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RESUMEN

El desarrollo de nuevos fotosensibilizadores basados en ftalocianinas de silicio
ha demostrado una notable eficacia en fotoinmunoterapia en el infrarrojo cercano

(NIR-PIT), un enfoque terapéutico emergente para el tratamiento del cancer.

Las ftalocianinas de silicio son compuestos de coordinacion formados por un
metal central y un sistema aromatico con electrones deslocalizados, lo que les
confiere propiedades fisicoquimicas excepcionales. Al tratarse de moléculas
altamente flexibles en lo que se refiere a la estructura quimica, son facilmente
modificables mediante variaciones estructurales, lo que facilita el ajuste de sus

propiedades Opticas y bioldgicas para aplicaciones terapéuticas especificas.

La NIR-PIT se caracteriza por su alta selectividad y baja invasividad, ya que
utiliza luz en el infrarrojo cercano, inocua para los tejidos sanos, y aprovecha la
unidén especifica de anticuerpos a los fotosensibilizadores para dirigir el
tratamiento a las células tumorales. Este método ha superado algunas de las
principales limitaciones de terapias previas, ofreciendo una alternativa mas
segura y eficaz. El mecanismo de accion citotdxica se basa en la formacion de
agregados insolubles tras la activacién por luz, lo que provoca la ruptura de la
membrana plasmatica y la consiguiente liberacidén de antigenos tumorales
intracelulares. Esta liberacibn desencadena una respuesta inmunitaria
multiclonal que puede eliminar células tumorales residuales. Ademas, este
enfoque se ve potenciado por el denominado efecto de “permeabilidad y
retencidon super mejoradas” (SUPR), que favorece la acumulacion del

fotosensibilizador en el entorno tumoral, maximizando su eficacia terapéutica.

Entre las ftalocianinas de silicio desarrolladas recientemente para su uso en NIR-
PIT, una de ellas ha mostrado resultados especialmente prometedores. La
optimizaciéon de su estructura quimica, junto con la eleccidon adecuada del
anticuerpo conjugado, se revela como un factor clave para mejorar los resultados
clinicos y avanzar hacia tratamientos mas personalizados y efectivos contra el

cancer.



1. INTRODUCCION

1.1. FTALOCIANINAS: DEFINICION Y ESTRUCTURA

Las ftalocianinas son moléculas organicas de valiosas propiedades fisicas y
quimicas aprovechadas recientemente en el campo de las ciencias de la salud.
Estructuralmente son macroheterociclos planos formados por 42 atomos de
carbono y 8 atomos de nitrégeno (con 4 puentes imina y 4 anillos de isoindol),
analogos sintéticos de las porfirinas (Figura 1a) y que presentan un anillo
aromatico interno con 18 electrones T deslocalizados (") (Figura 1b). Las
ftalocianinas base libre (Figura 1c) tienen una cavidad central que puede albergar
hasta 70 atomos diferentes, dando lugar a las ftalocianinas metalicas o

metaloftalocianinas @ (Figura 1d).
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Figura 1. a) porfirina, b) ligando ftalocianina aromatico, c) ftalocianina base libre, d) metaloftalocianina.

1.2. PROPIEDADES Y APLICACIONES
La caracteristica asociada a las ftalocianinas metalicas siempre fue su capacidad

como colorantes al presentar una amplia gama de colores @), descubierta
accidentalmente al sintetizar ftalimida a partir de anhidrido ftalico y amoniaco,
obteniéndose impurezas de color oscuro. Cuando se separaron ambas, se
introdujo cloruro cuproso en la ftalimida fundida provocando una reaccion
vigorosa, lo que dio como resultado la formacion de un producto coloreado,
resultando los metales imprescindibles en esa propiedad colorante. Asi pues,
han sido durante ainos un importante articulo de comercio como colorantes para

textiles y tintas ),

Sin embargo, sus caracteristicas quimicas y fisicas, como colores vibrantes,
conductividad ©®), propiedades dpticas, versatilidad y solidez frente a la luz ©
junto con su excepcional estabilidad quimica (se disuelve en acido sulfurico sin
desintegrarse) y térmica () (puede sublimar a una temperatura extremadamente

alta de 5800 °C) les dieron una ventaja considerable. A pesar de sus atractivas
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propiedades en las regiones visible, roja e infrarroja, el potencial de aplicacion
de estas moléculas no se ha explotado completamente debido, en parte, a su
baja solubilidad, propiedades hidréfobas y su marcada tendencia a la agregacién
que deteriora sus propiedades fotofisicas ©® ©). Sin embargo, gracias a su
flexibilidad y versatilidad (9, son susceptibles a modificaciones quimicas
mediante funcionalizacion en dos sitios principales: las posiciones axiales
(siempre que el atomo central lo permita) y las posiciones periféricas (a) y no
periféricas (B) del anillo de ftalocianina (Figura 2). Asi pues, se ha logrado
modular la solubilidad, propiedades redox, bioactividad o disposiciones
estructurales de estado solido, aunque se debe considerar que las sustituciones
a/p dan como resultado un cambio destacado de las caracteristicas 6pticas y

electronicas ©).
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Figura 2. Posiciones axiales, periféricas y no periféricas en metaloftalocianinas.

Ademas, se pueden hacer modificaciones en el propio anillo de ftalocianina.
Mediante la extension del sistema 1T, la variacion en el numero de unidades
isoindol y la sustitucion formal de algunas de estas por otro tipo de unidades, por

ejemplo, heterociclos @. (Figura 3)

tetra-3,4-piridinoporfirazina metalonaftalocianina

Figura 3. Posibles modificaciones del anillo isoindol y analogos de ftalocianinas.

