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RESUMEN

En este Trabajo de Fin de Grado se ha estudiado la fotorreactividad del farmaco capmatinib
(CAP), un inhibidor de la tirosina quinasa (TKIs) utilizado para tratar el cancer de pulmédn, en
distintos medios. La motivacién principal se debe a que las propiedades fotofisicas de los TKls
estd relacionada con el dano fotobiolégico que pueden generar tras absorber luz, por lo que
conocer su reactividad fotoquimica y los procesos fotoinducidos que puedan ocurrir por la
interaccion con luz es importante desde un punto de vista médico, ya que pueden ayudar a
minimizar los dafos que estos puedan provocar a pacientes oncoldgicos tratados con TKls.

Se han caracterizado las especies transitorias generadas tras irradiar CAP con luz ultravioleta
mediante el uso de técnicas espectroscépicas tales como absorcién transitoria y fluorescencia,
tanto en estado estacionario como en resolucién temporal. La fotorreactividad de este
farmaco se ha estudiado en medio orgdnico y bioldgico, principalmente en presencia de
proteinas transportadoras (albuminas séricas y a-glicoproteinas). Se ha observado que CAP es
fotoquimicamente estable cuando es irradiado a 350 nm tanto en medio organico con en
presencia de proteinas. Ademads, se ha caracterizado el estado excitado singlete de CAP
(!CAP*), y se ha detectado que sus propiedades fotofisicas varian en funcién del
microambiente en el que se encuentra. En este sentido, se han observado diferencias
significativas en la desactivacion de 'CAP* en funcidn de la proteina estudiada, siendo en HAG
donde se ha detectado menor emisidn, lo cual podria tener implicaciones a nivel biolégico. No
se ha detectado la formacién del estado excitado triplete (3CAP*), por lo que las posibles
consecuencias fotobiolégicas que dicho farmaco pudiera generar derivarian de CAP*.
Finalmente, se ha estudiado la fuerza de unidn con proteinas, siendo mayor en HSA.

Palabras Clave: capmatinib, fluorescencia, fotdlisis de destello ldser, fotosensibilizacidn,
proteinas transportadoras.
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RESUM

En este Treball de Fi de Grau s'ha estudiat la fotorreactividad del farmac capmatinib (CAP), un
inhibidor de la tirosina cinasa (TKIs) utilitzat per a tractar el cancer de pulmd, en diferents
mitjans. La motivacid principal es deu al fet que les propietats fotofisiques dels TKls esta
relacionada amb el mal fotobiologic que poden generar després d'absorbir llum, per el que
conéixer la seua reactivitat fotoquimica i els processos fotoinduits que puguen océrrer per la
interaccid amb llum és important des d'un punt de vista médic, ja poden ajudar a minimitzar
els danys que estos puguen provocar a pacients oncologics tractats amb TKis.

S'han caracteritzat les espécies transitories generades després d'irradiar CAP amb Ilum
ultraviolada mitjancant I'Us de tecniques espectroscopiques com ara absorcid transitoria i
fluorescéncia, tant en estat estacionari com en resolucié temporal. La fotorreactividad d'este
farmac s'ha estudiat al mig organic i biologic, principalment en preséncia de proteines
transportadores (albumines sériques i o-glicoproteines). S'ha observat que CAP és
fotoquimicament estable quan és irradiat a 350 nm tant al mig organic com en preséncia de
proteines. A més, s'ha caracteritzat |'estat excitat singulet de CAP (*CAP*), i s'ha detectat que
les seues propietats fotofisiques varien en funcié del microambient en el qual es troba. En este
sentit, s'han observat diferéncies significatives en la desactivacié de 'CAP* en funcid de la
proteina estudiada, sent en HAG on s'ha detectat menor emissiod, la qual cosa podria tindre
implicacions a nivell bioldgic. No s'ha detectat la formacié de I'estat excitat triplet (3CAP*), per
la qual cosa les possibles conseqliencies fotobiologiques que este farmac poguera generar
derivarien de ICAP*. Finalment, s'ha estudiat la forca d'unié amb proteines, sent major en HSA.

Paraules clau: capmatinib, fotosensibilitzacio, fluorescéncia, fotélisis de centelleig laser,
proteines transportadores.
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ABSTRACT

In this Final Degree Project the photoreactivity of the drug capmatinib (CAP), a tyrosine kinase
inhibitor (TKls) used to treat lung cancer, has been studied in different media. The main
motivation is due to the fact that the photophysical properties of TKls are related to the
photobiological damage they can generate after absorbing light, so knowing their
photochemical reactivity and the photoinduced processes that may arise due to interaction
with light is important from a medical point of view, since they can help to minimize the
damage they can generate to oncological patients treated with TKIs.

The transient species generated after irradiation of CAP with UV light have been characterized
by means of spectroscopic techniques such as transient absorption and fluorescence, both in
the steady-state and time-resolved modes. The photoreactivity of this drug has been studied in
organic and biological media, mainly in the presence of transport proteins (serum albumins
and o-glycoproteins). It has been observed that CAP is photochemically stable when it is
irradiated at 350 nm both in organic medium and in the presence of proteins. In addition, the
singlet excited state of CAP (*CAP*) has been characterized, and its photophysical properties
have been found to vary as a function of the microenvironment. In this context, significant
differences have been observed in the deactivation of !CAP* depending on the investigated
protein, the lower emission detected in HAG, which could have implications at the biological
level. The formation of the triplet excited state (3CAP*) has not been detected, so the possible
photobiological consequences that this drug could generate would arise from 'CAP*. Finally,
the strength of binding with proteins has been studied, being the highest in HSA.

Keywords: capmatinib, fluorescence, laser flash photolysis, photoinduced processes, transport
proteins.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. EL CANCER

El cdncer es un conjunto de enfermedades relacionadas entre si, en las cuales se produce un
desarrollo anormal y descontrolado de la division de las células del cuerpo, produciendo una o
varias neoplasias (salvo en la leucemia o cancer de sangre) en algun tejido del cuerpo humano.
La transformacion de una célula normal en una célula cancerosa implica varias mutaciones en
genes clave que controlan el crecimiento y la divisién celular. Hoy en dia, el cancer es una de
las principales causas de muerte que existen en la actualidad, afectando aproximadamente al
44% de la poblacion mundial.?

Existen multiples factores de riesgo que pueden favorecer la aparicién de células cancerosas,
entre los cuales se incluyen principalmente los factores genéticos y aquellos relacionados con
los habitos de vida. La genética en el cancer se refiere a la herencia de mutaciones genéticas
en cuanto a la probabilidad de contraer esta enfermedad. Estas mutaciones se encuentran
principalmente en los genes que regulan funciones criticas, como lo pueden ser la reparaciéon
del ADN, la apoptosis (muerte celular programada) y el control del ciclo celular. Un ejemplo de
ello pueden ser las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, que estan principalmente
asociados al cdncer de mama.? Por otra parte, los habitos de vida también estan fuertemente
relacionados con la probabilidad de padecer cancer. Los principales habitos que influyen en el
riesgo de cancer son el consumo de tabaco, que es una de las principales causas del cancer de
pulmén (el cual tiene una de las tasas de mortalidad mas altas); el consumo excesivo de
alcohol, ya que este puede dafiar tanto al ADN como a las proteinas celulares; una fuerte
exposicién al sol y a radiacién ultravioleta, lo cual es la principal causa del cancer de piel; la
practica de una dieta no equilibrada y la poca actividad fisica. Se estima que el 40% de los
canceres puede prevenirse mediante la adopcidn de habitos de vida saludables.?

Entre los tipos de cancer mas frecuentes, se encuentran, segun un estudio realizado por
GLOBOCAN en 2020:

1- Cancer de mama: Con 2,26 millones de casos, este se ha convertido en el mas comun

a nivel mundial, superando al cdncer de pulmén. En mujeres, este sigue siendo la
principal causa de muerte por cancer a nivel mundial.

2- Cdancer de pulmén: En el afio 2020 se registrd un total de 2,2 millones de casos, siendo

en hombres ligeramente mas comun que en las mujeres. Este tipo de cancer tiene la
tasa de mortalidad mas alta, debido principalmente a que se suele diagnosticar en
etapas avanzadas.
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3- Céncer colorrectal: Con 1,79 millones de casos registrados, este cancer resulta ser uno

de los mas tratables en caso de que se detecte temprano, aunque sigue siendo una
causa significativa de muerte en paises con menor acceso a programas de deteccion.

A esta larga lista le seguirian el cancer de préstata, el cancer de estdmago, el cancer de higado
y el cancer de piel, entre otros.*

1.2. TRATAMIENTOS CONTRA EL CANCER

Histéricamente, los posibles tratamientos capaces de combatir el cancer han ido
evolucionando progresivamente, a medida que avanzaba la investigacion vy los
descubrimientos en este campo cientifico. Cronolégicamente, el primer remedio que se
encontré para el cancer fue la cirugia (extirpacidn de las zonas afectadas), aunque en la
antigiedad el cancer era visto como una enfermedad incurable. A medida que fueron
avanzando los conocimientos en cirugia (con el desarrollo en anestesia), esta se convirtié en
un tratamiento cada vez mas efectivo, aunque Unicamente es posible durante las fases mas
tempranas del cancer.

Durante el siglo XX se desarrollaron dos de los tratamientos mds importantes para combatir el
cancer, como son la quimioterapia y la radioterapia. Con el descubrimiento de la
radioactividad de Marie y Pierre Curie, se comenzd a utilizar la radiacién como método para
tratar tumores, lo cual condujo al desarrollo de la radioterapia.’ En 1901, se tratd por primera
vez a un paciente con radiacién para intentar curar un cdncer de piel. Durante la segunda
guerra mundial, se desarrollaron agentes quimioterapéuticos, como el gas mostaza
nitrogenado o el metotrexato. Este tipo de tratamientos, aunque son efectivos, también son
muy dafiinos para el resto de las células sanas del paciente, debido a su alta agresividad. Los
efectos que pueden producir son dafio a tejidos sanos circundantes al darea tratada
(inflamacién o dafio funcional), fatiga, toxicidad a largo plazo (pudiendo llegar a generar
problemas cardiacos o desarrollar nuevos tipos de cancer) e inmunosupresion, entre otros.

En la época reciente, las numerosas investigaciones sobre la terapia contra el cancer han dado
lugar a nuevos sistemas para neutralizar las células cancerosas. Se han logrado obtener, como
resultado, medicamentos con mayor eficacia, mas precisos y menos invasivos que los
mencionados anteriormente. Algunos ejemplos pueden ser la nanomedicina, que se centra en
la utilizacidon de nanoparticulas para mejorar la entrega de farmacos; la inmunoterapia, cuyo
fin es estimular el sistema inmunoldgico para atacar células cancerosas; la terapia génica, que
consiste en la correccion de mutaciones que causan cancer mediante la manipulaciéon directa
de genes; y las terapias dirigidas, que atacan mutaciones especificas en células tumorales.®

1.3. LATERAPIA DIRIGIDA

La terapia dirigida es un tratamiento que se centra en atacar directamente los mecanismos
moleculares especificos que intervienen en el crecimiento, divisién y proliferacién de las
células tumorales. Se utiliza un farmaco disefiado especificamente para inhibir una molécula
que participa en el crecimiento, desarrollo y proliferacion de las células cancerosas,
impidiendo la progresion del tumor. Esto hace de la terapia dirigida una terapia precisa y con
menos efectos secundarios sistémicos que las anteriormente mencionadas.
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El desarrollo de las terapias dirigidas tiene como origen los avances cientificos de las décadas
de 1970 y 1980. Uno de los descubrimientos clave fue la identificacion de oncogenes y genes
supresores de tumores, que juegan un papel fundamental en el desarrollo y la progresién del
cancer. Los oncogenes son versiones mutadas o activadas de genes normales
(protooncogenes) que, cuando se alteran, impulsan el crecimiento celular descontrolado. Por
otro lado, los genes supresores de tumores normalmente inhiben el crecimiento celular, y
cuando se inactivan, permiten que las células cancerosas se desarrollen sin restriccidn. Este
conocimiento condujo a la idea de que, si se podia intervenir en estos procesos moleculares
especificos, seria posible detener o ralentizar el crecimiento del cancer de manera mas
selectiva.’

