenimiento de las células se encuentra en ANEXO 2.

Se sigui6é el mismo procedimiento para la linea celular HaCaT.

10.1.4. Determinacion de la concentracion de los compuestos 5, FCCHO y gefitinib
para el ensayo de viabilidad celular en la linea MCF-7.

Una vez lograda la solubilidad de los compuestos en el medio y establecido un
intervalo de porcentaje del vehiculo para que pueda utilizarse con seguridad, se
procedio a realizar diluciones de la disolucion stock de cada uno de los compuestos,
para determinar la concentracion mas o6ptima que se usara en los siguientes
experimentos. En una placa de 96 pozos, se colocaron 7,000 células por pozo, con
un volumen de 100 pL.

Se realiz6 por cuadruplicado el experimento para cada concentracion empezando
con 80 pM, luego 40 uM, y asi sucesivamente, hasta llegar a 5 yuM; para los
compuestos 5, gefitinib y FcCHO como se muestra en la Figura 25. Se determiné
que el volumen final fuese de 0.6 mL para cada concentracion, ya que la
determinacién de viabilidad celular se realiz6 por cuadriplicado y, si en cada pozo
se colocan 100 uL, entonces se requieren 400 yL por cada concentracion.

Se sigui6é el mismo procedimiento para la linea celular HaCaT.

/\ /\ /\ Tomar

Tomar Tomar
06mL 06mLQO6mL
DJ = & &

0.2 mM 80 UM 40 uM 20 UM 10 pM 5 UM
DMEM: 0.72 mL DMEM: 0.6 DMEM: 0.6 DMEM: 0.6 DMEM: 0.6
Vf:1.2mL mL mL mL mL

Figura 25. Disoluciones de los compuestos 5, Gefitinib y FCcCHO.
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10.1.5. Determinacién del numero de células por pozo para el ensayo de viabilidad

celular en la linea MCF-7.

El ensayo para determinar el nimero de células se baso en datos de varios autores
(39-41) donde se utilizaban de 1,100 a 10,000 células por pozo. Para el primer
experimento se utilizaron 7,000 células, después 1,000 células por pozo y finalmente
3,000 ceélulas. Comprendiendo un total de 3 experimentos. Se utilizaron las
concentraciones establecidas en 10.1.4, para realizar la prueba de MTT.

Este procedimiento se realiz6 también en la linea celular HaCaT.

10.1.6. Experimento de exposicidén a luz de 460 nm (terapia fotodinamica) en la linea

celular MCF-7 y HaCaT.

Una vez establecida la concentracion de las moléculas a ensayar y el nimero de
células por pozo, se procedid a realizar el experimento con luz. Se utilizaron dos
placas por ensayo. Una de ellas fue irradiada con la luz, mientras que la segunda
no fue sometida a fuente de irradiacion.

Una vez que se les agregaron los compuestos 5, FcCHO vy gefitinib a las placas 1
y 2, estas se incubaron a 37 °C, durante 3 horas. Pasado ese tiempo, ambas placas
se sacaron de la incubadora y la placa 2 fue sometida a irradiacién luminica,
recibiendo una dosis luminica o fluencia de 75 J/cm? (este valor de fluencia su utilizd
basandose en experimento de ensayo de captura de radical anidn superoxido) a una
longitud de onda de 460 nm, como se muestra en la Figura 26.

Pasado ese tiempo, ambas placas se colocaron nuevamente en la incubadora
durante 21 horas. Al finalizar el experimento, se realiz6 la prueba de MTT para
ambas placas.

Este procedimiento se realizé también en la linea celular HaCaT.
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Figura 26. Disefio experimental y tiempos de incubacidn para posterior irradiacion.
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10.2.

Resultados y discusion

10.2.1. Solubilidad de los compuestos 5, FCCHO y gefitinib.

Para la eleccién del vehiculo se habia planteado utilizar etanol, metanol o DMSO.
Los compuestos 5 y FcCHO se disolvieron perfectamente en el metanol y etanol,
pero este no fue el caso para gefitinib, ya que no se logré su disolucion total en
esos disolventes. Por este motivo, etanol y metanol se descartaron como vehiculos
posteriores. En cambio, los tres compuestos se lograron disolver en DMSO, por que
se eligié como vehiculo para los experimentos posteriores.

Cabe destacar que la concentracién final de DMSO, en experimentos de viabilidad
celular, debe ser menor al 0.6% para evitar la inhibicién de la proliferacion celular a
causa del disolvente. (38)

Con respecto a la solubilidad, el compuesto 5 mostré un mejor perfil, fue posible
disolverlo en etanol, contrariamente el gefinitib, que es un farmaco utilizado
actualmente en la terapia contra el cancer, no se disuelve en etanol. Esta
informacion es util para estudios posteriores de formulacion farmacéutica.