Esto condujo a su amplia adopcion en una variedad de aplicaciones en diversos
campos. Entre otros, aquellos relacionados con la nanotecnologia como pueden
ser componentes en células solares ("), cristales liquidos ('), semiconductores

(13) 0 sensores quimicos (). Una aplicacion muy importante de este tipo de
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compuestos es su uso en medicina y farmacologia, en concreto como
fotosensibilizadores para terapia fotodinamica (PDT), terapia fototérmica (PTT)
(19) y fotoinmunoterapia (PIT) ('6). El compuesto actiia como un fotosensibilizador
debido a su maximo de absorcion localizado entre 620-800 nm, rango

notablemente alto lo que facilita la penetracién mas profunda en el tejido (7).

1.3. METODOS DE SINTESIS
La obtencion de ftalocianinas consiste, en general, en una ciclotetramerizacién

a elevadas temperaturas usando como reactivos de partida, ftalonitrilos y
empleando disolventes de alto punto de ebullicion como son la N,N-
dimetilaminoetanol (DMAE) o N,N-dimetilformamida (DMF) (Esquema 1).
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Esquema 1. Sintesis de ftalocianinas.

En el caso concreto de las ftalocianinas de silicio, con capacidad de ser
funcionalizadas en posiciones axiales, su sintesis se basa en dos etapas. La
primera etapa consiste en la ciclotetramerizacion del precursor, una
diiminoisoindolina (obtenida a partir de un ftalonitrilo) para obtener una
dicloroftalocianina de silicio (SiPcCl2) ('® o dihidroxiftalocianina de silicio
(SiPcOH2) (19 (Esquema 2).
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Esquema 2. Sintesis de SiPcClz y SiPc(OH)2 a partir de diiminoisoindolina sustituida.

La segunda etapa consiste en la funcionalizacién de las posiciones axiales y se
pueden sustituir los grupos cloro por alcoholes, fenoles, silanoles, clorosilanos y

acidos carboxilicos para generar ftalocianinas simétricas 29 (Esquema 3).
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Esquema 3. Funcionalizacién de ftalocianinas de silicio en posiciones axiales.

2. FOTOINMUNOTERAPIA EN EL INFRARROJO
Un reto actual de la medicina se basa en la busqueda de terapias efectivas contra

el cancer. La terapia convencional incluye la inmunoterapia y quimioterapia
encontrando dos limitaciones: la distribucion no uniforme del farmaco y una
respuesta incompleta. La primera genera reacciones adversas similares a
sintomas propios de enfermedades autoinmunes debido a la excesiva activaciéon
inmunoldgica en tejido sano. La segunda puede explicar la reaparicion o

ineficacia completa del tratamiento por la heterogeneidad tumoral ).
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Sin embargo, existen nuevos enfoques terapéuticos que mejoran las limitaciones
de la terapia convencional. El uso de irradiacion de luz parece ser prometedor
en el tratamiento contra el cancer como lo revela la terapia fotodinamica (PDT) y
la fotoinmunoterapia en el infrarrojo cercano (NIR-PIT). La luz NIR es inocua para
las células normales y penetra unos pocos centimetros en el tejido, no es térmica

ni utiliza radiacion ionizante, por lo que no se produce dafio al ADN celular 21,

La PDT elimina las células cancerosas a través de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) o estrés fisico. Mediante la administracion
intravenosa, oral o tépica de un fotosensibilizador (PS), este se acumula en el
tejido enfermo, que es irradiado con luz del infrarrojo cercano (NIR) provocando
que el PS absorba un foton y en consecuencia el PS queda excitado (?2.En
presencia de oxigeno, el PS excitado puede generar ROS mediante
transferencia de energia, causando dafios irreparables en el tejido canceroso:
inflamacion y activaciéon del sistema inmune, apoptosis, dafo directo en el ADN
y dafio a proteinas antioxidantes % (Figura 4). Aunque la PDT ha mostrado
resultados prometedores, su aplicacion clinica esta limitada por la baja

solubilidad de los fotosensibilizadores y la falta de selectividad, lo que supone

una dificultad para encontrar métodos de administracion especificos %),

Excited singlet state \
Intersystem

crossing Excited triplet state

uorescence F
biomolecule

phosphorescence

Ground singlet state

Figura 4. Mecanismo de accion de la terapia fotodinamica.

Recientemente ha surgido la NIR-PIT solucionando las limitaciones de la PDT.
De forma resumida, su mecanismo de accidon consiste en la induccién de la

muerte celular necrética/inmunogénica usando un fotosensibilizador activado



con luz NIR y asociado a un vector bioldgico que lo dirige especificamente al
tejido a tratar. De entre los distintos fotosensibilizadores, los mas efectivos son
las ftalocianinas de silicio asociadas a un anticuerpo monoclonal (mAb) en sus
posiciones periféricas, y con ligandos axiales que proporcionan solubilidad en
medio fisiolégico. En ciertas condiciones, como hipoxia o condiciones
reductoras, el fotosensibilizador sufre reacciones fotoquimicas que liberan las
cadenas hidréfilas y hacen que la molécula restante se vuelva muy hidréfoba.
Este cambio quimico conduce a la formacion de un multimero de ftalocianina de
silicio o agregados insolubles en agua lo que reduce la integridad de la
membrana celular debido al dafio que genera sobre las proteinas diana

transmembrana % (Figura 5).

a) b) c)

NIR light

Figura 5. (a) Union del mAb al antigeno tumoral. (b) Escision de ligandos axiales hidrofilos. (c) Dafio

celular inducido por reduccioén de integridad de la membrana (extraida de referencia 21).