Las proteinas tirosinas quinasas funcionan como interruptores moleculares en las células,
activando o desactivando otras proteinas a través de la fosforilacion, un proceso en el que
afiaden un grupo fosfato a las proteinas. Esto inicia una cascada de sefales dentro de la célula,
que regula funciones clave como la divisién celular, la supervivencia y la migracién. En
condiciones normales, las tirosinas quinasas son controladas de manera estricta para que solo
se activen cuando sea necesario. Sin embargo, en muchos tipos de cancer, las tirosinas
quinasas se activan de manera inadecuada o constante debido a mutaciones en los genes que
las codifican. Esta activacién continua puede llevar a un crecimiento celular incontrolado, una
de las principales caracteristicas del cancer.

En este sentido, uno de los primeros hitos importantes en el desarrollo de las terapias dirigidas
fue el descubrimiento del receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth
Factor Receptor, EGFR), que conforma una familia de cuatro receptores tirosina quinasa (HER-
1, HER-2, HER-3 y HER-4), y el desarrollo de medicamentos que podian inhibir esta proteina en
ciertos tipos de cancer.? Se observd que, en varios tipos de tumores, el EFGR se reproducia de
manera descontrolada, principalmente en HER-1 y HER-2, debido a mutaciones y distorsiones
del material genético, lo cual provocaba la desregulacién de la sefializacion de la tirosina
quinasa, y como consecuencia, el desarrollo del cancer. Se sugirid que la inhibicion del
receptor EGFR podria ser una solucion efectiva para detener la proliferacién tumoral.

Tyrosine kinase receptor

—_— —— Cellular
Phosphorylation response
m “
ATP. ADP ® Inactive relay
® protein
. D
Active relay

protein

Figura 1. Esquema sobre el funcionamiento de la tirosina quinasa.?*
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Los inhibidores de tirosina quinasa (Tyrosine Kinase Inhibitor, TKI) son pequefias moléculas que
se unen al sitio activo del receptor (principalmente HER-1 y HER-2), bloqueando su capacidad
de anadir grupos fosfato a otras proteinas. Al inhibir esta funcidn, los TKI interrumpen las
sefiales que permiten a las células cancerosas proliferar. Estos farmacos estan disefiados para
ser altamente especificos, lo que significa que se dirigen Unicamente a receptores tirosina
quinasa que poseen alguna alteraciéon en las células tumorales, minimizando los efectos
dafiinos en las células sanas.’

Uno de los primeros y mas importantes ejemplos de TKI es el imatinib (Gleevec), que fue
desarrollado para tratar la leucemia mieloide crénica (LMC).2° En esta enfermedad, las células
cancerosas tienen una fusion genética que da lugar a una proteina anormal llamada BCR-ABL,
una tirosina quinasa que esta constantemente activa y que impulsa el crecimiento de las
células malignas. El modo de accién del imatinib es unirse al sitio activo de BCR-ABL,
bloqueando su actividad y deteniendo la proliferaciéon descontrolada de las células leucémicas.
El éxito de imatinib no solo cambié el tratamiento de LMC, sino que también establecid el
paradigma de las terapias dirigidas basadas en inhibidores de tirosina quinasa.

Extracellular

ee® g
° o

Proliferation, survival, inhibition of
apoptosis, angiogenesis

Figura 2. Funcionamiento de las terapias dirigidas basadas en inhibidores de la tirosina
quinasa.?

1.4. TIPOS DE INHIBIDORES DE LA TIROSINA QUINASA

Existen varios tipos de inhibidores de tirosina quinasa, los cuales se clasifican segun su
mecanismo de accién y por el tipo de tirosina quinasa especifica que inhiben. Entre los mas
comunes se encuentran:

- Inhibidores de quinasas receptoras: Estas quinasas estan asociadas a la superficie
celular y transmiten sefales desde el exterior al interior de la célula. Algunos ejemplos
incluyen el EGFR, que estd implicado en varios tipos de cancer, incluido el cancer de
pulmén no microcitico. Los inhibidores de EGFR, como lo son el erlotinib (ERL) y el
gefitinib (GFT), bloquean este receptor, interrumpiendo las sefiales de crecimiento y
ralentizando el avance del tumor.*

- Inhibidores de quinasas no receptoras: Estas quinasas estdn ubicadas en el citoplasma
y transmiten sefales sin estar unidas a la membrana celular. Un ejemplo es el inhibidor
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dasatinib, que se dirige a varias quinasas no receptoras, incluyendo SRC y ABL, y se usa
en ciertos tipos de leucemia.!?

- Inhibidores multitarget: Estos fadrmacos son capaces de inhibir varias tirosina quinasas
a la vez, lo que les permite atacar multiples vias de sefializacién involucradas en el
crecimiento tumoral. Un ejemplo es el sunitinib, que inhibe tanto los receptores de
VEGFR como los de PDGFR, y se utiliza en el tratamiento de tumores gastrointestinales
y cancer renal.’®

Sin embargo, a pesar de que los TKI son mas especificos que otros tratamientos, no estan
completamente libres de efectos secundarios. El uso continuado de este tipo de farmacos
puede causar ciertos dafos adversos, entre los que se incluyen problemas gastrointestinales,
toxicidad hepatica, hipertensién y problemas cutaneos, dependiendo del inhibidor y del tipo
de cancer. La creciente preocupacién existente en torno a estos efectos secundarios ha dado
lugar a diversos estudios con el objetivo de garantizar la mdxima seguridad de los pacientes
tratados. Se ha descubierto que mas de 300 de estos medicamentos poseen un elevado
potencial fotosensibilizante, la cual puede provocar alteraciones cutaneas.

1.5. FOTOSENSIBILIZACION DE FARMACOS FOTOACTIVOS

Los fdrmacos fotoactivos son aquellos que pueden interaccionar con la luz de una determinada
energia ya que poseen cromoforos capaces de absorber dicha luz. Este proceso puede
desencadenar una serie de reacciones quimicas que deriven finalmente en la formacion de
reacciones de fotosensibilizacién, lo que principalmente resulta en la aparicion de lesiones
cutaneas como eccemas o quemaduras, fotodermatosis, hiperpigmentacién o incluso cancer
de piel.} Este tipo de farmacos capaces de absoriber luz de una determinada longitud de onda
se excitan y pasan a un estado de alta energia; ese exceso de energia se puede disipar de
diferentes formas, bien dando reacciones fotoquimicas, por lo que se generan nuevos
productos quimicos (fotoproductos) y/o procesos de fotosensiblizacién, o bien mediante
procesos fotofisicos (fluorescencia, fosforescencia, desactivacion no radiante) donde ademas
se puede transferir esa energia a otras moléculas cercanas (procesos de transferencia de
energia o electronica, etc.)

La radiacion solar puede dividirse en radiacion ultravioleta C (UV-C, de 200 a 290 nm),
radiacion ultravioleta B (UV-B, de 290 a 315 nm), radiacion ultravioleta A (UV-A, de 315 a 400
nm), la radiacidn visible (de 400 a 700 nm) y la radiacidn infrarroja (mds de 700 nm). De todas
ellas, la mas perjudicial a nivel biolégico es la radiacidn ultravioleta, siendo la UV-A la que llega
mayoritariamente a la superficie terrestre y la mas relacionada con los procesos de
fotosensibilizacion. Este tipo de procesos, pese a estar cada vez mas relacionados con las
enfermedades cutaneas mencionadas anteriormente, cuentan con pocos trabajos de
investigacion con relacion a la fotosensibilizacién derivada de farmacos TKI. Por tanto, se trata
de un campo de estudio abierto que ira adquiriendo mas relevancia, centrandose en entender
los mecanismos y las respuestas celulares que se desencadenan por la interaccidon entre los
farmacos TKl y la radiacién solar.®

Las reacciones de fotosensibilizacién dan comienzo con la absorcion de un fotdn por parte del
farmaco anticancerigeno, pasando este a un estado excitado de mayor energia. En este estado,
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el agente fotosensibilizante puede generar distintas especies (singlete, triplete, radicales, etc.),
que podrian provocar dafio a biomoléculas tales como proteinas, ADN o lipidos mediante
procesos de transferencia de energia, transferencia electrénica o transferencia de protén.
Ademas, esta reaccion también puede dar lugar a un compuesto quimico diferente, dando
lugar a un fotoproducto que podria ser fotosensibilizante, aunque el agente inicial no lo fuera.
Cualquiera de estos procesos puede llegar a causar dafio bioldgico fotoinducido, y producir
lesiones en el organismo. Este dafio puede ser de dos tipos:

1- Fotoalergia: Reacciones de fotosensibilidad producidas por respuestas del propio
sistema inmunitario. Estas respuestas son producidas por la formacién de alérgenos
gue se generan tras la absorcion de luz por parte del farmaco (al producirse la unién a
proteinas de membrana). El dafio producido no es inmediato, se manifiesta con la
presencia de erupciones en la piel, enrojecimientos y edema. Al ser una respuesta del
sistema inmunolégico, estas lesiones pueden extenderse a zonas que no hayan sido
afectadas por la radiacion.

2- Fototoxicidad: Se produce cuando el farmaco que ha absorbido luz solar interacciona
desde su estado excitado con biomoléculas o con oxigeno, desencadenando una serie
de reacciones que pueden generan dafios en el ADN, proteinas o lipidos. Estos dafos
dependen directamente de la cantidad de agente fotosensibilizante que haya sido
expuesto a la radiacién, y suele manifestarse en forma de quemaduras.

Este tipo de reacciones se debe a la presencia de algin croméforo en la estructura molecular
de los TKIs. Un croméforo es una parte de una molécula capaz de absorber luz de una cierta
energia. Existen antecedentes donde se demuestra la capacidad de ciertos TKI de interaccionar
con luz y generar un dafio biolégico; en estos estudios, realizados en el grupo de investigacion
donde se ha desarrollado este TFG, se relaciona la reactividad fotofisica y fotoquimica de los
TKI con su potencial fotosensibilizante. Por ejemplo, en el caso del lapatinib (LAP, farmaco
diagnosticado contra el cancer de mama), este contiene en su estructura el croméforo
quinazolina, del cual se concluye que el dafio fotobioldgico generado por LAP deriva de la
interaccion de dicho cromoéforo con luz UV. Aunque no siempre es tan sencillo identificar
cuales son las especies que producen los efectos fotofisicos que dan lugar a estas reacciones, y
requieren de un estudio exhaustivo para llegar a alguna conclusién. Esto ocurrio, por ejemplo,
en el caso del imatinib (farmaco utilizado para varios casos de leucemia), donde fue necesario
dividir la molécula para identificar la subestructura responsable del dafio causado a las
biomoléculas.*®

Generalmente, las reacciones de fototoxicidad son las mas comunes, y por tanto se
profundizard algo mds en ellas. Los TKIs pueden producir reacciones adversas con caracter
fototdxico, y aunque hoy en dia no existen muchos estudios en los que se hayan investigado a
nivel molecular los mecanismos capaces de producir dichas reacciones, si se puede contar con
algunas investigaciones realizadas para los farmacos lapatinib (LAP), gefitinib (GFT) y erlotinib
(ERL), habiendo sido los dos ultimos estudiados en nuestro laboratorio de investigacion.
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Figura 3. Estructura quimica de los TKI lapatinib, gefitinib y erlotinib.