10.2.2. Filtracion de los compuestos 5, FcCHO y gefitinib para esterilizar.

Los espectros de las disoluciones stock de los compuestos 5, FCCHO y gefitinib
son iguales para cada disolucion filtrada y no filtrada, es decir, no hay diferencias
entre ambos espectros. Se infiere que el filtro disponible no retiene a ninguno de los
compuestos y se confirma que no se modifica la concentracion de dichos
compuestos al hacerlos pasar por el filtro.

Para poder utilizar los compuestos en lineas celulares, estos deben estar
completamente disueltos en el vehiculo seleccionado. A su vez, cuando la disolucién
stock se incorpora al medio de cultivo empleado, no debe ocurrir precipitacion o
formacion de agregados. Esta condicion se procur6 para los tres compuestos, como
se muestra en la Figura 27. La concentracion de la disolucién stock se determiné
gue fuese 20 mM, mientras que la disolucién incorporada con el medio de cultivo
DMEM suplementado al 10% con SFB, se determin6 que fuese de 0.2 mM para el
caso de los tres compuestos.
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Preparar 1 mL de cada Concentracion en el

disolucion, concentracion medio: 0.2 mM
final: 20 mM Volumen final: 3 mL
30 pL
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FcCHO 5 Gefitinib

Figura 27. Filtracién de las disoluciones en medio DMEM de los compuestos 5, Gefitinib y FcCHO.
10.2.3. Determinacion del efecto del vehiculo (DMSO) en la linea celular MCF-7.

Al término del tratamiento de los datos, se concluyé que ningln porcentaje de
DMSO, en el intervalo estudiado (0.8%- 0.00156%), es citotéxico para las células
de la linea MCF-7 y HaCaT, por lo que puede utilizarse en las pruebas posteriores.

10.2.4. Determinacion de la concentracion de los compuestos 5, FCCHO y gefitinib
para el ensayo de viabilidad celular en la linea MCF-7.

En este experimento se buscé una concentracién en la que la actividad del
compuesto 5 y del gefitinib (control positivo) sea equiparable. En ninguna de las
concentraciones se obtuvieron valores mayores al 15% de inhibicién, para alguno
de los tres compuestos. En este punto se planteé cambiar las concentraciones o la
cantidad de células por pozo, pero el primer paso fue intentar con un numero distinto
de células.

10.2.5. Determinacion del nimero de células por pozo para el ensayo de viabilidad
celular en la linea MCF-7.

Se repitidé el experimento con 7,000 células por pozo, sin obtener los resultados
esperados. Posteriormente, en el experimento de 1,000 células se determind que
era un bajo namero de células, por lo que en el tratamiento de datos al restar el valor
promedio del blanco, se obtenian valores negativos de viabilidad celular.
Finalmente, se eligi6 el valor de 3,000 células por pozo, al estar entre 1,000 y 7,000
células por pozo. En este experimento se busc6 encontrar una concentracion en la
gue la actividad del compuesto 5 y del gefitinib (control positivo) fuese equiparable.
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En la Unica concentracién que se encontrd una inhibicién celular similar entre el
compuesto 5y del gefitinib fue en la concentracion de 80 uM, ya que mientras con
esta concentracion el gefitinib inhibié un 40.25% la viabilidad celular, el compuesto
5 inhibi6 el 38.26%. En cuanto a la linea celular HaCaT, el experimento se repitid
con 7,000 células, pero al encontrar el numero de células Optimas para la linea
celular de cancer de mama, se trabajo con 3,000 células en la linea celular HaCaT.

10.2.6. Experimento de exposicion a luz de 460 nm (terapia fotodinamica) en la linea
celular MCF-7 y HaCaT.

Las condiciones de este experimento, para conocer el efecto de los compuestos 5,
FcCHO y gefitinib en las lineas celulares MCF-7 y HaCaT, fueron las siguientes, de
acuerdo a todos los experimentos previos. La concentracion probada fue de 80 uM,
el nimero de células por pozo fue de 3,000 y la fluencia fue de 75 J/cm?. Los
resultados en este experimento fueron satisfactorios para el caso de ambas lineas
celulares.