De esta forma se consigue una alteracién en la funcién de membrana que
permite que el agua fluya rapidamente hacia la célula, lo que provoca hinchazon
y, en Ultima instancia, ruptura y muerte celular ). Esto genera un mecanismo
subyacente, la amplificacién de la inmunidad antitumoral que puede lograr una
remision completa del cancer. La rapida muerte celular hace que se liberen
antigenos especificos tumorales que inducen la activacion de células dendriticas
(DC) locales que activan a las células T virgenes especificas contra antigenos
del cancer, lo que conduce a la proliferacién y la muerte celular mediada por
células cancerosas, proceso que se conoce como muerte celular inmunogénica
(ICD) @"- Ademas, las células liberan calreticulina, trifosfato de adenosina (ATP)
y grupo de alta movilidad 1 (HMGB1), que promueven la maduracion de células
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dendriticas que activaran a los linfocitos T para atacar a la célula tumoral (6. 27)
(Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo de induccién de inmunidad antitumoral del huésped (extraida de referencia 28).

Por otra parte, en lugar de activar respuesta inmune en todo el organismo, la NIR
PIT refuerza la inmunidad de manera localizada al activarse unicamente en el
lugar que se irradia luz y al unirse especificamente a la célula tumoral. A su vez,
se evita la heterogeneidad tumoral porque no compromete la inmunidad del
huésped contra el cancer, sino que incluso activa la respuesta inmune multiclonal
especifica del tumor @', En conclusion, la respuesta inmunitaria multiclonal
generada podria eliminar las células cancerosas supervivientes después de la

NIR-PIT solucionando la problematica asociada a la inmunoterapia.

Una particularidad que supone una ventaja afiadida es el efecto “permeabilidad
y retencién super mejoradas” (efecto SUPR) tras la irradiacién con luz. Como la
NIR-PIT mata rapidamente las células cancerosas perivasculares, la
permeabilidad vascular del tumor aumenta en gran medida, se forma un espacio
entre los vasos y el tumor restante, lo que permite que el vaso se agrande, al
tiempo que aumenta el volumen sanguineo y disminuye la velocidad de la
sangre, lo que lleva a una acumulacion del fotosensibilizador mucho mayor,
multiplicado por un factor de 24 en condiciones normales (Figura 7). En
consecuencia, se produce una mejor administracion de los agentes terapéuticos
de tamafo nanométrico en el tejido tratado, donde pueden permanecer y ser
eficaces durante varios dias 9. Por lo tanto, una combinacién de ambas terapias
podria ser mas eficaz que cualquiera por separado y este podria ser otro
mecanismo por el cual cualquier tumor residual después de los tratamientos NIR-

PIT podria eliminarse (9.
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Figura 7. Mecanismo de efecto SUPR (extraida de referencia 28).

Actualmente las principales dianas terpaéuticas son el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y el factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2)
debido a la sobreexpresion y elevada distribucion en multiples tumores (mama,
cabeza y cuello, cerebro, vejiga, pulmdn, ovario, eséfago y gastrointestinal) ¢132),
La NIR-PIT no sélo actua reconociendo antigenos tumorales ya que también se
ha demostrado potencialmente efectivo en microambiente de células no
tumorales y tumores distantes no tratados al erradicar células T reguladoras
(Treg) (3334),

En resumen, la fotoinmunoterapia presenta dos claras ventajas frente a la terapia
fotodinamica: menor toxicidad y mayor eficacia. Ambas se logran debido a la alta
selectividad y mayor solubilidad de los fotosensibilizadores respecto a los usados
en PDT.

3. FTALOCIANINAS PARA FOTOINMUNOTERAPIA
Entre todas las ftalocianinas metalicas posibles para fotoinmunoterapia, la mas

efectiva fue aquella que presentaba como atomo metalico central silicio. Llamo
la atencién debido a la hexacoordinacion del silicio (1V) y estabilidad quimica de
los enlaces Si—N presentando dos posiciones axiales en las que se unen los
ligandos para funcionalizar la molécula (*®). El silicio demostré un mecanismo
fototdxico superior que el resto de metales al producir mayor necrosis tumoral y
mayor concentracion de ROS 3%, Ademas, estas ftalocianinas son faciles de
sintetizar, empleandose materiales y reactivos no peligrosos que se pueden

conseguir facilmente ©.

En este caso, se ha demostrado que la union de los sustituyentes axiales al

atomo de silicio influye en la eficacia del mecanismo de accion de este tipo de
8



compuestos. Parametros como la basicidad, volumen y simetria permiten facilitar
la escision del ligando mejorando asi la actividad 3¢). Asi pues, grupos alcoxilo
(Si-O-C) son mas basicos que los grupos siloxilo clasicos (Si-O-Si) viéndose que
la reaccion de escision esta mas favorecida en compuestos con grupos axiales
mas basicos ya que la protonacién ocurre mas facilmente sin afectar a las

propiedades fotofisicas %) (Tabla 1).

Tipo ligando Siloxilo Alcoxilo Oxicarbonilo Fenoxilo
AG (kJ/mol) -143.0 -147.6 -103.5 -106.8

Tabla 1. Energia de protonacion del enlace Si-O en los diferentes tipos de ligandos de diferente basicidad.
Orden de basicidad: Compuesto Alcoxi> compuesto 1> compuesto 4> compuesto 3.