De esta forma, el lapatinib, un medicamento utilizado principalmente para contrarrestar el
cancer de mama y el cdncer de pulmdn, contiene en su estructura el croméforo quinazolina,
del cual, segun estudios previos, ya se conoce que puede absorber luz solar y provocar dafio
fotoinducido de tipo fototdxico. Segun dichos estudios, existe una relaciéon entre las
propiedades fotofisicas del LAP con el dafio fotobioldgico que este provoca, identificandose las
especies transitorias que se generan al irradiar LAP a 330 nm. El mecanismo por el cual se
provoca dicho dafio implica procesos de transferencia electrénica desde el estado excitado
singlete de LAP.Y

Un estudio reciente determiné la fototoxicidad que puede provocar el GFT y sus principales
metabolitos fotoactivos, mediante un estudio completo sobre la fotorreactividad de éstos en
disolucién organica y en medio proteico. En dicho estudio, se identificaron y caracterizaron las
principales especies transitorias y se estudiaron los procesos fotoinducidos que dan lugar tras
la irradiacion de rayos UV-A en GFT, GFT-M1 y GFT-M2. Se pudo correlacionar el
comportamiento fotofisico de los tres compuestos y sus potenciales fototéxicos. Finalmente se
llegd a la conclusién de que el dafo generado por el farmaco y sus metabolitos sigue un
mecanismo fototdxico de tipo |, ya que se observaron procesos de transferencia electrénica
y/o de protén.3

Con respecto al estudio realizado sobre el farmaco erlotinib, el cual es un farmaco utilizado en
tratamientos contra el cancer de pulmdn y de pancreas, se determinaron los estados excitados
y los procesos fotoinducidos que ocurren tras la excitacion del farmaco y sus metabolitos con
luz UV-A. Se comprobd que, el comportamiento de este farmaco al ser irradiado es bastante
diferente dependiendo del medio en el que se encuentre. Se llegé finalmente a la conclusion
de que la fotosensibilidad observada en medios organicos y en interacciones bioldgicas pueden
contribuir a las reacciones de fotosensibilidad observadas clinicamente.'®

Los resultados de las investigaciones comentadas anteriormente indican que existe una
estrecha relacion entre la fototoxicidad que pueden provocar los TKls con sus propiedades
fotofisicas, asi como los efectos fotoinducidos en las biomoléculas tras interaccionar con luz
ultravioleta. En este sentido, las especies responsables de este dafio son estados excitados de
naturaleza singlete o triplete que pueden inducir la formacidn de radicales (generados por un
proceso de transferencia electrdnica entre el farmaco en su estado excitado y la biomolécula),
o especies reactivas de oxigeno, el cual se forma tras un proceso de transferencia de energia
triplete-triplete entre el farmaco y el oxigeno molecular. De esta forma, se puede clasificar la
fototoxicidad en funcién de las especies responsables de que esta sea generada, siguiendo un
mecanismo de tipo | cuando la generan especies radicalarias, y de tipo Il cuando se generan a
partir de especies reactivas de oxigeno.
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1.6. FUNDAMENTOS FOTOFISICOS Y FOTOQUIMICOS

La fotoquimica es la ciencia que estudia las interacciones entre atomos y/o moléculas
pequefias con la luz, asi como los cambios que esta pueda llegar a producir en la materia como
consecuencia de dicha interaccidn. Este tipo de procesos fotoinducidos se dan cuando el
cromdforo de las moléculas organicas absorbe luz de una determinada energia. En ese
momento, un electrén del orbital molecular ocupado de mayor energia puede desplazarse al
orbital desocupado de menor energia, de manera que la molécula pasa de su estado
fundamental (So) a un estado excitado singlete (S,) de mayor energia. Desde este nivel S, (que
depende de la longitud de onda a la que la molécula es irradiada), se disipara el exceso de
energia de los electrones y se relajaran rapidamente, alcanzando el estado excitado singlete de
menor energia (Si1), desde donde se podran iniciar varios procesos fotoquimicos y fotofisicos

hasta que la molécula alcance de nuevo su estado fundamental.®

Los procesos fotofisicos suceden durante la transicion de una molécula al pasar del estado
excitado al estado fundamental, cuando esta no sufre cambios en su estructura quimica. Estos
procesos pueden ser de naturaleza radiante, si emiten la energia absorbida en forma de luz,
como es el caso de la fluorescencia y fosforescencia; o no radiante, si no emiten energia en
forma de luz sino en forma de calor.

El diagrama de Jablonski (ver Figura 4) es una representacién esquematica de los distintos
niveles de energia y procesos fotofisicos que pueden ocurrir tras la absorcion de energia por
parte del cromdforo de una molécula tras ser irradiada. Estos procesos son competitivos entre
si, siendo mas o menos favorables dependiendo de la molécula.
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Figura 4. Diagrama de Jablonski.?

En este diagrama, se pueden observar varios de los procesos mencionados anteriormente, que
se describiran a continuacion:

- Fluorescencia: emisién de energia en forma de luz que va desde el estado excitado S;
hasta el estado fundamental So. Este proceso se suele dar en intervalos muy cortos de
tiempo, del orden de nanosegundos.

- Fosforescencia: emisién de energia en forma de luz que va dado desde el estado
excitado triplete (T:) hasta el estado fundamental So. Durante este proceso, a
diferencia de la fluorescencia, si cambia el espin del electrén, lo cual hace que sea una
transicidon prohibida, y por tanto ocurre en escalas de tiempo mayores, del orden de
microsegundos.

- Conversion interna: proceso fotofisico no radiante mediante el cual se pasa de un

estado electrdnico a otro isoenergético, manteniendo la misma multiplicidad de espin.

- Reconversién o cruce intersistema: proceso no radiante por el cual una molécula

cambia de un estado electrdénico a otro (formando estados excitados del tipo triplete),
manteniendo la misma energia, pero de distinta multiplicidad. También se trata de una
transicién prohibida, y por lo tanto es mas lento que aquellos procesos que si
mantienen la misma multiplicidad de espin.

- Relajacién vibracional: proceso fotofisico no radiante por el que una molécula pasa

muy rapidamente de un estado vibracional de mayor energia a otro de menor energia,
debido a colisiones con el entorno.
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De los procesos mencionados anteriormente, los Unicos que se pueden medir con mayor
facilidad son la absorcién y la emisidon luminiscente, pudiendo determinar los espectros de
absorcién y emisién, intensidades y cinéticas de desactivacion.

La transferencia de energia es un fendmeno mediante el cual una molécula que se encuentra
en su estado excitado singlete o triplete (dador) dota de su mismo estado excitado a otra
molécula que se encuentre en su estado fundamental (aceptor).

Por otra parte, los procesos de transferencia electrénica implican que una molécula ceda sus
electrones a otra, dando como resultado la formacidon de compuestos anidnicos, catiénicos o
especies radicalarias. Para ello, una de las dos moléculas debe encontrarse en su estado
excitado.

Por ultimo, las reacciones quimicas son procesos en los que se generan nuevos compuestos a
partir de intermedios de reaccién.

Para que cualquiera de estos procesos de desactivaciéon pueda llevarse a cabo, el dador deberd
tener siempre una energia superior en el estado excitado que la energia en el estado excitado
del aceptor. Ademas, las condiciones en las cuales tienen lugar afectan sobremanera a estos
procesos, dependiendo del microambiente en el que se encuentren las especies organicas que
actuen como dador y aceptor. Por ello, resulta crucial estudiar el comportamiento de las
moléculas en diferentes condiciones, para que esta sea caracterizada correctamente.

10
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

En vista de los antecedentes explicados en el apartado anterior, es evidente la estrecha
relacion existente entre la fotorreactividad de los fdrmacos y las propiedades fotofisicas que
presentan en distintos medios con el dafio fotoinducido que se puede generar en
biomoléculas, que finalmente derivaria en un dafio biolégico (fototoxicidad, fotoalergia,
fotomutagenicidad, etc.). Por este motivo, se ha decidido realizar un estudio completo sobre la
fotorreactividad del farmaco capmatinib (CAP) en distintos medios: disolucidn organica,
disolucién acuosa y medio bioldgico.

Figura 5. Estructura quimica del farmaco capmatinib.

Las propiedades fotofisicas de CAP no se han estudiado con anterioridad. Este farmaco se usa
actualmente para tratar el cancer de pulmoén de células caracterizadas como ‘no pequeias’ en
adultos en los que dicho cancer se ha expandido por el organismo. Este medicamento, como
algunos comentados en la introduccion, pertenece al grupo de farmacos inhibidores de la
tirosina quinasa, y como muchos de los medicamentos pertenecientes a este grupo, puede
presentar efectos secundarios relacionados con la interaccidn del farmaco con la luz.

Se desconoce las fotorreactividad y las causas especificas por las cuales se producen algunos
de estos efectos secundarios durante el consumo de este medicamento, estando relacionados,
eso si, con la exposicién a la radiacion. De esta forma, el objetivo principal de este Trabajo de
Fin de Grado es estudiar en detalle la fotorreactividad de CAP, tanto en disolucién organica
como en disolucién acuosa y en medio proteico. Se realizara una caracterizacion completa de
las especies transitorias generadas tras irradiar el farmaco con luz ultravioleta, y se describiran
sus principales propiedades fotofisicas, asi como los procesos fotoinducidos que tienen lugar
tras interaccionar CAP con luz UV mediante el uso de técnicas espectroscopicas tales como la
fluorescencia (en estado estacionario y resuelta en el tiempo) y la absorcién transitoria a
escala de microsegundos (técnica de fotdlisis de destello laser, FDL).

Para el estudio en medio orgdnico, se utilizaran diferentes disolventes organicos para
investigar la influencia de la polaridad del medio sobre las propiedades fotofisicas del farmaco.
Por otra parte, para el estudio realizado en medio biolégico se utilizaran proteinas de distinta
naturaleza: albuminas séricas y alfa-glicoproteinas acidas, de origen humano y bovino. Estas

11
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son de las proteinas transportadoras mas abundantes, las cuales se encargan principalmente
de transportar tanto sustancias enddgenas como exdgenas por el torrente sanguineo.

12



CAPITULO 3. DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo, se expondran los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion. En
primer lugar, se ha realizado un estudio fotofisico y fotoquimico del farmaco en medio
organico; una vez se han caracterizado los estados excitados y los procesos fotoinducidos que
tienen lugar en este medio, se ha procedido a estudiar el comportamiento de CAP tanto en
disolucién acuosa (PBS) como en medio bioldgico, principalmente en presencia de las
proteinas transportadoras descritas en el apartado anterior (albiminas séricas y o-
glicoproteinas acidas).

3.1.CARACTERIZACION DE LOS ESTADOS EXCITADOS DE CAPMATINIB EN DISOLUCION
ORGANICA.

El motivo de estudiar el comportamiento fotofisico y fotoquimico del CAP en disolventes
organicos es, principalmente, que se disuelve con mucha facilidad y es ademds el medio mas
“sencillo” en el que el farmaco puede encontrarse, sin las restricciones de movimiento que le
puede proporcionar las cavidades de union de la proteina, lo cual se discutird mas adelante. En
este caso, los disolventes elegidos para realizar estos experimentos fueron el tolueno (Tol), el
acetonitrilo (MeCN) y el etanol (EtOH), clasificados de menos polar a mas polar. Las principales
caracteristicas de cada uno de estos disolventes, detalladas para justificar la eleccidn de estos
para la realizacidn de los estudios fotoquimicos, son las siguientes:

- Tolueno: Es un disolvente apolar capaz de disolver facilmente compuestos organicos
apolares, y ademas presenta una alta estabilidad quimica, lo cual resulta muy util a la
hora de su uso en investigacion.?

- Acetonitrilo: Es un disolvente polar con una constante dieléctrica alta, ademas de
presentar también una alta estabilidad quimica.?

- Etanol: Es un disolvente polar y prdtico muy versatil, pues puede disolver gran
cantidad de compuestos organicos de diferente polaridad. Ademas, es menos tdxico
que otros solventes y se utiliza muy habitualmente en investigaciones bioldgicas y
farmacéuticas.?