Como se puede observar en la Grafica 4, en la linea celular MCF-7 sin aplicar luz
(barras negras), el vehiculo (DMSO-0.4%) no tuvo un efecto significativo en la
viabilidad celular, por lo cual se puede utilizar este porcentaje (0.4%) a lo largo del
experimento, al no presentar actividad que repercuta en la viabilidad celular.
Asimismo, también se observa que el gefitinib (control positivo) tuvo un efecto
significativo en la viabilidad celular, esto también ocurre con el compuesto 5. La
explicacién a este resultado es que la porcion tipo quinazolina del compuesto 5
provoca citotoxicidad de la misma manera que gefitinib, lo que sugiere que hay
unién a EGFR. De esta forma, se puede decir que en la oscuridad el compuesto 5
ya posee cierta actividad, dada su estructura. Por otro lado, el compuesto FCCHO
no presento actividad en esta linea celular en la oscuridad.
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Gréfica 4. Inhibicion celular de los compuestos 5, Gefitinib y FcCHO sin luz, linea MCF-7. **** p<0.0001
(99.99%).
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Ahora bien, continuando con la linea celular MCF-7, en el experimento aplicando luz
(TFD), se puede observar en la Gréfica 5, que el vehiculo es adecuado para el
experimento, ya que el hecho de que el DMSO sea expuesto a las condiciones de
irradiacion de este experimento, no afecta de manera significativa la viabilidad. En
cambio, se observa que hay diferencia significativa entre los tratamientos a oscuras
y con luz de los fotosensibilizadores, que, en este caso, son el compuesto 5 y el
FcCHO. En la Gréfica 4, se observa que el control positivo gefitinib inhibié de
manera significativa la viabilidad celular en el experimento sin luz, mientras que en
el experimento con luz el porcentaje de viabilidad no cambi6 significativamente, por
lo que se puede decir que en este compuesto la luz no es un factor determinante en
su actividad. Caso contrario al compuesto 5, que sin luz ya poseia una actividad,
pero que con luz esta actividad sobre las células, incrementé de manera significativa.
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Grafica 5.Inhibicién celular de los compuestos 5, Gefitinib y FcCHO con luz, linea MCF-7. ** p<0.0021 (97.9%)

Finalmente, se muestran los resultados del experimento de TFD en células HaCaT,
en la Grafica 6.

La diferencia entre la viabilidad celular en el experimento con luz y el experimento
sin luz de los compuestos 5 y FCCHO no fueron significativas, es decir que los
compuestos causan estadisticamente la misma muerte celular cuando éstos son
sometidos a irradiacion luminica de 460 nm.

Recordando que la linea celular HaCaT proviene de queratinocitos y la linea celular
MCF-7 de adenocarcinoma mamario, y comparando las Graficas 4, 5y 6, se
concluye que el compuesto 5 exhibe una notable selectividad citotéxica hacia las
células cancerosas cuando se somete a una irradiacion luminica, ya que este
compuesto reduce, en mayor porcentaje, la muerte celular en células de cancer de
mama en comparacion con células como los queratinocitos. Se concluye también
gue el compuesto 5 es mas selectivo que el control positivo gefitinib, ya que este
Gltimo compuesto provoca muerte celular en la linea MCF-7, pero también en la linea
HaCaT.
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Grafica 6. Inhibicién celular de los compuestos 5, Gefitinib y FcCHO, linea HaCaT. ** p<0.0021 (97.9%).

11.Acoplamiento molecular

La simulacién de acoplamiento molecular es un buen método para predecir las posibles
interacciones entre un ligando pequefio y biomoléculas objetivo. Puesto que en el ensayo de
captura de radical anion superoxido, el compuesto 6 no generd esta especie reactiva, los
estudios de acoplamiento molecular se realizaron Unicamente con el compuesto 5. El
compuesto 5 si fue capaz de producir radical anion superéxido, radical hidroxilo y por
consiguiente, provocar disminucion de la viabilidad celular en la linea celular de cancer MCF-
7. Como diana para el acoplamiento molecular, se utilizara la proteina EGFR por su
importancia descrita anteriormente.

11.1. Metodologia

Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron utilizando el software Vina 1.2.1
(42). En el acoplamiento se utilizd el dominio de tirosina cinasa en su forma activa e
inactiva, para analizar el efecto de cada conformacion en la union del ligando, que en
este caso es el compuesto 5. Las simulaciones del acoplamiento molecular se realizaron
utilizando una exhaustividad de 20 conformaciones.

43



11.1.1. Preparacion de archivos de entrada para el acoplamiento molecular

Preparacion de las proteinas

En cuanto a la preparacion de las proteinas, se utilizo la base de datos del RCSB
Protein Data Bank (PDB), para la obtencion de la estructura cristalina del dominio
de tirosina cinasa del receptor de crecimiento epidérmico (EGFR-TKD), siendo el
PDB ID: 1M17 obtenida por cristalografia de difraccion de rayos X, con una
resolucion de 2.46 A (43) para la forma activa y el PDB ID: 4HJO obtenida por
cristalografia de difraccién de rayos X, con una resolucion de 2.75 A (44) para la
forma inactiva. Ambas proteinas se prepararon con el software Chimera 1.17. (45)
A ambas proteinas se les eliminé el ligando con el que fueron cristalizadas, en este
caso el Erlotinib ([6,7-bis(2-metoxi-etoxi)quinazolin-4-il]-(3-etinilfenil)amina),
también se eliminaron las moléculas de agua, quedando solo las proteinas de
interés.

En cuanto a la preparacion del receptor, con AutoDock Tools4 (46), se afiadieron
atomos de hidrégeno polares, cargas de Gasteiger y pardmetros de solvatacion.

Preparacion del ligando

El compuesto 5 se prepard utilizando el software ChemDraw (47), posteriormente
se exporto al software Gaussian 16 y se prepar6 usando el nivel tedrico funcional de
densidad DFT B3LYP 6-31G(d,p). La optimizacién de la geometria se realiz6
utilizando los criterios de convergencia predeterminados del programa. Una vez
optimizada la estructura, el archivo de salida se convirtié a un archivo PDB, para su
posterior utilizacion en los estudios de acoplamiento molecular.