Por otra parte, al incorporar sustituyentes axiales diferentes, se puede disefiar
un sistema capaz de actuar en dos condiciones fisiologicas distintas: en un
entorno norméxico, genera oxigeno singlete mientras que, en condiciones
hipéxicas, uno de los ligandos porta un farmaco antitumoral que se libera,

permitiendo su accion terapéutica ¢7) (Esquema 4).
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Esquema 4. SiPc asimétrica con capacidad de actuar como PS en diferentes condiciones fisiolégicas.

condiciones
normoxicas

Por ultimo, las sustituciones voluminosas o polares en las posiciones axiales
alteran la planaridad y son mas eficaces que las sustituciones de anillos de
ftalocianina a o 3 para reducir la agregacién y mejorar la solubilidad. Entre otros,
sustituyentes ricos en nitrégeno en las posiciones axiales o periféricas que
pueden alquilarse facilmente para dar sales de amonio cuaternario para obtener

derivados catiénicos solubles en agua ©8).



Uno de los fotosensibilizadores basado en ftalocianina mas usados para
fotoinmunoterapia en el IR cercano es el IR700 ?4. Su estructura consta de un
anillo de ftalocianina, con un atomo de silicio funcionalizado en sus posiciones
axiales de manera simétrica con dos ligandos que poseen tres grupos acidos
sulfénico terminales, que proporcionan solubilidad en agua y previenen la
formacion de agregados. En una de las posiciones periféricas (a) hay un
sustituyente formado por una cadena hidrocarbonada con un anillo de N-
hidroxisuccinimida (NHS) terminal (Esquema 5). Este grupo NHS tiene una
funcién primordial, pues es el responsable de interaccionar con el grupo amino
del aminoacido lisina de un anticuerpo monoclonal (mAb), vector bioldgico que
dirige el fotosensibilizador al antigeno tumoral, en forma de conjugado mAb-

IR700 (Esquema 5), con una gran especificidad.
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N _~_SO3Na

. SOzNa
conjugado mAb-IR700

Esquema 5. Formacion del conjugado mAb-IR700.

Este fotosensibilizador demostré propiedades quimicas iddoneas para la
fotoinmunoterapia en IR: excelente solubilidad en agua, capacidad de union de

anticuerpos que confiere alta selectividad, alta estabilidad ya que no se agregé
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en tampones de alta fuerza ionica, alto coeficiente de extincion y un alto

rendimiento de fluorescencia debido a su elevada fotoestabilidad (9.

IR700 se trabajé como fotosensibilizador para NIR-PIT por primera vez en
animales en un estudio de 2011 dirigido hacia el receptor EGFR y HER2 en
tumores pequefios (%), En primer lugar, se vio que la muerte celular dependia
exclusivamente de la unién del anticuerpo monoclonal a la membrana sin
necesidad de entrar en las células, siendo un mecanismo altamente selectivo.
En segundo lugar, se indujo rapidamente necrosis en células tumorales tras
irradiar luz IR cuya dosis influia significativamente en el resultado (dosis-
dependiente). En ultimo lugar, el volumen tumoral disminuyé quedando pocas
células tumorales y la supervivencia aument6. La terapia demostré un perfil de
seguridad alto y se estudidé la toxicidad aguda detectandose unicamente
hinchazén, inflamacion y signos de respuesta inmune en el tejido tratado.
Ademas, el fotosensibilizador permitid la monitorizacién de los resultados de

forma no invasiva debido a su intensa propiedad fluorescente (16),

En conclusion, IR700 resolvio las desventajas de los fotosensibilizadores
convencionales: inefectividad y toxicidad. La primera se resolvio al ser un
compuesto altamente hidrofilico y desplazar el maximo de absorcién hacia el IR
permitiendo una penetracion mas profunda, ademas de una mejor distribucién
tisular, a diferencia de los fotosensibilizadores convencionales que absorben en
la regidon visible. Al no depender su mecanismo de accion unicamente de
especies reactivas de oxigeno para su actividad también puede alcanzar
tumores hipdxicos, mejorando la efectividad del tratamiento. El problema
asociado a la toxicidad se resolvid al afadir un anticuerpo que se dirige
selectivamente a diferentes epitopos de un mismo antigeno tumoral generando
alta especificidad 9. Tampoco requiere ser internalizado por las células para su
accién fototoxica a diferencia de aquellos agentes convencionales que, al ser
hidrofobos y no selectivos, pueden entrar en células sanas danando el tejido.
Ademas, el empleo de luz IR no presenta limitaciones en dosis acumuladas por
lo que se podria usar de forma repetida y a largo plazo en ciclos ('8). Por ultimo,
en cuanto a su excrecién puede ser catabolizado y eliminado en la orina sin

efectos a largo plazo 4.
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A pesar de que IR700 se dirige mayoritariamente hacia EGFR y HER2 debido a
su sobreexpresion y amplia distribucion, esto solo representa una minima parte
de sus objetivos terapeéuticos. Debido a la versatilidad que presenta este
fotosensibilizador puede unirse a multiples anticuerpos diferentes, incluso puede
combinar varios de ellos actuando sobre diversas dianas, lo que conlleva

actualmente un gran abanico de posibilidades terapéuticas 24 (Tabla 2).

Diana Tipo de sustituyente Fotosensibilizador Tipo Cancer
CD20 @1 Anticuerpo Rituximab-IR700 Células B
PD1 “2 Anticuerpo Avelumab-IR700 Pulmén
Mesotelina “3) Anticuerpo HYP218-IR700 Cutaneo
CEA @4 Anticuerpo M5A-IR700 Colorrectal
Anticuerpos Anti-CD44-1R700
CD44, CD25 9) 1P ! Colén, oral
combinados Anti-CD25-IR700
Anticuerpos Cet-IR700
EGFR, HER2 “0) 18T Es6fago
combinados Tra-IR700

Tabla 2. Ejemplos de las diferentes combinaciones con IR700-anticuerpos y sus dianas terapéuticas en

células cancerosas.