En primer lugar, se realizd un registro de los espectros de absorcion ultravioleta-visible (UV-vis)
de CAP en acetonitrilo, etanol y tolueno.

13
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Figura 6. Espectros de absorciéon de CAP en MeCN (negro), etanol (azul) y tolueno (rojo) a
concentracién 2 uM.

Como se puede observar, los espectros de absorciéon UV-vis no varian demasiado en funcion de
la polaridad del disolvente; para etanol y tolueno, los espectros muestran un perfil mas
definido, y en el caso de tolueno, el maximo de absorcion se desplaza ligeramente a longitudes
de onda mayores.

Estos resultados indican que las propiedades fisicas del farmaco en el estado fundamental
apenas varian en funcién de la polaridad del disolvente organico.

Un aspecto importante a resaltar es que CAP es capaz de absorber luz desde en la region
ultravioleta A e incluso visible, ya que su espectro de absorcidén se extiende hasta casi los 470
nm; de hecho, como se puede apreciar en la Figura 7, el fdrmaco tiene color amarillento. Este
hecho se traduce en que el fdrmaco, al poder absorber luz de las regiones ultravioleta A y
visible, podria generar un dafio fotoinducido no deseado a biomoléculas tales como proteinas,
lipidos, ADN, etc., llegando incluso a ocasionar dafio permanente a aquellos pacientes
oncoldgicos tratados con CAP.

v T % /

Figura 7. CAP disuelto en DMSO a concentracién 2 mM.

En vista del analisis realizado sobre el espectro de absorcién del farmaco, y ya que se ha
observado que éste es capaz de absorber luz UV-A, se va a realizar un andlisis fotoquimico del
mismo para ver si al ser irradiado a 350 nm es capaz de generar algun fotoproducto (FP). La
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reactividad fotoquimica de CAP se seguira a partir de los espectros de emision del farmaco en
disolucién de acetonitrilo tras ser irradiado en un fotorreactor multildmpara a 350 nm durante
distintos tiempos. El motivo por el que se ha seleccionado la fluorescencia para seguir la
reactividad fotoquimica de CAP se debe a que es una técnica espectroscépica altamente
sensible a pequefias modificaciones que pueda sufrir el farmaco; asi pues, si este reacciona
generando algln FP (o bien se degrada) se detectard por cambios en el espectro de emisién de
CAP.

CAP/MeCN hv 0 min
CAP/MeCN hv 1 min
CAP/MeCN hv 5 min
CAP/MeCN hy 20 min
34 CAP/MeCN hv 60 min
CAP/MeCN hv 120 min

450 500 550 600 650 700
Wavelength / nm

Figura 8. Espectros de fluorescencia de CAP en acetonitrilo tras ser irradiado a distintos
tiempos (1, 5, 20, 60 y 120 minutos) en un fotorreactor multildampara a 350 nm.

Como se puede observar en la Figura 8, no se observa ningin cambio significativo en el
espectro de emisién del farmaco tras ser irradiado a 350 nm, lo cual confirma que CAP es
bastante estable fotoquimicamente. Adicionalmente, también se comprueba que los
resultados que se han obtenido a partir de los experimentos fotofisicos que se van a mostrar a
continuacién van a derivar por la excitacion del farmaco y no por la formaciéon de ningun
fotoproducto ni por la degradacién de CAP.

Una vez observada la alta estabilidad fotoquimica de CAP, se procede al estudio de sus
propiedades fotofisicas.

En la Figura 9 se muestran los espectros de emision del fdrmaco en los disolventes orgdnicos
de distinta polaridad empleados con anterioridad tras excitar a una longitud de onda de 340
nm. Se puede observar que el mdaximo de emision estd centrado a unos 510 nm,
desplazandose ligeramente a longitudes de onda menores para el caso del tolueno; esto puede
deberse a la diferencia de polaridad entre el tolueno (bastante apolar) y acetonitrilo y etanol,
gue son disolvente mucho mas polares. Sin embargo, el rendimiento cuantico de fluorescencia
si varia en funcidn de la polaridad, siendo mayor para tolueno (¢r ~ 0.21) y mucho menor en
etanol (¢ ~ 0.10). Estos pequefios cambios en los valores de los rendimientos cuanticos
podrian producirse debido a que los procesos no radiantes tomen mads importancia segun la
polaridad del medio en el que se encuentre el fdrmaco, siendo estos mas eficientes en
disolventes polares, y por ello, al emitir una menor cantidad de luz, presenta un rendimiento
cuantico de fluorescencia menor. Este efecto se ha observado con anterioridad con farmacos
como el flurbiprofeno.?*
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Figura 9. Espectros de fluorescencia de CAP en MeCN (negro), etanol (rojo) y tolueno (azul) a
Aexc = 340 nm.

En concordancia con los resultados observados de los espectros de fluorescencia, los perfiles
cinéticos muestran que el tiempo de vida media de fluorescencia (zx) del farmaco son algo
mas cortos en disolventes polares que en medio apolar (Figura 10), aunque estos tiempos de
vida media son, en general, muy cortos para todos los disolventes, siendo del orden de
nanosegundos. Esta ligera variacidon en los tiempos de vida podria deberse a una mayor
relajacion de CAP en su estado excitado por movimientos conformacionales que sea mas
eficiente en disolventes polares que en apolares. De nuevo, este efecto se ha observado
anteriormente con farmacos como el flurbiprofeno.3*

Los valores de 1y se determinaron ajustando las cinéticas de desaparicion de la fluorescencia
mediante un ajuste y deconvolucién no lineal utilizando una funcién monoexponencial (este
proceso se ha detallado en el apartado 5, PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL).

1,0 |—— CAP/MeCN, 4.4 ns
—— CAP/EtOH, 3.0 ns
—— CAP/Tol, 5.6 ns
0,8+ Lamp

0,6+

0,4-

Normalized I¢

0,21

0,0+

Time/ns

Figura 10. Cinéticas de fluorescencia de CAP en MeCN (negro), etanol (rojo) y tolueno (azul) a
Aexc = 340 nm. La respuesta del equipo (lamp) se muestra en gris claro.

Una vez estudiados los espectros y las cinéticas de emisidon de CAP en los distintos disolventes,
se va a proceder a determinar la energia del primer estado excitado singlete (Es) del farmaco.
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Esta energia se determind a partir de la longitud de onda correspondiente a la interseccién
entre el espectro de emisién normalizado (registrado a Aexc = 340 nm) y el espectro de
excitacion normalizado (registrado a Aem = 510 nm). En la siguiente figura se muestran dichos

espectros.

Figura 11. Espectros normalizados de excitacion (linea sélida) a Aem = 510 nm y de emisidn
(linea punteada) a Aexc = 340 nm de CAP en MeCN.
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Como se puede observar en la FIGURA 11, la longitud de onda correspondiente al cruce entre
ambos espectros es de 446 nm, lo que equivale a una energia del estado excitado singlete de

65 kcal/mol.

Con el fin de continuar con el proceso de caracterizacion fotofisica de CAP en medio orgénico,

se va a realizar un estudio de las diferentes especies que se puedan obtener por absorcién
transitoria, utilizando la técnica de fotodlisis de destello laser (FDL). Esta técnica permite
detectar especies de naturaleza triplete, asi como especies radicalarias, etc. Este experimento
se realizd excitando el farmaco a 355 nm (longitud a la que permite el laser, y en la cual se ha
determinado anteriormente que el farmaco absorbe luz) en acetonitrilo y atmésfera inerte
(purga con N;). Conviene destacar que las medidas se han realizado en ausencia de oxigeno ya

que éste es capaz de desactivar estados excitados triplete.
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Figura 12. Espectros de FDL registrados a 0.2 ps tras el pulso del |aser tras excitar CAP a 355

nm en MeCN/N,.
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Como se puede observar en la figura anterior, no se aprecia ninguna especie de absorcion
transitoria. Se ha de tener en cuenta que la escala de tiempo a la que el laser permite medir es
relativamente baja (ps), lo que permitiria detectar estados excitados triplete-triplete o
procesos de transferencia de electrones (formando especies radicalarias). En este caso, la
ausencia de sefial puede deberse a dos motivos: En primer lugar, que las especies de absorcion
transitoria, principalmente estados excitados triplete, tengan un tiempo de vida inferior a los
microsegundos, por lo que no pueden ser detectados con el sistema de FDL empleado, sino
que solo podrian detectarse por espectroscopia de absorcion transitoria ultrarrdpida a escala
de fs-ps; o bien que el proceso de cruce intersistemas (ISC) no esté favorecido para formar el
estado excitado triplete del farmaco (3CAP*).

Adicionalmente, se han realizado medidas de fosforescencia en matriz sélida de etanol, con el
fin de medir las emisiones de los estados excitados triplete-triplete del farmaco. Este
experimento queda detallado en el APARTADO 5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

-
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Figura 13. Espectros de fosforescencia de CAP en matriz sélida de etanol tras excitar a 355 nm.

Con los resultados del espectro de fosforescencia que se puede observar en la figura anterior,
se determina la energia del estado excitado triplete (Er) a partir la longitud de onda
correspondiente al 10% de la subida del espectro (que en este caso corresponde a 410 nm). De
esta manera, se obtiene una energia del estado excitado triplete de CAP de 70 kcal/mol.

En vista de que si se ha detectado emisién de CAP desde el estado excitado triplete, se
concluye que el proceso de ISC si se puede dar, al menos en matriz sélida de etanol. Sin
embargo, conviene destacar que Er de CAP es 5 kcal/mol superior a la energia de su estado
excitado singlete (Es), determinada anteriormente, con un valor de unos 65 kcal/mol. Este
resultado explica por qué no se generan los estados excitados triplete: no se puede producir el
cruce intersistemas ya que es termodinamicamente desfavorable, por ser Er>Es.

Con el fin de intentar formar 3CAP*, se realizd un experimento de fotosensibilizacién utilizando
un compuesto con una Er superior a la de CAP. En este caso, se utilizd 2-metoxiacetofenona
(MAP), cuya energia de triplete es de 75 kcal/mol. Asi pues, se prepararon mezclas
conteniendo CAP y MAP en condiciones donde la absorcién de CAP a 355 nm fuera minima,
para que toda la luz la absorbiera MAP. De esta forma, la irradiacion selectiva de MAP podria
inducir la formacién de 3CAP* por un proceso de transferencia de energia triplete-triplete,
siendo MAP el dador y CAP el aceptor. Los resultados indican que no se observa ninguna
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especie transitoria tras irradiar selectivamente a MAP en la mezcla MAP:CAP, por lo que no
existen un proceso de transferencia de energia MAP->CAP para generar 3CAP*, por lo que
dicha especie no se forma en disolucidn orgdnica.

3.2.ESTUDIO DE LA FOTORREACTIVIDAD DE CAPMATINIB EN MEDIO ACUOSO Y EN
PROTEINA.

Una vez estudiada la fotorreactividad de capmatinib en medio organico, y sabiendo que esta
puede verse afectada por el microambiente que rodea al fdrmaco, se procedié a estudiar las
propiedades fotofisicas de CAP en presencia de proteinas transportadoras, concretamente
albuminas séricas y a-glicoproteinas acidas. EIl motivo de realizar estos estudios se debe,
principalmente, a que estas proteinas transportadoras son de las biomoléculas (junto al ADN)
mas criticas y susceptibles de sufrir dano fotoinducido por aquellos farmacos que puedan
absorber luz UVA-vis, que es el caso de CAP. Asi, las interacciones farmaco-proteina son muy
importantes a causa de su intervencidon en procesos clave como la absorcién, transporte,
metabolismo y eliminacién de los medicamentos, asi como los mismos efectos farmacoldgicos
de estos.”