11.1.2. Definicién del espacio de acoplamiento molecular.

Para la determinacién del espacio exacto en el que se efectué el acoplamiento
molecular, se utilizé el software de PyRx. En este software se obtuvo la cuadricula
del sitio activo, con dimensiones de 20 x 20 x 20 A. Este cubo en el espacio de la
proteina representa el lugar en el que se encuentra el ligando co-cristalizado.

11.1.3. Visualizacion del acoplamiento molecular

11.2.

Para la inspeccién visual de los resultados de los acoplamientos moleculares se
utilizé el software PyMOL (48), logrando apreciar en 3D los complejos proteina-
ligando.

Resultados y discusion

Como se puede observar en la Figura 28 y la Figura 29, el compuesto 5 formo un
puente de hidrégeno con la cadena principal de M793, también formé una
interaccion pi-cation con K745. Ademas, se observé una interaccion de apilamiento
1T (0 interaccion 11- 17) entre el grupo ciclopentadienilo del compuesto 5y F723, dado
gue los planos de los anillos aroméaticos se apilan paralelos entre si.
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La interaccién con M793 y el modo de unién, en general, ya se habia reportado con
el gefitinib (49), molécula que fue el control positivo en los ensayos de captura de
radical anién superéxido, radical hidroxilo y el ensayo de viabilidad celular en células
HaCaT y MCF-7. El score de acoplamiento para gefitinib fue de -9.86 mientras que
para el compuesto 5 fue de -8.23. También se observa que la presencia del grupo
ferroceno en la molécula, no interfiere en el modo de unién, es decir, su presencia
no reduce la afinidad del compuesto 5 hacia el sitio de interés de unién en EGFR.

Figura 28. Acoplamiento molecular del compuesto 5 en la proteina 1M17 (forma activa)
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Figura 29.Acoplamiento molecular del compuesto 5 en la proteina 4HJO (forma inactiva)

Al realizar las simulaciones del acoplamiento molecular, se mostré una union estable del
ligando (compuesto 5) a la proteina (EGFR-TKD), tanto en su forma activa como inactiva,
de esta manera se puede decir que existe una regulacién mas fina de su actividad ya
gue hay un “doble mecanismo” de inhibicién.

La inhibiciéon de la proteina EGFR, en su porcidon de dominio de tirosina cinasa, detiene
multiples vias de sefalizacion. Ademas, la capacidad de inhibir la enzima en su forma
inactiva puede ser (til para prevenir una activacion inapropiada de la enzima en
situaciones donde no se requiere su actividad. Asimismo, aunque las estructuras
terciarias de los dominios de las proteinas cinasas -cataliticamente activas- son muy
similares entre ellas, se ha informado segun la estructura cristalina de estas mismas
proteinas inactivas, que poseen una gran cantidad de conformaciones distintas entre si,
es decir, entre la familia de las proteinas cinasas en su forma activa son similares, pero
en la inactiva son diferentes. Por consiguiente, los compuestos que se dirijan a
conformaciones inactivas especificas pueden ser mas selectivos que aquellos que se
dirijan a la conformacioén activa (50). Esto se traduce a que gracias a que el compuesto
5 se une a la forma inactiva de la molécula, en un ambiente biol6gico sera capaz de
unirse solo a la pocién de tirosina cinasa de EGFR, evitando interferir en vias no
deseadas. Otra deduccion que se surge, es que el hecho de que el compuesto 5 se
acople a la forma inactiva en el TKD, hace que se reduzca su tasa de activacion, al
afectar la cinética de la fosforilacion.

La validacion del acoplamiento molecular, se realiz6 con DockRMSD (51), la
comparacion entre el ligando co-cristalizado y la conformacion adoptada después del
acoplamiento se encuentra en el ANEXO 3.
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12.Conclusiones y perspectivas.

Se llevd a cabo la sintesis y caracterizacibn completa de las moléculas definidas en el
apartado de sintesis molecular. Mediante técnicas de analisis quimico, se garantiza la
estructura y pureza de las moléculas sintetizadas. Asimismo, se obtuvo el espectro de
absorcion UV-Vis de la molécula, lo que brindé informacién sobre su capacidad de absorcion
de la luz.

Para evaluar la capacidad de la molécula de generar especies reactivas de oxigeno, se
realizaron ensayos de captura del radical hidroxilo y ensayos de captura del radical anién
superdéxido. Los resultados demostraron que una de las moléculas disefiadas (compuesto 5)
es capaz de producir estas especies reactivas una vez excitada con luz azul de 460 nm, lo
cual es relevante, debido a su potencial aplicacion en terapia fotodinamica.