Estos conjugados mADb-IR700 no s6lo actuan en células tumorales, siendo
capaces de ejercer su accion en el microambiente tumoral en células no
cancerosas: por ejemplo, pueden actuar suprimiendo las células T reguladoras y
las células vasculares asociadas al cancer (Tabla 3). Independientemente del
tipo de cancer, se han encontrado dianas terapéuticas para IR700 en patologias

como artritis, VIH y esclerosis sistémica, entre otras 4.

Diana Tipo de sustituyente Fotosensibilizador Cancer
CD25 “7) Anticuerpo Anti-CD25-1gG-IR700 Colon
CD73 48 Anticuerpo alfaCD73-IR700 Pancreas

Tabla 3. Ejemplos de las diferentes combinaciones con IR700-anticuerpos en microambiente no tumoral.

En resumen, las ftalocianinas de silicio son buenos fotosensibilizadores
explicados por tres caracteristicas propias: su estabilidad quimica que protege
frente a degradacién, la capacidad que tienen de generar nuevos derivados por
ser moléculas altamente flexibles (permite numerosas modificaciones quimicas
que eviten inefectividad/toxicidad) y su capacidad de absorcion en la region
NIR.
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4. OBJETIVOS
El objetivo de este trabajo es mostrar 2 ejemplos recientes (2022-2024) de
obtencidn de ftalocianinas y su potencial como fotosensibilizadores eficientes en

fotoinmunoterapia en el infrarrojo cercano

5. MATERIAL Y METODOS
Disefo
Trabajo sobre articulos cientificos contemplando bases de datos de interés

cientifico.

Fuente de datos

Los articulos seleccionados se consiguieron mediante el buscador SciFinder-n
que realiza la busqueda en la base de datos CAS que contiene la informacién

cientifica relacionada con quimica y farmacologia.
Metodologia

Se llevd a cabo una busqueda en SciFinder-n usando los términos de busqueda
"phthalocyanine" and "NIR-PIT" or "photoimmunotherapy”. A partir de los
resultados obtenidos se realizdé una revision unicamente de articulos disponibles
en texto completo. Se excluyeron las publicaciones anteriores a 2020 y se
tuvieron en cuenta sélo los articulos que describian el proceso de sintesis del
fotosensibilizador, independientemente del idioma en el que estuviesen
redactados. Finalmente se seleccionaron dos articulos publicados en 2024 que

desarrollan la sintesis de dos nuevos fotosensibilizadores.
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6. EJEMPLOS RECIENTES DE FTALOCIANINAS DE SILICIO COMO
FOTOSENSIBILIZADORES PARA FOTOINMUNOTERAPIA EN EL
INFRARROJO CERCANO

6.1. ARTICULO | “Development of a red-shifted photosensitizer for near-
infrared photoimmunotherapy of cancer” “9),

En este articulo se describe la sintesis de una ftalocianina de silicio, KA800

(Figura 8) para su uso como fotosensibilizador para NIR-PIT.

SO3Na
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o ¢ A
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ﬁNOT(\/\/\Nko/\/\O NZ V4 o™
o © H T
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N t\/‘ !
[

KA800 8\ SouNa
\ i~

SO;Na

Figura 8. Estructura quimica de KA800.

Se observa una gran similitud estructural entre KA800 e IR700. Ambos son
ftalocianinas de silicio de tipo AsB, caracterizadas por un anillo de isoindol
sustituido en una posicion no periférica con una cadena hidrocarbonada que
termina en un éster de hidroxisuccinimida, el cual constituye el punto de anclaje
del fotosensibilizador a los restos de lisina de un anticuerpo monoclonal.
Ademas, ambos compuestos presentan los mismos sustituyentes axiales, (una
sal de amonio cuaternaria con tres restos sulfonato) unidos al atomo central de
silicio a través de una estructura Si-O-Si. Estos sustituyentes axiales son los
responsables, en gran medida, de la solubilidad en medio fisiolégico del
compuesto, y ademas son susceptibles de ser liberados tras irradiacion con luz
de longitud de onda adecuada y en medio reductor, resultando en un cambio de
las propiedades fisicoquimicas del compuesto desde soluble en medio acuoso,
a no soluble, cambio considerado responsable del dafio en la membrana celular
de las células cancerosas. La diferencia estructural mas notable entre KA800 e
IR700 radica en la presencia de dos sustituyentes de caracter electron-dador en
las posiciones no periféricas de tres de los cuatro anillos de isoindol del KA80O0.
Esta variacion tiene como objetivo desestabilizar el HOMO de la unidad de
ftalocianina mediante la inyeccion de carga, reducir el gap con el LUMO, y
desplazar hacia el rojo el maximo de absorcién de la molécula (Figura 9). Esto
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se realiza con el fin de poder utilizar luz infrarroja, con una longitud de onda
mayor para excitar el fotosensibilizador e inducir la respuesta deseada. Esta
eleccion se fundamenta en la mejor penetracién de esta radiacion en los tejidos,

como se ha mencionado anteriormente.

T 1 —— IR700
2 os- —— KA800
o

S 0.6

©
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Figura 9. comparativa de los espectros de absorcion UV-vis normalizados de IR700 y KA800.