De este modo, para la realizacién de estos ensayos se han utilizado cuatro tipos diferentes de
proteinas:

- Albumina sérica humana (human serum albumin, HSA): Es una proteina de transporte

en la sangre, encargada de transportar moléculas como hormonas, acidos grasos y
farmacos, ademds de mantener la presién osmética. Posee tres dominios principales
de unién de moléculas organicas (I, Il y Ill), cada uno compuesto por dos subdominios
(A'y B). Este tipo de estructura resulta crucial para su capacidad de unién de diferentes
ligandos. Estd formada por una cadena polipeptidica compuesta por 585 aminoacidos,
con un peso molecular medio de aproximadamente 66,5 kDa. Ademas, contiene 17
puentes disulfuro que estabilizan su estructura terciaria, y una cisteina con un grupo
sulfhidrilo libre. Presenta principalmente tres sitios de unidn: el sitio |, preferido por
ligandos como la warfarina y algunos farmacos; el sitio I, que une benzodiazepinas y
otros compuestos; vy el sitio Ill, que se descubrid recientemente, pero se ha observado
que puede unir lipidos y pequefios compuestos ligandos, incluyendo farmacos TKls.?®
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Figura 14. Estructura terciaria de la proteina HSA.?”’

Albumina sérica bovina (bovine serum albumin, BSA): Es una proteina de transporte en
la sangre, y es muy utilizada en investigaciones debido a sus propiedades de unién y
estabilidad. Esta proteina tiene una estructura similar a HSA, con tres dominios
principales (I, Il y 1ll), cada uno subdividido en subdominios A y B. Esta compuesta por
una sola cadena polipeptidica de 583 aminodcidos, con un peso molecular medio de 69

kDa. Su estructura terciaria estd estabilizada por 17 puentes disulfuro y una cisteina
libre.?®

Figura 15. Estructura terciaria de la proteina BSA.?°

Aunque comparten un alto grado de similitud (aproximadamente el 76% de identidad
en secuencia) con HSA, estas diferencias afectan a como interactlan con ciertos
compuestos. Una de las principales diferencias que existe entre BSA y HSA es que, pese
a tener ambas tres sitios de unién posibles donde pueden interaccionar moléculas
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organicas, como farmacos, las diferencias en la secuencia de aminoacidos y la
configuracion afectan la especificidad y afinidad hacia algunos ligandos. Por ejemplo, la
proteina HSA presenta un solo triptéfano en el sitio de unidn I, mientras que BSA
presenta dos triptéfanos en su estructura.

os-glicoproteina acida humana (human a;-acid glycoprotein, HAG): Es una proteina
plasmatica que actlda principalmente como transportadora de fdrmacos y otras

moléculas lipofilicas en la sangre. Estd formada por una cadena polipeptidica de
aproximadamente 183-201 aminodcidos, dependiendo de la variante genética (ORM1
o ORM2) que codifique la proteina. El peso molecular oscila entre 41 y 43 kDa, donde
la mayor parte de su masa corresponde a cadenas de carbohidratos. Su estructura
primaria incluye varios residuos de cisteina que forman puentes disulfuro,
estabilizando su estructura. La estructura tridimensional de la HAG genera cavidades
especificas que permiten su interaccion con moléculas pequefias, y aunque
Unicamente presenta un sitio de unién (haciendo que esta tenga una especificidad mas
restringida), su capacidad de unirse a farmacos bdsicos es superior a otras proteinas
como la HSA.*°

Figura 16. Estructura terciaria de la proteina HAG.*

o-glicoproteina acida bovina (bovine aj-acid glycoprotein, BAG): Tiene la misma
funcién que la HAG, pero en bovinos. Estd compuesta por una cadena polipeptidica de

aproximadamente 183-201 aminoacidos (dependiendo de la variante especifica), y
tiene un peso molecular de 40-50 kDa, dependiendo del grado de glicosilacién.
Presenta un Unico sitio de unidn, con caracteristicas hidrofdbicas que favorecen la
interaccion con moléculas lipofilicas. Presenta caracteristicas muy similares a las de la
HAG, aunque las diferencias en los aminodcidos presentes en la cavidad de unidn
pueden afectar a la afinidad y selectividad de algunos ligandos especificos.>?
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Dado que se desconoce el comportamiento fotoquimico y fotofisico de CAP en medio
bioldgico, se ha realizado un estudio completo de éste en presencia de las cuatro proteinas
anteriormente descritas: HSA, BSA, HAG y BAG.

En primer lugar, se realizé un estudio para caracterizar el grado de unién del fdrmaco a cada
una de las proteinas, con el fin de determinar la relacion molar del complejo farmaco/proteina.
Para ello, se realizé un anadlisis de Job Plot para estudiar la estequiometria de los complejos
CAP : proteina, como se detalla en el apartado 5. ANALISIS DE RESULTADOS. Tras el estudio, se
verificd que el complejo formado para cada una de las proteinas sigue una relacién molar 1 : 1;
es decir, una molécula de farmaco se une a una molécula de proteina.
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Figura 17. Andlisis de Job Plot para la unién de CAP con HSA (A), BSA (B), HAG (C) y BAG (D).

Antes de empezar con los estudios fotofisicos de CAP en medio acuoso y bioldgico, se
procederd, al igual que se ha realizado para el medio orgénico, a realizar un estudio sobre la
reactividad/estabilidad fotoquimica del farmaco en estos medios, con el fin de observar si CAP
sufre alguna degradacidon que deba tenerse en cuenta de cara al estudio de sus propiedades
fotofisicas. Para ello, se ha irradiado CAP en un fotorreactor multildmpara a 350 nm en
disolucion acuosa de PBS y en presencia de HSA a una relacién CAP/HSA de 1:1; el progreso de
degradacion/reaccion del farmaco se ha seguido por espectroscopia de fluorescencia (Aexc =
340 nm), tal y como se ha detallado anteriormente en medio organico.
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Figura 18. Espectros de fluorescencia de CAP en PBS (A) y CAP/HSA 1:1 (B) tras ser irradiado a
distintos tiempos (1, 5, 20, 60 y 120 minutos) en un fotorreactor multildmpara a 350 nm.

Como se puede observar de la Figura 18, y al igual que se ha visto en medio organico, no se
observan diferencias significativas en los espectros de fluroescencia de CAP tras ser irradiado
libre en disolucién de PBS o en el interior de HSA, por lo que se puede concluir que el farmaco
también es estable fotoquimicamente en medio acuoso y en medio proteico. Aunque se puede
observar alguna minima diferencia en los espectros de emisién tras ser irradiado (sobre todo
en presencia de la proteina HSA), esta no es suficiente para concluir que se produzca alguna
degradacion del farmaco en su estructura quimica. Conviene resaltar que convendria extender
dicho estudio a las otras proteinas BSA, HAG y BAG (en este caso no se ha podido hacer por
falta de tiempo).

Una vez realizados los andlisis previos, y concluyendo que los resultados que se obtendrdn a
continuacién no se verdn afectados por la fotodegradacién de CAP, se realizara un estudio
completo sobre sus propiedades fotofisicas libre en disolucidn PBS y en presencia de HSA, BSA,
HAG y BAG.

La Figura 19 muestra los espectros de absorcion de CAP y de proteina libres en disolucién de
PBS, asi como los espectros de los complejos CAP/proteina. Ademads, también se muestran los
espectros de absorcion tedricos que deberian obtenerse en ausencia de interacciones CAP-
proteina en el estado fundamental. Estos espectros se han obtenido por la suma matematica
de los espectros de CAP y proteina libres en disolucion PBS.
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Figura 19. Espectros de absorcién UV-vis de CAP (negro), proteina (rojo), y del complejo
CAP/proteina (azul) para HSA (A), BSA (B), HAG (C) y BAG (D). Ademas, se muestra el espectro
de absorcidn tedrico (verde) que deberia obtenerse en ausencia de interacciones CAP-proteina
en el estado fundamental, el cual se ha obtenido por suma matematica del espectro de
absorcion de CAP (negro) con el espectro de absorcidn de la proteina (rojo).

Como se puede apreciar, en los casos de la disolucidon del fairmaco con HSA, BSA y BAG, la
forma del espectro experimental coincide en gran parte con el obtenido tedricamente,
mientras que en el caso de CAP con HAG se observan pequeiias diferencias, quedando el
espectro de absorcidn tedrico algo por encima del experimental. Esta diferencia puede
deberse muy probablemente a la formaciéon de un complejo en el estado fundamental entre
CAP y HAG. Este tipo de complejos podria derivar de la interaccion particular entre el farmaco
con alguno de los aminoacidos presentes en la cavidad de unién de la proteina HAG. Para
confirmar estos resultados, se repitié el experimento varias veces con diferentes disoluciones y
usando muestras de distintos lotes, obteniéndose en todo momento resultados muy similares,
por lo que la diferencia observada en los espectros de absorcién no deriva de ningun error
experimental ni de ninguna impureza, sino que es un resultado reproducible y por tanto valido.
Este tipo de complejos puede venir determinado por la orientacidn de CAP en el sitio de unién
de HAG, tienendo una conformacion distinta a la que debe tener con las demds proteinas
(HSA, BSA, y BAG). Estos resultados convendria que se corroborasen mediante estudios
tedricos de dinamica molecular (lo cual estd fuera del objetivo inicial de este TFG).

Con el fin de intentar entender mejor la formacion de dicho complejo farmaco/proteina en el
estado fundamental, la figura 20 muestra el espectro que corresponde de la diferencia entre el

24



Titulo del Trabajo Fin de Grado

espectro de absorcién tedrico y experimental de la mezcla CAP/HAG. Como se puede observar,
se define claramente un espectro de absorcidn con un maximo sobre 260 nm y una banda
desestructurada en el rango de 300 a 420 nm asociada a dicho complejo en el estado

fundamental.
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0.00— ‘ ‘ :
250 300 350 400
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Figura 20. Espectro de absorcion UV-vis obtenido de la resta matematica del espectro
CAP/HAG tedrico (traza verde de la figura X6) con el de CAP/HAG experimental (traza azul de la
figura X6).

Con el fin de profundizar en el estudio de las propiedades fotofisicas de CAP en medio
proteico, se procediod a estudiar la fluorescencia de CAP en PBS y en presencia de proteina tras
excitar selectivamente al farmaco a 340 nm (a esta longitud de onda la proteina no absorbe
luz, por lo que los resultados obtenidos derivan de CAP en su estado excitado).
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Figura 21. Espectros de fluorescencia de CAP en PBS (negro), CAP/HSA (rojo) y CAP/BSA (azul)
tras excitar selectivamente al farmaco a 340 nm.

Como se puede observar en la figura 21, los maximos de emision de CAP en presencia de
proteina se desplazan ligeramente a longitudes de onda menores, lo cual puede deberse a la
distinta polaridad de CAP libre en disolucidn PBS a la del sitio de unidn de la proteina. Ademas,
se puede observar que el rendimiento cudntico de fluorescencia del farmaco libre en
disolucién de PBS es ligeramente superior al obtenido cuando se encuentra unido a HSA o a
BSA. Esto puede deberse a la existencia de un proceso de desactivacion de la fluorescencia del
estado excitado singlete de CAP (1CAP*) cuando éste interacciona con la proteina.
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Adicionalmente, también se midieron los espectros de emisidn del farmaco en PBS y unido a
las proteinas HAG y BAG, donde los resultados, como se muestra en la siguiente figura, fueron

algo diferentes.
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Figura 22. Espectros de fluorescencia de CAP en PBS (negro), CAP/HAG (rojo) y CAP/BAG (azul)
tras excitar selectivamente al fdrmaco a 340 nm.