Adicionalmente, se realizaron estudios in vitro en lineas celulares para evaluar la actividad
biolégica de la molécula (compuesto 5). Los resultados revelaron una inhibicion significativa
del crecimiento celular en la linea de cancer de mama MCF-7 (27.47%), la cual incremento
al irradiar las células con luz de 460 nm (39.18%). Se puede decir que en comparacion con
la monoterapia (gefitinib), el compuesto sintetizado -que es un conjugado de quinazolina-
ferroceno- exhibe una eficiencia y potencia superior para disminuir la viabilidad de células
cancerosas.

Mientras tanto, en las células HaCaT, el compuesto 5 no repercutio en la viabilidad celular
aun cuando éste fue irradiado con luz, lo que indica que tiene un efecto citotdéxico selectivo
sobre las células que expresan EGFR.

Por otro lado, los estudios de acoplamiento molecular revelaron una interaccién favorable
entre el compuesto y la proteina, presentando la interaccion con M793 de tipo puente de
hidrégeno.

Dentro de las perspectivas para el proyecto se encuentran realizar ensayos para conocer el
valor de IC50 del compuesto 5, en las lineas celulares MCF-7 y HaCaT, y obtener el indice
de selectividad, asi como el explorar diferentes tiempos de incubacién para determinar aquel
tiempo de actividad citotdéxica sea maxima. Adicionalmente explorar diferentes tiempos de
irradiacion, para analizar la posibilidad de disminuir la concentracién del compuesto utilizada.

Otros ensayos que pueden realizarse son ensayos de viabilidad celular en otras lineas
celulares de cancer, asi como el determinar el tipo de muerte celular en cada experimento,
para elucidar el mecanismo desencadenado.
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ANEXO 1. Metodologia de sintesis y caracterizacion de compuestos 5y 6, *H-RMN,
13C-RMN y espectrometria de masas.

Sintesis del compuesto 2.

Metodologia: En un matraz de fondo redondo de 100 mL, con boca 14/20, se colocaron 12.0 g
de 2-amino-5-nitrobenzonitrilo (73.56 mmol), suspendidos en 45 mL de DMF. Posteriormente, se
agreg6 9.77 mL de DMF-DMA (73.56 mmol). La mezcla se dej6é agitando a 110°C por 6 h en un
bafio de aceite de silicdn, en la boca del matraz se colocé un poco de vaselina para integrar un
condensador Graham. Al inicio de la reaccion, los componentes de la mezcla son solubles en
DMF. El avance de la reaccion, se fue monitoreando con CCF (sistema de elucion: CHCIl:/MeOH,
80:20), con ayuda de una lampara de UV, de esta forma se fue observando la desaparicion del
2-amino-5-nitrobenzonitrilo y, por consiguiente, la aparicién del compuesto 2 como un punto de
color amarillo fosforescente. Una vez que los reactivos se consumieron, el calentamiento se
detuvo, con el paso del enfriamiento el producto de reaccion se precipitd (color amarillo). La
mezcla de reaccion fue filtrada en un sistema de vacio equipado con un matraz Kitasato y un
embudo Blichner; se lavé con metanol hasta que el filtrado resultante fuera incoloro. Finalmente,
la masa del sélido amarillo obtenido fue de 13.09 g (59.99 mmol), con un rendimiento de 81.6%.
El Rf obtenido utilizando como fase mavil CHCls/MeOH 80:20 fue de 0.73, mientras que el punto
de fusion (pf) fue de 143-144 °C.

Sintesis del compuesto 3.

Metodologia: En un matraz de fondo redondo de 100 mL, con boca 14/20, se colocaron 7.0 g de
(E)-N'-(2-ciano-4-nitrofenil)-N,N-dimetilformimidamida  (32.08 mmol), posteriormente se
agregaron 50 mL de una mezcla de acido acético al 30% en acetonitrilo. Luego se agregaron
3.65 mL de 4-fluoranilina (38. 49 mmol) y la mezcla de reaccién se colocé en agitacién con reflujo,
durante 4 h en un bafio de aceite de silicon con un condensador Graham. Al ir incrementando la
temperatura de la mezcla, todos los componentes se solubilizan. La reaccién se siguié por CCF
hasta observar la desaparicion del compuesto 2. Cuando terminé la reaccién, se apago el
calentamiento y se observo gradualmente la aparicion de un precipitado de color amarillo. La
mezcla de reaccion se filtré en un sistema de vacio equipado con un matraz Kitasato y un embudo
Bichner; se hicieron lavados con acetonitrilo hasta resultar incoloro el acetonitrilo filtrado. El
soélido se dej6 secar por arrastre con vacio por una noche. Finalmente, la masa del sélido amarillo
fue de 7.69 g (27.05 mmol), con un rendimiento de 84.3%. El Rf obtenido utilizando como fase
movil CHCI3/MeOH 80:20 fue de 0.74, mientras que el punto de fusion (pf) fue de 270-271°C.

Sintesis del compuesto 4.