La sintesis del KA800 (Esquema 6), consta de una secuencia lineal de seis
reacciones. El reactivo de partida es la SiPc 1, un producto comercializado por
Yamamoto Chemicals, Inc. (Osaka, Japdn), segun se indica en el articulo. Esta
ftalocianina de silicio de tipo AsB presenta tres unidades de isoindol sustituidas
en sus posiciones no periféricas con grupos etoxilo, y una unidad de isoindol
sustituida en una posicion no periférica con una cadena hidrocarbonada que
porta un grupo hidroxilo terminal protegido con un grupo p-metoxibencilo (PMB)
y, ademas, posee dos grupos hidroxilo en las posiciones axiales. La primera
reaccion es la desproteccion del grupo hidroxilo terminal mediante condiciones
oxidantes suaves, proporcionadas por el uso de 2,3-dicloro-5,6-
dicianobenzoquinona (DDQ), obteniéndose el compuesto desprotegido (SiPc 2)
con un rendimiento del 47%. A continuacion, se lleva a cabo la funcionalizacién
axial haciendo reaccionar los grupos hidroxilo con 3-aminopropil-
dimetiletoxisilano durante 18 horas, lo que produce un crudo de reaccion,
mayoritariamente compuesto por SiPc 3, con dos grupos amino libres en las
posiciones axiales, que se utiliza en la siguiente reaccién sin purificacion

adicional. El siguiente paso consiste en la formacion de la sal de amonio
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cuaternaria (una por cada posicion axial) con tres restos propilsulfonato,
empleando como reactivo propanosultona, y diisopropiletiiamina como medio
basico en dimetilsulféxido (DMSO) durante 22 horas. En estas condiciones, se
obtuvo la SiPc 4 (sal sddica) con un rendimiento del 39%, tras su separacion por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y el uso de una resina de
intercambio cationico. Finalmente, la secuencia termina con, primero la
activacion del grupo hidroxilo libre de la cadena lateral utilizando 1,1'-
carbonildiimidazol (CDI) para generar el SiPc 5 intermedio que se acopla con
acido 6-aminohexanoico para dar KA800-CO:2H, el cual se transforma en el
derivado con un resto de N-hidroxisuccinimida terminal (KA800) por reaccion del
grupo acido con carbonato de N,N’-disuccinimidilo, con un rendimiento del 32%

tras purificacion, de nuevo, mediante HPLC.
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Esquema 6. Esquema sintético para la preparacion de KA800.

El compuesto sintetizado, con un maximo de absorcién localizado a 774 nm (en
comparacién con los 690 nm del IR700, ver Figura 9) se conjuga con
Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor del factor de

crecimiento epidérmico HER2, y se evaluan los efectos terapéuticos del
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conjugado (Ab-KA800) tras la irradiacion con un laser de longitud de onda de
785 nm, tanto in vitro como in vivo, asi como la generacion de oxigeno singlete

y la pérdida de los sustituyentes axiales.

Se analizan los resultados in vitro de la escisidon de los ligandos axiales,
observando que el proceso es menos eficiente para mAb-KA800 en comparacion
con mADb-IR700, ya que para lograr resultados similares a los de IR700 se
necesita una mayor dosis de luz (Figura 10). Esta desventaja se debe a la menor
cantidad de radical aniénico generado por la irradiacion de mAb-KA800 que es
aproximadamente cinco veces menor que la producida por IR700 y también se
debe a la desestabilizacién del HOMO inducida por los sustituyentes etoxilo en
posiciones no periféricas que a su vez desplazan el maximo de absorcion hacia

el rojo.

100 —e— IR700 (685 nm)

—e— KAB800 (785 nm)

80

60

40
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% molécula no escindida
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0 100 200 300 400 500 600
Intensidad laser (J/cm?)

Figura 10. Porcentaje de molécula no escindida (con ligandos axiales) respecto a la dosis de irradiacion

aplicada.

Por otra parte, se estudian los cambios morfolégicos en las células tratadas. A
diferencia de lo que ocurre con mAb-IR700, en el que se observan caracteristicas
tipicas de la NIR-PIT, como la formacién de hinchazén celular, no se detectan
cambios morfoldgicos significativos con mAb-KA800. Este hallazgo, junto con un
experimento adicional de determinacion de oxigeno singlete, sugiere que el
principal mecanismo de accidén de mAb-KA800 podria estar relacionado

exclusivamente con la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
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mientras que el mADb-IR700 provoca tanto la formacion de agregados como la

generacion de ROS.

A pesar de aplicar una dosis de luz mayor en los ensayos in vivo, no se logra
reducir el tamafo del tumor, y se observa que no se forman agregados debido al

impedimento estérico de los grupos etoxi.

En resumen, los autores observan que, a pesar de que el conjugado mAb-KA800
exhibe citotoxicidad in vitro, no se aprecia el efecto terapéutico esperado in vivo.
Esto se atribuye a que la citotoxicidad es causada principalmente por el oxigeno
singlete generado (rendimiento= 0,12), cuya accién parece ser neutralizada por
diversos antioxidantes presentes en los experimentos in vivo, y no por la
insolubilidad del sensibilizador resultante de la pérdida de los sustituyentes

axiales.

6.2. ARTICULO Il “A new silicon phthalocyanine dye induces pyroptosis in
prostate cancer cells during photoimmunotherapy” (59

En este articulo se describe la sintesis de una ftalocianina de silicio WB692-CB2
(Figura 11), y su empleo como fotosensibilizador para NIR-PIT, y en el que
también se describe su actividad terapéutica, conjugado con un anticuerpo

monoclonal, sobre cancer de prostata.