Como se puede observar, existe una cierta desactivacion de la fluorescencia del fdrmaco unido
a BAG con respecto a la emisidon obtenida en PBS (como también se puede observar en los
rendimientos cuanticos de emisidn), siendo esta diferencia muy similar a la observada en las
proteinas HSA y BSA. Sin embargo, esta desactivacidon es mucho mayor cuando el farmaco esta
unido a la proteina HAG. Esto puede deberse a las diferencias observadas con anterioridad en
el espectro de absorcién ultravioleta visible, que como se ha explicado en el anterior apartado,
indica que se puede estar generando un complejo CAP/HAG desde el estado fundamental, y
que ésta sea la causa de la menor emisidn del farmaco unido HAG. Este resultado légicamente
se refleja en los valores de rendimientos cudnticos, siendo notoriamente menor para CAP en
HAG que en cualquiera de las demas proteinas.

A continuacién, con el fin de estudiar con mayor profundidad el proceso de desactivacion de la
fluorescencia del fdrmaco en presencia de proteina, se realizaron medidas cinéticas tanto en
disolucién acuosa como en medio proteico, excitando a la misma longitud de onda a la que se
ha realizado el ensayo anterior (340 nm).
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Figura 23. A) Cinéticas de fluorescencia de CAP en PBS (negro), CAP/HSA (rojo) y CAP/BSA
(azul). B) Cinéticas de fluorescencia de CAP en PBS (negro), CAP/HAG (rojo) y CAP/BAG (azul).
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Analizando estos perfiles cinéticos, se puede observar que los tiempos de vida medio del
farmaco libre en disolucion PBS y unido a cualquiera de las proteinas son muy similares entre
si. Esto nos indica que los procesos de desactivacién de la fluorescencia de CAP no son de
naturaleza dindmica, por lo que la desactivacion de 'CAP* unido a la proteina no viene por un
proceso de transferencia de energia ni electrénica. En vista de que dicha desactivacion se
observa Unicamente en los espectros de emisidén y no en sus cinéticas, se concluye que se debe
principalmente a un proceso estdtico, por lo que debe derivar de la formacién de complejos
CAP/proteina desde el estado fundamental, siendo dichos complejos mucho mas importantes
en HAG, como se deduce de la mayor desactivacién de !CAP* en esta proteina, asi como de la
deteccidn de la absorcidn de dicho complejo por espectroscopia UV.

Analizando los resultados obtenidos en los apartados anteriores, se confirma que el farmaco
en medio bioldgico es capaz de formar un complejo en el estado fundamental que favorezca la
desactivacién de la fluorescencia del farmaco. Este complejo se podria formar en cualquiera de
las cuatro proteinas, ya que a pesar de que los mayores cambios se han detectado en
presencia de HAG (lo cual es consecuencia de que en presencia de esta proteina se forme en
mayor proporcién), en las demas proteinas también se han detectado ligeros cambios, sobre
todo en el ensayo de emisién de fluorescencia (disminuyendo su rendimiento cuantico en
comparacién con el CAP en disolucién acuosa).

Por otro lado, en muchas investigaciones a nivel quimico y biolégico se estudian procesos de
transferencia de energia entre un fdrmaco y una proteina. Por este motivo, y para estudiar si
existen procesos de transferencia energética entre el CAP y las proteinas estudiadas, se ha
llevado a cabo un ensayo a una longitud de onda de excitacién donde la proteina también
absorbe parte de luz (y no solamente el farmaco, como en los ensayos realizados con
anterioridad). La longitud de onda elegida para este estudio ha sido 295 nm.

Al igual que se ha explicado con anterioridad para los espectros de absorcion, es posible
calcular de manera tedrica el espectro de emisiéon de CAP unido a proteina en ausencia de
interacciones entre ambas unidades teniendo en cuenta la cantidad de luz que absorbe el
farmaco en disolucién acuosa y la cantidad de luz que absorbe la proteina. Asi pues, la Figura
24 muestra los espectros de emision de CAP y HSA libres en disolucion de PBS, asi como el
espectro de emisidn del farmaco unido a la proteina, comparandose con el que se obtendria
tedricamente en ausencia de interaccion CAP/Proteina.
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Figura 24. Espectros de emision (Aexc = 295 nm) de CAP (negro), proteina (azul), y del complejo

CAP/proteina (rojo) para HSA (A) y BSA (B). Ademas, se muestra el espectro de emisidn tedrico

(verde) que deberia obtenerse en ausencia de interacciones CAP-proteina teniendo en cuenta

la emisidn de farmaco y proteina libres en disoluciéon junto con la cantidad de luz que absorbe
CAP y proteina de forma individual.

Como se puede observar de la figura anterior, la emision asociada a la proteina, con maximo
sobre 340 nm, para el sistema CAP/proteina es menor que la observada tedricamente. Esto
indica que puede existir un proceso de transferencia de energia proteina—>CAP. Este resultado
se observa tanto para HSA como para BSA. Conviene mencionar que la emisién observada a
510 nm, asociada a CAP*, es muy similar a la detectada previamente tras excitar
selectivamente al farmaco a 340 nm, lo que confirma la robustez de los resultados obtenidos.
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Figura 25. Espectros de emision (Aexc = 295 nm) de CAP (negro), proteina (azul), y del complejo
CAP/proteina (rojo) para HAG (A) y BAG (B). Ademas, se muestra el espectro de emisidn
tedrico (verde) que deberia obtenerse en ausencia de interacciones CAP-proteina teniendo en
cuenta la emisidn de farmaco y proteina libres en disolucion junto con la cantidad de luz que
absorbe CAP y proteina de forma individual.

Para el caso de las proteinas HAG y BAG, como se puede observar en estas figuras, sucede algo
muy parecido a lo detectado para HSA y BSA: asi pues, se observa una menor emisidon
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correspondiente a la proteina cuando CAP esta unido a HAG y/o BAG, lo cual se asocia a un
proceso de transferencia de energia de HAG (o BAG) a CAP. Por otro lado, la emisidn detectada
a 510 nm coincide con las observada tras excitar selectivamente a 340 nm, confirmando de
nuevo la solidez de los resultados obtenidos.

Una vez caracterizada la fluorescencia de CAP en las cuatro proteinas, se va a realizar un
estudio haciendo uso de la técnica de fotdlisis de destello laser, como se ha hecho
anteriormente en medio organico. Este ensayo se ha realizado a una longitud de onda de
excitacion de 355 nm. A continuacién, se muestran las figuras con los resultados obtenidos:

0.10 - 0.10 — —
T honoass | e BAGo2um
0.08 ] 0.08-
0.06 0.06-
< <
< 0.04 <1 004
0.02 ] 0.02-
0.00 0.00 Ww
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Wavelength / nm Wavelength / nm

Figura 26. Espectros de FDL registrados a 0.2 us tras el pulso del laser tras excitar CAP a 355
nm en MeCN/N; junto con HSA (negro) y BSA (rojo) en la figura A y junto con HAG (negro) y
BAG (rojo) en la figura B.

Como se puede observar en las graficas anteriores, en medio proteico tampoco se detecta
ninguna especie de absorcidn transitoria a escala de microsegundos. Esto quiere decir que no
se observa la formacion de 3CAP* en medio proteico. Como se ha explicado anteriormente, si
se dispusiera del equipo de absorcidn transitoria a escala de femtosegundo se podrian estudiar
otros procesos fotoinducidos y detectar la formacién de especies de tiempo de vida muy corto

(fs-ps).

Finalmente, y con el fin de profundizar en el estudio de las interacciones CAP/proteina, se han
realizado distintos experimentos fotofisicos para determinar la fuerza de unién o constantes
de unidén (Kg, binding constants) entre CAP y cada una de las proteinas. Estos experimentos se
han realizado haciend uso de técnica de absorcion UV-vis, y de los resultados obtenidos se han
podido calcular las constantes de unién empleando un anadlisis de Scatchard modificado, el
cual se explica detalladamente en el APARTADO 5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.
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Figura 27. Ajuste lineal del analisis grafico de Scatchard modificado para determinar las
constantes de unién para CAP en HSA (A); BSA (B); HAG (C) y BAG (D) en PBS (medidas de
absorcion UV-vis).

A partir del andlisis de regresién lineal explicado en el APARTADO 5, y haciendo uso de la
ecucion V, se pudieron determinar los distintos valores de Kg de CAP con HSA, BSA, HAG y BAG
(Tabla 1).

1,1 x 10*
3,5 x 103
7,5 x 10?

1,0x10°

Tabla 1. Valores de Kg de CAP con las distintas proteinas.

Como se puede observar, la fuerza de interaccién de CAP difiere considerablemente en funcion
de la proteina, siendo mayor para HSA que para el resto de proteinas. Estos valores se han
obtenido de unos ajustes de regresidn con bastante error, como se puede observar de la figura
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27, por lo que son resultados que no pueden considerarse definitivos sino que deberian
repertirse e incluso medirse usando la técnica de fluorescencia, con el fin de comparar los
resultados con ambas técnicas.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

A lo largo de este trabajo de investigacion, se ha llevado a cabo un completo estudio fotofisico
y fotoquimico del farmaco capmatinib, utilizado para combatir el cancer de pulmdn. Las
propiedades fotofisicas y fotoquimicas de este farmaco eran desconocidas, y aunque se sabe
gue farmacos de la familia TKls, como CAP, pueden inducir dafio fotobiolégico al absorber luz
solar, los procesos causantes de dicho dafio no se habian investigado. Por ello, se ha
seleccionado CAP en este Trabajo de Fin de Grado, con el fin de estudiar los procesos
fotoinducidos que tienen lugar tras la absorcidon de luz UV-vis, asi como sus propiedades
fotofisicas en medio orgdnico, acuoso y en presencia de proteinas transportadoras.

Se ha observado que CAP es fotoquimicamente estable cuando es irradiado en medio
organico, ya que no se degrada ni genera FP. Se ha caracterizado el estado excitado singlete de
CAP (X1CAP*), con una energia de 65 kcal/mol, mostrando un maximo de emisién sobre 510 nm
y con un tiempo de vida del orden de 3 - 5,6 nanosegundos, dependiendo del disolvente
organico. Se puede observar una ligera diferencia entre el comportamiento del fdrmaco en
funcién de la polaridad de los disolventes, teniendo un rendimiento cuantico mayor en tolueno
(disolvente apolar) que en el resto de los disolventes, que son mucho mas polares. Esto puede
deberse a que los procesos no radiantes sean mas eficientes en disolventes polares.

No se ha detectado ninguna especie de absorcidn transitoria debido a que el proceso de ISC
estd impedido ya que la energia de triplete de CAP (3CAP*) es mayor que la energia de 'CAP*
(70 vs. 65 kcal/mol, respectivamente). Ademds, 3CAP* tampoco se pudo formar por
fotosensibilizacion con MAP, por lo que el estado excitado triplete de CAP no se pudo detectar
de ninguna de las maneras. Seria necesario realizar experimentos de absorcion transitoria a
escala de fs para poder estudiar los procesos fotoinducidos ultrarrapidos.

Adicionalmente, se ha estudiado la fotorreactividad de CAP en proteinas transportadoras. Se
ha observado que la relacién molar farmaco:proteina es 1:1; lo cual significa que cada
molécula de farmaco se une a una sola molécula de proteina. A continuacion, tras comprobar
la estabilidad fotoquimica del CAP en medio acuoso y en medio proteico (lo cual asegura que
los resultados obtenidos no se produciran por la fotodegradacién del farmaco), se procedio a
realizar un estudio completo sobre la fotorreactividad de este, caracterizando los procesos
fotofisicos que tienen lugar en el mismo. Se ha observado un proceso de desactivacidon de
ICAP* que se asocia a la formacién de un complejo en el estado fundamental; este proceso es
mucho mas eficiente en HAG que en el resto de proteinas, ya que en este caso se ha
observado la formacidn de dicho complejo por absorcién UV, y ademas se ha detectado una
mayor desactivacion de 'CAP*. Asimismo, se han detectado procesos de transferencia de
energia proteina—>CAP cuando se irradia a 295 nm. Finalmente, se han determinado (aunque
con cierto error, por lo que hay que repetir estos experimentos) las constantes de unidn
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CAP/proteina, observandose mayor fuerza de interaccién del farmaco con HSA. Ademas, como
ya se detectd en medio organico, no se observé la formacién de 3CAP* en medio proteico.