Metodologia: En un matraz de fondo redondo de 100 mL, con boca 14/20, se colocaron 7.0 g de
N-(4-fluorofenil)-6-nitroquinazolin-4-amina (24.63 mmol) y 0.7 g de Pd/C. El matraz se agité en
seco suavemente hasta la total incorporacion de ambos componentes. Posteriormente y con
cuidado se agreg0, por las paredes del matraz, 25 mL de metanol, se agit6 suavemente y luego
se agregaron 25 mL mas. El matraz se mantuvo en agitacion a reflujo durante 1 h en un bafio de
aceite de silicon, pero antes de colocarle el condensador tipo Graham, a la mezcla de reaccién
se agregaron 9.32 g de formiato de amonio (147.76 mmol). La reaccién se monitore6 con CCF,
y fue detenida cuando se observé la desaparicién del compuesto 3.
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Al finalizar la reaccion, los componentes de la misma se disolvieron en la mezcla, a excepcion
del Pd/C. El matraz se retir6 del calentamiento, y cuando llegd a temperatura ambiente, la mezcla
se filtré con un sistema de vacio equipado con un matraz Kitasato y un embudo de vidrio poroso,
ademds se coloco6 en el embudo papel filtro y una capa de celita, de esta manera se realizaron
lavados con metanol hasta que el liquido filtrado fue incoloro. La disolucién filtrada se llevé a un
rotaevaporador para eliminar el disolvente. El compuesto 4 se colocd en un embudo Blchner y
con ayuda de un matraz Kitasato se realizaron lavados con una disolucion de NaHCOs. De esta
manera se obtuvo un sélido de color amarillo palido/beige de masa de 5.58 g (21.95 mmol),
teniendo un rendimiento de la reaccion de 89.1%. El Rf obtenido utilizando como fase movil
CHCIs/MeOH 70:30 fue de 0.42, mientras que el punto de fusién (pf) fue de 259-261 °C.

Sintesis del FcCHO.

Metodologia: En un matraz de fondo redondo de 100 mL, se colocaron 12.0 g de ferroceno (64.50
mmol), 10.0 mL de DMF (129.0 mmol), finalmente se colocaron y 50 mL cloroformo anhidro. Esta
mezcla se agitdé en un bafio de hielo bajo atmésfera de nitrdgeno por 10 min. Luego, se afiadié
gota a gota a la mezcla 12 mL de cloruro de fosforilo (129 mmol), una vez completada la adicion,
la mezcla de reaccién se puso en agitacion por 20 h con un calentamiento en un bafio de aceite
de silicén a una temperatura de 55 °C. Finalizado el tiempo, la mezcla de reaccion se llevo a un
rotaevaporador y el residuo se verti6 en una mezcla de hielo y agua. Los precipitados sélidos
gue fueron principalmente ferroceno sin reaccionar se separaron mediante filtracion al vacio con
ayuda de un embudo Biichner y papel filtro. El filtrado resultante se neutraliz6 poco a poco y
cuidadosamente con carbonato de sodio en polvo y luego se extrajo con éter tres veces. Cada
uno de los extractos se combinaron y se les eliminé el agua agregando sulfato de magnesio
anhidro. Todos los extractos conjuntos se llevaron a un rotaevaporador, obteniendo un producto
puro en forma de cristales color marrdn rojizo. Con tres extracciones se obtuvo un sélido de masa
de 4.43 g (20.70 mmol), de rendimiento de 32.1%. El rendimiento es bajo dado que solo se
realizaron 3 extracciones con éter.

Sintesis del compuesto 5.

Metodologia: En un recipiente para microondas Anton Par G10 se colocaron 0.25 g del
compuesto 4 (0.983 mmol) y 0.252 g de formilferroceno (FcCHO, 1.18 mmol). La reaccién se
llevé a cabo sin disolvente a una temperatura de 120°C y se dejé reaccionar durante 20 min. Una
vez completada la reaccion, el solido obtenido fue recristalizado con una mezcla de EtOH/H-0,
para la eliminacién de las impurezas. Una vez obtenidos los cristales, se realizé una filtracién de
los mismos con ayuda de un embudo Bichner y papel filtro. Finalmente se obtuvieron los cristales
color naranja del compuesto 5, con una masa de 0.354 g (0.786 mmol), teniendo un rendimiento
de 80.0%. El punto de fusién del compuesto 5 fue de 214-215 °C.

Sintesis del compuesto 6.

Metodologia: EI compuesto 6 se sintetizd suspendiendo, en un matraz de fondo redondo, 0.450
g del compuesto 5 (1 mmol) en 25 mL de MeCN y se afiadio lentamente 0.125 mg de NaBH3;CN
(2 mmol), permitiendo que la reaccion se desarrollara a temperatura ambiente durante 10
minutos. Después de completarse la reaccion, la mezcla resultante se volvié amarilla. Luego el
solido resultante se filtr y recristalizé6 en una mezcla de EtOH/H.O (1:1), obteniendo cristales
amarillos, el rendimiento fue de 85.4%. El punto de fusion del compuesto 6 fue de 182-183 °C.
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'H-RMN del compuesto 5.
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13C-RMN del compuesto 5.
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Espectro de masas del compuesto 5 (APCI).
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'H-RMN del compuesto 6.
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13C-RMN del compuesto 6.
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Espectro de masas del compuesto 6 (APCI).
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ANEXO 2. Metodologia de prueba de MTT, descongelaciéon de células,
tripsinizacion, cuenta celular, y mantenimiento celular.