Figura 11. Estructura quimica de WB692-CB2.
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En comparacion con el IR700, el WB692-CB2 presenta similitudes estructurales.
Ambos son ftalocianinas de silicio de tipo AsB, caracterizadas por tres anillos de
isoindol sin sustituir y uno sustituido con una cadena hidrocarbonada que posee
un grupo terminal que constituye el punto de anclaje del fotosensibilizador al
anticuerpo monoclonal correspondiente. Ademas, ambos compuestos poseen
dos sustituyentes axiales, que son responsables de la solubilidad en medio
fisiolégico y susceptibles de ser liberados tras la irradiacion con luz de longitud
de onda adecuada y en un medio reductor, lo que resulta, al igual que en el caso
anterior, en un cambio de las propiedades fisicoquimicas del compuesto desde

soluble en medio acuoso a insoluble.

Las diferencias en el disefio entre IR700 y WB692-CB2 se deben a detalles
especificos relacionados tanto con la accién deseada como con el proceso de
sintesis. Se observa que, en el caso del WB692-CB2, la cadena hidrocarbonada
lateral se localiza en una posicion periférica del anillo de isoindol, unida a este
mediante un grupo fenoxilo y terminada en una maleimida. Esto se debe a que
se busca favorecer la interaccion del fotosensibilizador con el anticuerpo
monoclonal a través de los residuos de cisteina, los cuales a su vez pueden ser
afiadidos en posiciones especificas del anticuerpo mediante ingenieria genética,
lo que proporciona una ventaja significativa frente a IR700 (y KA800) pues el
fotosensibilizador se uniria siempre en la misma zona del anticuerpo generando
conjugados homogéneos y actuando de forma mas predecible. De esta forma se
consigue evitar la activacion de funciones inmunolégicas no deseadas,
minimizando la posibilidad de reacciones adversas. No soélo permitiria modular
la toxicidad del compuesto, sino también reducir su vida media, facilitando un
ajuste mas preciso del tiempo de tratamiento. Sin embargo, se identifico como
principal desventaja que la propia conjugacion podria comprometer la flexibilidad
del fotosensibilizador en las células de cancer de proéstata, lo que podria
traducirse en una disminucién de su distribucion en el tejido tumoral. Ademas,
se observa que los sustituyentes axiales, responsables de la solubilidad en
medio acuoso, son restos sulfonato unidos a un anillo aromatico mediante una
unidad de imidazol, y este anillo aromatico, a su vez, esta unido al atomo de
silicio central de la ftalocianina a través de una estructura C-O-Si. Como ya se

ha comentado anteriormente, este tipo de estructura proviene de la sustitucion
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axial por parte de grupos hidroxilo, mas basicos que los siloxilo empleados en
IR700 y KA80O0 lo que favorece una escision mas eficiente tras la irradiaciéon con

luz de la longitud de onda adecuada, mejorando asi el mecanismo de accion.

La obtencién del WB692-CB2 es una sintesis convergente completa de 14 pasos
(a diferencia de lo que ocurria con la preparacién de KA800), con una secuencia

lineal maxima de 7 pasos, y en la que se pueden distinguir 3 etapas:

Etapa 1: Sintesis de una dicloroftalocianina de silicio asimétrica SiPc 6 (Esquema
7).

La ftalocianina de silicio asimétrica SiPc 6, es el precursor necesario para la
posterior funcionalizacion axial, y se lleva a cabo mediante wuna
ciclotetramerizacion estadistica en presencia de SiCls. Esta reaccion utiliza una
mezcla de dos tipos de diiminoisoindolina, una de ellas con un derivado de yodo
que permite la funcionalizacion posterior a través de reacciones de acoplamiento
C-C catalizadas por Pd.

NH;
CN ' MeONa / MeOH
@ b N
CN 65°C, 69%
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SiCl,
Quinolina

O,N CN

on KeCOs

DMF /@/ \@CN MeoNa/MeOH /@/ 8
|\©\ 25°C, 94% CN  65°C, 96% o
OH

Esquema 7. Etapa 1, preparacion de SiPc 6.

SiPc 6

Etapa 2: preparacién de SiPc 7, funcionalizacion axial con sustituyentes

responsables de la solubilidad en medio fisiolégico (Esquema 8)

Esta etapa comienza con la preparacion de los sustituyentes axiales, que se
realiza mediante, primero, una triple Sn2 entre el éster metilico del acido galico
y el 2-propin-1-ol, y después, a través de una reduccién del grupo éster hasta el
alcohol bencilico correspondiente, utilizando para ello un agente reductor comun
como el LiAlH4. Se obtiene asi el alcohol bencilico 8 que se combina con SiPc 6,
obtenida en la etapa anterior, en presencia de K2COs3 en tolueno, para obtener,
tras una cromatografia en columna con gel de silice como fase estacionaria y

una mezcla Tol/AcOEt 96:4 como fase movil, SiPc 9 con un rendimiento del 13%.
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Finalmente, se lleva a cabo (por sextuplicado) una cicloadicion 1,3-dipolar azida-
alquino catalizada por cobre (CUAAC), comunmente conocida como reaccion
click, con 3-azidosulfonato de sodio. El derivado resultante SiPc 7, ya soluble en
medio acuoso, se purifica por cromatografia en columna de fase reversa,
utilizando una silice modificada C18 como fase estacionaria y una mezcla de
H20/MeCN en gradiente desde 85:15 hasta 70:30 como fase movil, con un

rendimiento del 79%.
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Esquema 8. Etapa 2, preparacion de SiPc 7.

Etapa 3: Obtencion de WB692-CB2, funcionalizacion con maleimida terminal
(Esquema 9).