Para finalizar este estudio y terminar de caracterizar el tipo de dafio fotoinducido que puede
provocar el CAP en medio bioldgico, el siguiente paso seria la realizacién de ensayos de
fototoxicidad, de fotocarcinogenicidad y de fotooxidaciones inducidas por CAP en medio
bioldgico, que no se han podido llevar a cabo en la realizacién de este Trabajo de Fin de Grado
por falta de tiempo. Este tipo de ensayos, algo mas avanzados, mostrarian si se genera algun
dafio al ADN molecular, al ADN celular, asi como a la membrana plasmatica de células FSK.
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CAPITULO 5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1. MEDIDAS ESPECTROSCOPICAS

> 5.1.1. Espectrofotometria de absorcion UV.

Para la obtencidén de los espectros de absorcidn UV-visible se utilizé un espectrofotometro
Cary 60 (Agilent) a concentraciones del farmaco 2 uM, las cuales se prepararon a partir de una
disolucién madre de CAP en DMSO 2 mM. Para la preparacién de los complejos

farmaco/proteina, se usaron mezclas de relacién molar 1 : 1 en PBS.

Para medir cada una de las muestras, estas se introdujeron en cubetas de cuarzo con un paso
Optico de 1 cm y una capacidad de 4 mL. Previamente a cada medicidén, se registrd la
transmitancia del disolvente correspondiente para tomarlo de referencia.

Figura 28. Espectrofotdmetro de absorcidn ultravioleta-visible Cary 60 (Agilent).

> 5.1.2. Espectroscopia de fluorescencia.

La espectroscopia de fluorescencia es un tipo de espectroscopia basada en la emision
fluorescente de una muestra. Se utiliza un haz de luz ultravioleta que excita los electrones en
ciertas moléculas. Con este experimento se puede extraer informacion acerca de los excitados,
generalmente de moléculas organicas. Durante la realizacién de este trabajo se han realizado
dichas mediciones en estado estacionario.
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Para realizar las mediciones en estado estacionario, se ha empleado un espectrofotometro
Edinburgh F55 provisto de un monocromador en el intervalo de longitudes de onda 400-700
nm, con una longitud de onda de excitacién de 340 nm a 25 °C. Dicha emisidn se registra en
angulo recto con respecto a la excitacion para evitar interferencias, y se detecta mediante un
fotomultiplicador que muestra la seial en la pantalla del ordenador.

Figura 29. Fluorimetro Edinburgh FS5.

Con los datos obtenidos mediante este experimento, se pudieron obtener los rendimientos
cuanticos de fluorescencia (¢f) a través de la ecuacion 1, utilizando como referencia una
disolucion de antraceno en etanol.

A Abs,ef n \?
br = ¢ . . . |
F Fref Aref Abs nref ( )

En esta ecuacidn, A y A son las areas de los espectros de emision de la muestra
correspondiente al estudio y de la muestra de referencia, respectivamente; Abs y Absr son la
absorbancia de la muestra y de la referencia, respectivamente; y por Ultimo n y n.s son el
indice de refraccidn del disolvente utilizado en la disolucidn de la muestra y de la referencia,
respectivamente.

También se han determinado las energias del estado excitado singlete a partir de los espectros
de emisidn obtenidos tras excitar a 340 nm, y los espectros de excitacidn registrados a la
longitud de onda maxima registrada durante el ensayo del espectro de emisidn. De esta forma,
con el valor de longitud de onda correspondiente a la interseccién entre ambos espectros
normalizados, y utilizando la ecuacién de Planck (ecuacién Il).

kcal N c
E (—) A h-

= : ]
mol 4184 Aint L
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En la ecuacién anterior, el término N, es el nimero de Avogadro (6,022 x 10% mol?), h es la
constante de Planck, que tiene un valor de 6,63 x 10* J:s; y ¢ es la velocidad de la luz en el
vacio (3 x 10 m-s).

En lo referente a las medidas de cinéticas de fluorescencia, se realizaron utilizando un sistema
EasyLife X que contenia un compartimento de muestra compuesto por un soporte de cubeta
peltier capaz de controlar la temperatura de registro, una fuente de excitacién LED y un
detector de tiempo de vida ubicado de forma perpendicular a la fuente de excitacién. Dichas
mediciones se realizaron a 25 °C aplicando una fuente de excitacion LED de 340 nm, con un
filtro de emisién de WG370 para eliminar sefiales por debajo de 370 nm y poder evitar
interferencias del haz de excitacion en la seial registrada.

=1

B|

CTICAL BUILDING

5 CoRPORATION

Figura 30. Espectrofluorimetro de resolucién temporal EasyLife X.

Los datos extraidos de cada experimento se trataron mediante el uso de un sistema de
deconvolucidn no lineal ajustado a una ecuacién exponencial (ecuacion Ill).

t

F(t) = Zai e (1)

En ella, el simbolo F representa la fluorescencia con respecto al tiempo t; a; representa el
coeficiente preexponencial correspondiente a cada término i del ajuste; y 7; el tiempo de vida
media, también con respecto a cada término i.

En los casos donde el perfil cinético no se ajusta al utilizar un ajuste monoexponencial, es
necesario realizar un ajuste multiexponencial de orden 2 o superior, obteniéndose tiempos de
vida diferentes. En los casos donde ha sido necesario este ajuste, se ha obtenido el tiempo de
vida media segun la ecuacién IV.
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<TF>:a1'T1+a2'T2 (lV)

En esta ecuacidn, se obtiene el tiempo de vida media < 1 > mediante los tiempos de vida
media calculados para cada una de las especies (t; y 12); y los valores preexponenciales para
cada término (a; y az).

» 5.1.3. Espectroscopia de fosforescencia.

Las medidas de fosforescencia se realizaron en un espectrofotémetro de Photon Technology
International (PTI, TimeMaster TM-2/2003) equipado con una ldmpara Xe pulsada, la cual
funcionaba en un modo resuelto en el tiempo con un retardo de 0.2 ms. Previo al muestreo,
las muestras se disolvieron en etanol y se introdujeron en un tubo de cuarzo de 5 mm de
didmetro y se enfriaron con nitrégeno liquido a 77 K. Una vez cristalizado, se realizaron las
medidas con una longitud de onda de excitacidon de 300 nm.

> 5.1.4. Espectroscopia de absorcion transitoria.

Las medidas de fotdlisis flash laser (LFP) se llevaron a cabo mediante el uso de un Nd:YAG
pulsado L52137 V LOTIS Tll a una longitud de onda de excitacidn de 355 nm. Los pulsos simples
fueron de 10 ns de duracién, y la energia de cada pulso fue de 12 mlJ. El sistema de fotdlisis
ldser comprendia un laser pulsado, un monocromador 77250 Oriel, y un osciloscopio DP04054
Tektronix.

Figura 31. Equipo de fotdlisis de destello laser.

Las muestras se prepararon en cubetas de cuarzo de 1 cm x 1 cm de paso de luz, y de 4 mL de
capacidad, a temperatura ambiente. Cada una de las muestras se realizaron, ademas, en una
atmoésfera inerte de nitrégeno (N;). Para ello, se burbujearon todas las disoluciones con N;
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durante 10 minutos. Se verificé en todos los casos que la degradacién de las muestras tras la
irradiacion era inferior al 5%.

5.2. ANALISIS JOB PLOT

El analisis de Job Plot trata de estudiar la estequiometria de unién de un ligando con su
respectiva proteina. Esto se puede determinar variando de forma continuada la relacién molar
entre el ligando y la proteina, pero manteniendo la concentracién molar total constante. De
esta forma, se midieron los espectros de absorcidén ultravioleta de disoluciones de farmaco
junto a las proteinas, variando la relacion molar ligando : proteina. Se realizaron un total de 10
medidas con cada proteina, de relaciones 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60,
30:70, 20:80, 10:90, 0:100. Tras ello, se representaron los valores de maximos de absorbancia
de cada valor con la fraccion molar de proteina utilizada en cada experimento, y con ello,
como se ha explicado anteriormente, se ha obtenido que la estequiometria idénea para la
formacion de los complejos estudiados es de 1:1.

5.3. CONSTANTES DE BINDING

Para obtener el resultado de las constantes de Binding, también llamadas constantes de union,
es posible utilizar la espectroscopia de fluorescencia, la cual resulta muy util dada su alta
selectividad y sensibilidad. De esta forma, los valores de Kg han sido calculados aplicando un
analisis de Scatchard modificado, a partir de medidas espectroscdpicas de fluorescencia. Para
ello, se utiliza un ligando a concentracién constante, y a este se le van afiadiendo cantidades
de proteina cada vez mayores, asumiendo que no hay moléculas de ligando libres en
disolucién.

De esta forma, se realizaron medidas espectroscdpicas de absorcidn para las disoluciones de
CAP en DMSO a concentracidon constante de 6 pM, afiadiéndose, como se ha indicado
anteriormente, de manera progresiva pequefias alicuotas de proteina en PBS, de
concentracion 2x10% M. Se obtuvieron unas concentraciones finales de 6, 8, 10, 15, 20, 25 y 40
UM para cada una de las proteinas (HSA, BSA, HAG y BAG). Tras la obtencidn de los espectros
de fluorescencia con una longitud de onda de excitacién de 340 nm; se aplicé el analisis de
Scatchard modificado, utilizando la ecuacién V.

Bnax — 20 _ g g [P (v)
Ax - AO KB
En esta ecuacion, Amax €s el valor mdximo de absorcidn correspondiente al maximo ligando
unido posible, Ay es el valor del maximo de absorcion del ligando libre en disolucién, y A, es el
valor del mdximo de absorcién a una concentracion de proteina determinada [P]. Con estos
valores, se obtiene el valor de Kg realizando un ajuste lineal a la ecuacidn anterior.
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5.4. ESTUDIO FOTOQUIMICO.

El estudio fotoquimico realizado nos ayuda a saber si el farmaco es estable fotoquimicamente,
es decir, si sufre cambios en su estructura quimica al ser irradiado con luz ultravioleta A por un
periodo de tiempo determinado. Para este experimento, concretamente, se utilizdé una
concentracion 20 uM de CAP, disuelto en acetonitrilo, en PBS y en HSA. Se realizaron medidas
de los espectros de fluorescencia de dicha disolucidn; primero sin ser irradiado, y después
irradiandolo a 350 nm en un fotorreactor multildmpara durante 1 minuto, 5 minutos, 20
minutos, 1 hora y 2 horas, obteniendo un total de 18 medidas.

Figura 32. Fotorreactor multilampara Luzchem.
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CAPITULO 6. PRESUPUESTO

6.1. RESUMEN DEL PRESUPUESTO.

A continuacién, se procede a exponer el presupuesto necesario para la realizacién de este
Trabajo de Fin de Grado, para comprobar su viabilidad econémica. El presupuesto de este
proyecto incluye los principales gastos necesarios para su desarrollo, abarcando recursos
humanos, reactivos, material y equipos empleados. Se ha considerado la inversién en personal
para actividades especificas del proyecto, asegurando la correcta ejecucion de cada etapa.
Ademas, se han calculado los costes asociados a los reactivos requeridos para los
procedimientos experimentales, asi como los materiales consumibles utilizados. Por ultimo, se
han incluido los costes de mantenimiento de los equipos empleados, fundamentales para
garantizar la calidad y precisiéon de los resultados. Este presupuesto estd disefiado para
optimizar los recursos disponibles y asegurar la viabilidad técnica y econdmica del trabajo.