Prueba de MTT.

Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT), realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, en un
compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad
de formazan producido.

1.

2.
3.

o gk

~

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.

Utilizando tripsina-verseno, disociar las células y resuspenderlas en medio de cultivo
DMEM, suplementado al 10 % de SFB y antibiético al 1%.

Realizar la cuenta celular.

Determinar el nimero de células requeridas en el experimento, este célculo se realiza
multiplicando el nimero de células por pozo por el total de pozos a utilizar. También se
debe tomar en cuenta que en cada pozo se colocan 100 uL de suspension celular.
Utilizando placas de 96 pozos, sembrar células acordes al paso anterior, por pozo.

Se incuban a 37 °C y 5 % de CO; durante 24 horas, para permitir su adherencia.

Se prepara el compuesto quimico de tal manera que, al afiadir 100 pL al pozo, tenga la
concentracion deseada.

Eliminar el medio con pipeta para solo dejar la monocapa celular en cada pozo.

Afnadir 100 pL de la disolucién de los compuestos por pozo, tomar en cuenta los pozos
gue son del blanco, los pozos para el control del vehiculo y los pozos para el control de
viabilidad.

Incubar a 37 °C y 5 % de CO. durante 24 horas, para permitir que los compuestos actiien
en todas las células, en caso de que su accién sea sobre una fase especifica del ciclo.
Descartar el medio.

Afadir 100 yL de MTT disuelto en medio DMEM, suplementado al 10% con SFB, la
concentracion del MTT en cada pozo debe ser de 100 ug/mL. En este paso, en los pozos
del blanco no se coloca MTT.

Incubar por 3.5 horas a 37 °C, para permitir la formacién de cristales de formazan.
Eliminar el sobrenadante de cada pozo

Afiadir 100 pL de isopropanol acido a cada pozo.

Colocar la placa en un agitador durante 8 minutos a 100 rpm, a temperatura ambiente,
cubiertos de la luz.

Realizar la lectura de densidad Optica (DO) en un espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 590 nm.

Descongelacion de las células.

1.

2.

Tomar los criotubos con las células MCF-7 o HaCaT del congelador de ultra baja
temperatura (- 70 °C) o de nitrégeno liquido (-195.8 °C)

Transferir el criotubo o ampolleta rapidamente, a un primer bafio de agua a 37 °C,
mientras es transportado y a los 3 min a un segundo bafio a 37 °C.

Agitar suavemente el criotubo hasta que el contenido se descongele.
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No o

9.
10.

Posteriormente, en condiciones de esterilidad, en la campana de flujo laminar, abrir el
recipiente y con la ayuda de una pipeta de 1 mL, transferir las células a un tubo de
centrifuga de 15 mL, posteriormente, se le agrega un volumen igual de medio de
crecimiento DMEM suplementado al 10%.

Agitar suavemente las células durante aproximadamente 30 segundos.

Rotular el cultivo y centrifugar a 800-1000 rpm por 5 min.

En condiciones de esterilidad, se elimina el sobrenadante por el lado contrario al botén o
pellet, procurando eliminar todo el medio.

Resuspender el boton o pellet en 5 mL, si el botdén es pequefio (1-3 mm de didmetro,) o
en 13 mL si esta arriba de 3 mm de didmetro. Nota: en este paso se puede hacer la cuenta
celular y colocar 2-3 x 10° células, por botella de 25 cm?, y de 4-5 x10° por botella de 75
cm2,

Transferir la suspension celular a una botella de 25 o 75 cm?

Incubar el cultivo a 36.5 °C, hasta que éste adquiera del 80 a 90 % de confluencia.

Tripsinizacion.

10.

Después de que se logra que las células crezcan a un 80-90 % de confluencia, se
prosigue a tripsinizar para obtener células disgregadas y que éstas puedan cultivarse en
placas de 96 pozos. La técnica que se utiliza para este proposito es la siguiente.
Decantar el medio de cultivo agotado por la cara opuesta a la monocapa.

Adicionar 1 mL de una solucion tripsina-verseno, para las botellas de 25 cm?, y 2 mL para
las de 75 cm?, con ella lavar la monocapa. Esto se realiza rapidamente.

Decantar la solucion por la cara opuesta a la monocapa. Y retirar perfectamente todo el
liquido con ayuda de una pipeta. Nota: Solo en este paso se elimina la tripsina-verseno.
Adicionar nuevamente 1 o0 2 mL de la solucion tripsina-verseno, como en el inciso 2,
bafiando al cultivo suavemente y dejar actuar dicha solucion hasta que la monocapa
empiece a opalecer. No eliminar la tripsina.