En ultimo lugar, se lleva a cabo una reaccion de Sonogashira, un acoplamiento
C-C entre derivados de yodo y alquinos terminales, catalizado por Pd y Cu, entre
el SiPc 7 y el clorhidrato de 1-aminobut-3-ino, para dar lugar a SiPc 10 con un
grupo amino. Este intermedio, que se combina con el isocianato 11 con una
unidad maleimida terminal, para obtener la molécula objetivo, WB692-CB2, tras

purificacion por cromatografia en columna de fase reversa, utilizando una silice
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modificada C18 como fase estacionaria y una mezcla H20/MeCN en gradiente

desde 95:5 hasta 70:30 como fase moévil, con un rendimiento del 48%.
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Esquema 9. Etapa 3, obtencion de WB692-CB2

El compuesto sintetizado, con un maximo de absorcion localizado a 689 nm (en
comparacion con los 690 nm del IR700, (ver Figura 12), se conjuga con el
anticuerpo antiPSMA humanizado h3/F11, un anticuerpo monoclonal dirigido
contra el antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA), y se analizan
los resultados terapéuticos en tres lineas celulares que expresan PSMA y otra

linea celular sin expresion del antigeno como control.
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Figura 12. Comparativa de los espectros de absorcion UV-vis normalizados de IR700 y WB692-CB2.
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Se analiza la viabilidad de las células tumorales tratadas con conjugados en un
experimento in vitro. Los resultados demuestran ausencia de toxicidad atribuida
a la alta selectividad de la unién y elevada efectividad dependiente de la dosis
en las lineas celulares que expresan antigeno prostatico, LNCaP (Figura 13a)
C4-2 (Figura 13b) y PC3-PSMA (Figura 13c).
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Figura 13. Células tumorales restantes que expresan PSMA tras administrar el conjugado y aplicar luz. (a)
Administracion del conjugado en células LNCaP, (b) en células C4-2, (c) en células PC3-PSMA.
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Se analizan diversos parametros farmacocinéticos in vivo, observandose una
retencion prolongada del compuesto y una amplia distribucion en el tejido tumoral
que se mantiene durante un tiempo superior al doble del observado con IR700.
También se detecta una inhibicion del crecimiento tumoral logrando un aumento

significativo de la supervivencia (Figura 14).
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Figura 14. Supervivencia en animales tras la administracion del conjugado comparada con la observada

en el grupo control.

Una de las diferencias fundamentales de este nuevo fotosensibilizador respecto
a los anteriores se revela en los analisis microscopicos, los cuales muestran la
formacion de ampollas en células de cancer de prostata, sin presencia de
cuerpos apoptoticos. Para que este compuesto ejerza su mecanismo de accion,
resulta imprescindible su internalizacion en la célula. En condiciones hipdxicas,
el fotosensibilizador provoca estrés fisico, conduciendo posteriormente a
necrosis. En condiciones normoxicas, en cambio, logra penetrar en el interior
celular y genera ROS. De esta manera, a diferencia de los fotosensibilizadores
utilizados previamente que inducian apoptosis, este nuevo agente activa un
mecanismo distinto: la piroptosis, un proceso inflamatorio de muerte celular,
caracterizado por la activacién de caspasas, la escisién de gasdermina D y la
liberacion del contenido intracelular, que representa una novedad en el campo

de la fotoinmunnoterapia en el infrarrojo cercano (Figura 15).
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6. CONCLUSIONES
Se han presentado dos trabajos que describen la sintesis de dos moléculas

derivadas de ftalocianina de silicio y su aplicacién como fotosensibilizadores,
conjugados con anticuerpos, para fotoinmunoterapia en el infrarrojo cercano.
Estos nuevos derivados se han disefado con el objetivo de mejorar el
comportamiento del IR700, un fotosensibilizador ya empleado para este fin y que
ha demostrado su eficacia en este tipo de aplicacion. En ambos casos, los
procesos sintéticos son largos, tediosos y poco eficientes en términos de
rendimiento cuantitativo del producto final. No obstante, el disefio molecular
parece adecuado. En el caso del KA80O, la caracteristica estructural diferencial
reside en la introduccion de sustituyentes etoxilo en las posiciones no periféricas,
con el fin de desestabilizar el HOMO del anillo de ftalocianina y desplazar asi el
maximo de absorcion hacia la region del infrarrojo cercano (NIR). En el caso del
WB692-CB2, la caracteristica estructural principal consiste en la introduccién de
un resto maleimida terminal, que permite una interaccion mas selectiva y
eficiente con los anticuerpos a través de interacciones con residuos de cisteina,
los cuales a su vez pueden introducirse en posiciones especificas del anticuerpo
mediante técnicas de ingenieria genética. Por lo tanto, se trata de dos excelentes
trabajos que demuestran el potencial de combinar el disefio molecular con la
sintesis organica convencional y el uso de vectores bioldgicos dirigidos para la
obtencién de nuevos farmacos con una actividad terapéutica especifica y muy
localizada en el tejido a tratar. A pesar de que las estrategias de sintesis
empleadas en los dos trabajos reflejan el comienzo de un enfoque mas
sofisticado y sostenible respecto a los métodos tradicionales, todavia existe
margen de mejora para conseguir compuestos eficientes y competitivos que
puedan trasladarse a la fase clinica y que superen los resultados ya obtenidos
con el derivado IR700. Es, por tanto, fundamental que grupos de investigacion
en sintesis organica exploren activamente nuevas alternativas, a pesar de la

dificultad intrinseca observada en la obtencién de este tipo de compuestos.
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