Incubar los cultivos a 36.5 °C, durante 5 a 10 minutos, a este tiempo las células que
estaban unidas se deben ver separadas y méas redondas, la monocapa da la apariencia
de arena o polvo observada contra la luz cuando las células se desprenden de la botella.
Dar unos golpes suaves sobre las caras laterales del recipiente, haciendo resbalar los
residuos de las soluciones tripsina-verseno sobre la cara donde se encuentran las células,
girar el recipiente y colocarlo en forma vertical.

En campana de flujo laminar, adicionar aproximadamente, el doble del volumen mas 1
mL de medio de crecimiento, bafiando la cara del recipiente donde crecieron las células
en cultivo (para botellas de 25 cm? 3 mL y para botellas de 75 cm? 5 mL).

Homogeneizar la suspension celular con una pipeta expulsado el liquido suavemente (~
4 veces) suavemente sobre la cara del recipiente donde crecieron las células, para tratar
de incorporar a la suspension, aquellas células que aun permanezcan adheridas al
recipiente.

Transferir la suspension celular a un tubo cénico con tapa de rosca y centrifugar a 800-
1000 rpm por 5 min.

Decantar el sobrenadante y resuspender el bot6n o pellet a un volumen conocido, segun
el tamafio del boton.
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Cuenta celular.

Para realizar una buena cuenta celular es indispensable haber realizado una buena
tripsinizacién. Para esta técnica se utiliz6 el método del hemocitbmetro que se describe a
continuacion:

1.

2.

Se limpia perfectamente la parte plateada de una camara de Neubauer y el cubreobjeto
de la misma.

De una botella de cultivo con una confluencia del 80 al 90 %, se tripsiniza la monocapa,
lo que implica la obtencion de la suspension de células.

Se le adiciona 5 mL de DMEM, suplementado al 10% con SFB, y se centrifuga a 800-
1000 rpm por 5 minutos.

Decantar el medio y resuspender el paquete de células en 3 mL de DMEM suplementado
al 10% con SFB

Se toman 10 pL de la suspensidn celular a contar y se diluye con 90 yL de azul de tripano
(dilucion 1:10), se mezcla bien (éste es un punto critico) y se toma un volumen suficiente
para cubrir las 2 cuadriculas del hemocitometro (Figura 30), se deja reposar 3 minuto y
se procede a realizar la lectura.

A

Neuw

-

Tiefe 1 S
Depth improv'c
o -
0,0025 mm?

Figura 30. Camara de Neubauer.

En cada cuadriculado de la cAmara hay 9 cuadros grandes. Tomar en cuenta las de las esquinas,
se cuenta el numero de células presentes en estos cuatro cuadrantes, se calcula un promedio y
éste se multiplica por 10%, que es el factor de la cAmara y por la dilucién realizada, de esta forma
se obtiene el nimero de células por mililitro.

#Células/mL: Promedio de los 4 cuadrantes *10**Factor de dilucién (100/10)

Reglas de control de calidad para realizar una buena cuenta celular: es conveniente considerar
los siguientes cuidados en la cuenta celular:

El nimero de células de los cuadros grandes de la cAmara de Neubauer no debe
sobrepasar de 30-40 células en promedio.

La diferencia entre el nimero de células de los cuadros no debe ser mayor a 10 células.
Cada cuadro grande tiene como limites 3 lineas, cuando las células se encuentran sobre
éstas, solo se cuentan las células que estén sobre la linea interna, las que estén en el
centro de las 3 lineas o sobre la linea externa no se consideran.

Cuando se encuentran células en grupo, lo cual indica una mala tripsinizacién o que es
la naturaleza de la linea celular, solo contar los grupos de maximo 3 células, si existieran
grupos mayores conviene no usar ese cultivo.
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Mantenimiento de las células.

La linea celular de cancer de mama humano, MCF-7 y la linea celular de queratinocitos HaCaT,
se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) de Gibco™, que contenia
suero fetal bovino al 10 % y 1% de una mezcla de penicilina y estreptomicina, a 37°C en una
incubadora humidificada con 5% de CO..

ANEXO 3. Validacién del acoplamiento molecular.

Validacién del acoplamiento molecular.

RMSD = 0.988 A

Mediante la herramienta de DockRMSD, se realiz6 la validacion del acoplamiento molecular, con
el ligando co-cristalizado, en la forma inactiva de la proteina de interés (PDB ID: 4HJO). El ligando
cocristalizado se representa en color gris, mientras que la conformacion acoplada, usando Vina
1.2.1 en colores. Como puede observarse, en ambas conformaciones se conserva la posicién de
cada componente de la molécula, y puede notarse que los grupos 2-metoxietoxi son los que
presentan mayor modificacion, dada su posibilidad de rotacion. Este resultado refleja la precision
y confiabilidad del método utilizado en el acoplamiento, para predecir la union del ligando dentro
del sitio activo del receptor.
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