6.2. PRESUPUESTO DEL ESTUDIO DEL CAPMATINIB EN DISOLUCION ORGANICA.

En primer lugar, se detallard todo lo relacionado al estudio realizado sobre las propiedades
fotofisicas y fotoquimicas del CAP en medio orgdanico, utilizando los disolventes tolueno,
acetonitrilo y etanol. Para la realizacion de este presupuesto, se dividird en cuatro partes, que
corresponden al personal, reactivos, materiales y equipos utilizados.

> 6.2.1. Personal

El presupuesto del personal de la UPV que ha formado parte de la investigacion llevada a cabo
por este proyecto ha sido calculado de la siguiente forma:

Importe (€) = Dedicacion (h) - Coste horario (€)

El coste horario tanto del tutor como de mi cotutora ha sido fijado teniendo en cuenta las
categorias laborales de ambos, el coste del autor del trabajo (estudiante del Grado de
Ingenieria Quimica) se ha fijado en funcion del salario de ayuda econdémica propuesto para los
estudiantes.
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UNIDAD DESCRIPCION MEDICION PRECIO IMPORTE
Ul PERSONAL 3.784,00 €

Christian Tarin Moratalla

h (Estudiante de Ingenieria Quimica) 120 6,00€ 720,00¢

Ignacio Vaya Pérez

(Profesor Titular de Universidad y tutor TFG) 40 3830¢ 1.53200¢

Inmaculada Andreu Ros

h (Profesora Titular de Universidad y cotutora TFG) 40 3830¢ 1.53200¢

Tabla 2. Presupuesto de personal para la realizacidn de los ensayos en disolucién orgdnica.

> 6.2.2. Reactivos y disolventes.

En este apartado se tendra en cuenta la cantidad de reactivos y disolventes utilizados para la
realizacion de los experimentos en disolucidon organica. Para ello, se ha tenido en cuenta la
cantidad total que se ha utilizado en cada uno de los experimentos realizados, asi como su
precio unitario, consultado en las paginas web de los principales proveedores. De esta forma,
se ha obtenido como resultado el siguiente coste:

UNIDAD DESCRIPCION MEDICION ___PRECIO IMPORTE

u2 REACTIVOS 652,00 €

g Capmatinib 5 110,00 € 550,00 €
mL DMSO 20 3,85€ 77,00 €
mL MeCN 10 030€ 3,00€
mL EtOH 10 0,25 € 2,50 €
mL Tol 10 1,23€ 12,30 €
mL MAP 4 1,80 € 7,20€

Tabla 3. Presupuesto de reactivos para la realizacion de los ensayos en disolucién orgdnica.

> 6.2.3. Material de laboratorio

Se ha tenido en cuenta la cantidad de material de laboratorio que se ha utilizado, tanto el
material de un solo uso como el material reutilizable, calculando el coste total que supone la
realizacion de los ensayos realizados. El coste unitario de cada uno de los equipos se ha
buscado en la pagina web de los principales comerciantes de estos productos, que en este
caso han sido Daselab y VWR.
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UNIDAD DESCRIPCION MEDICION PRECIO IMPORTE
u3 MATERIAL DE LABORATORIO 1.004,13 €
ud Pipetas Pasteur - Daselab 10 0,06 € 0,60 €
ud Gradilla para tubos de ensayo - Daselab 1 34,98 € 34,98 €
ud Tubos de ensayo - Daselab 6 0,08 € 0,48 €
ud Cubetas de cuarzo 4 Ml - Daselab 6 123,42 € 740,52 €
ud Puntas de micropipeta - Daselab 40 0,02 € 0,80 €
ud Cuchara/espatula - Daselab 1 2,41€ 2,41€
ud Guantes de nitrilo - VWR 30 0,26 € 7,80 €
ud Matraz esférico 50 mL - Daselab 1 3,03€ 3,03€
ud Soporte de corcho para matraz esférico - Daselab 1 3,99€ 3,99 €
ud Micropipeta 100-1000 pL - Daselab 1 158,66 € 158,66 €
ud Probeta graduada 10 mL - Daselab 1 3,45 € 3,45 €
ud Probeta graduada 250 mL - Daselab 1 4,84 € 4,84 €
ud Pinza de sujeccion - Daselab 1 327 € 3,27 €
ud Vial con tapén 5 Ml - VWR 20 1,59 € 31,80 €
ud Vaso de precipitados 100 mL - VWR 3 2,50 € 7,50 €

Tabla 4. Presupuesto del material de laboratorio utilizado para los ensayos en disolucién

organica.

> 6.2.4. Equipos

Para el calculo de este apartado, se ha tenido en cuenta el coste total de la adquisicién e
instalacion de cada uno de los equipos, y se ha calculado la amortizacién de cada uno de ellos,
teniendo en cuenta su periodo de amortizacién y el tiempo de uso durante la realizacidn de los
ensayos. La amortizacién se ha calculado de la siguiente forma:

1
Periodo amortizacién (horas)

€
Amortizacién (E) = Coste adquisicién e instalacion -

Para ello, se ha considerado como periodo de amortizacion aquel establecido por la
clasificacion econdmica de gasto en la adquisicion de equipos didacticos y de investigacion, lo
cual resultan ser diez afios, teniendo en cuenta que en cada afio hay 245 dias laborables y su
uso es de 8 horas al dia. Por tanto, el periodo de amortizacidén en horas resulta:

245 dias 8 horas

T afio T dia = 19600 horas

10 afios -
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A partir de este resultado, se ha calculado la amortizacién de cada uno de los equipos

utilizados, obteniendo los siguientes resultados:

I SR PERIODO Al\fIORTIZACIéN S AMORTIZACION
(afios) (€/H)
h Balanza analitica 10 994,90 € 0,05 €
h Bafio ultrasonidos digital 10 1.600,83 € 0,08 €|
h Espectrofotémetro JASCO V-360 10 10.000,00 € 0,51 €|
h Espectrofluorimetro Easy Life X 10 20.000,00 € 1,02 €]
h Fotdlisis de destello laser (FDL) 10 200.200,00 € 10,21 €
h Espectrofotdmetro de fluorescencia JASCO FP-8500 10 28.000,00 € 1,43 €]
h Espectrofotémetro Photon Technology International 10 9.157,48 € 0,47 €

Tabla 5. Amortizaciones de los equipos utilizados en los ensayos en disolucién orgdnica.

Con el valor de la amortizacidon de cada uno de estos equipos, se ha calculado, teniendo en

cuenta las horas de uso que se le han dado, el importe total que ha supuesto la realizacion de

los ensayos:
UNIDAD DESCRIPCION MEDICION AMO'(:}T_SCION IMPORTE
(V2 EQUIPOS 69,62 €
h Balanza analitica 4 0,05 € 0,20 €
h Bafio ultrasonidos digital 2 0,08 € 0,16 €
h Espectrofotémetro JASCO V-360 8 0,51€ 4,08 €
h Espectrofluorimetro Easy Life X 8 102¢€ 8,16 €
h Fotdlisis de destello laser (FDL) 4 10,21 € 40,86 €
h Espectrofotdmetro de fluorescencia JASCO FP-8500 10 143 € 14,29 €
h Espectrofotémetro Photon Technology International 4 0,47 € 1,87€

Tabla 6. Coste total del uso de equipos durante la realizacion de los ensayos en disolucién

organica.
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» 6.2.5. Resumen costes experimentos en disolucién organica

A continuacién, se mostrara una tabla resumen con los costes totales que han supuesto los
ensayos realizados en disolucién orgdnica, teniendo un coste final total de 5509,75 €.

UNIDAD DESCRIPCION IMPORTE
Ul PERSONAL 3.784,00 €
U2 REACTIVOS 652,00 €
U3 MATERIAL DE LABORATORIO 1.004,13 €
u4 EQUIPOS 69,62 €

Total 5.509,75 €

Tabla 7. Resumen de costes de los ensayos realizados en disolucidn orgénica.

6.3. PRESUPUESTO DEL ESTUDIO DEL CAPMATINIB EN MEDIO ACUOSO Y BIOLOGICO.

A continuacion, para finalizar el presupuesto, se detallaran aquellos gastos asociados al
estudio fotofisico y fotoquimico que se ha realizado sobre el CAP en medio acuoso y en medio
bioldgico, disuelto en las proteinas HSA, BSA, HAG y BAG. Al ser muy parecido al visto en el
apartado anterior, no se repetirdn muchas de las explicaciones que ya han sido mencionadas
con anterioridad. Asi pues, el siguiente presupuesto también constara de cuatro apartados: el
personal, los reactivos, el material de laboratorio y los equipos utilizados.

» 6.3.1. Personal
El total de gasto del personal ha sido el siguiente:

UNIDAD DESCRIPCION MEDICION PRECIO IMPORTE
Ul PERSONAL 5.676,00 €

Christian Tarin Moratalla

h (Estudiante de Ingenieria Quimica) 180 6,00€ 1.080,00¢

Ignacio Vaya Pérez

(Profesor Titular de Universidad y tutor TFG) 60 3830¢ 2.29800¢€

Inmaculada Andreu Ros

h (Profesora Titular de Universidad y cotutora TFG) 60 3830¢ 2.29800¢

Tabla 8. Presupuesto de personal para la realizacion de los ensayos en medio acuoso y
bioldgico.
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» 6.3.2. Reactivos y disolventes

El importe total de los reactivos que se han gastado durante los ensayos se desglosa asi:

UNIDAD DESCRIPCION MEDICION PRECIO IMPORTE
U2 REACTIVOS 2.199,00 €
g Capmatinib 5 110,00 € 550,00 €
mL DMSO 20 385€ 77,00 €
g HSA 2 443,00 € 886,00 €
g BSA 2 135¢€ 2,70€
g HAG 2 41,40 € 82,80 €
g BAG 2 300,00 € 600,00 €
mL PBS 10 0,05 € 0,50 €

Tabla 9. Coste de los reactivos utilizados durante los ensayos en medio acuoso y biolégico.

> 6.3.3. Material de laboratorio

El coste total en material de laboratorio se muestra en la siguiente tabla:

UNIDAD DESCRIPCION MEDICION PRECIO IMPORTE
u3 MATERIAL DE LABORATORIO 550,78 €
ud Pipetas Pasteur - Daselab 10 0,06 € 0,60 €
ud Cubetas de cuarzo 4 Ml - Daselab 4 123,42 € 493,68 €
ud Puntas de micropipeta - Daselab 50 0,02 € 1,00 €
ud Guantes de nitrilo - VWR 30 0,26 € 7,80 €
ud Vial con tapén 5 Ml - VWR 30 1,59 € 47,70 €

Tabla 10. Gastos en material de laboratorio durante la realizacidn de los ensayos en medio
acuoso y bioldgico.

> 6.3.4. Equipos

En primer lugar, como se ha hecho en el anterior apartado, se calculard la amortizacion de
cada uno de los equipos, para después calcular el coste final que ha supuesto su uso.
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UNIDAD DESCRIPCION FELED :\:SSSTIZACIGN COSTE AMO':;;T_GCIOIN
h Balanza analitica 10 994,90 € 0,05€
h Bafio ultrasonidos digital 10 1.600,83 € 0,08 €
h Espectrofotémetro JASCO V-360 10 10.000,00 € 0,51 €]
h Espectrofluorimetro Easy Life X 10 20.000,00 € 1,02 €
h Fotdlisis de destello laser (FDL) 10 200.200,00 € 10,21 €
h Espectrofotémetro de fluorescencia JASCO FP-8500 10 28.000,00 € 1,43 €
h Espectrofotémetro Photon Technology International 10 9.157,48 € 0,47 €|

Tabla 11. Amortizacién de los equipos utilizados para los ensayos en medio acuoso y bioldgico.

Tras calcular la amortizacion de cada uno de los equipos, se procedera al célculo del importe
total que se ha gastado utilizdndolos:

UNIDAD DESCRIPCION MEDICION AMO':;}T_‘?CI()N IMPORTE
U4 EQUIPOS 107,58 €
h Balanza analitica 6 0,05 € 0,30 €
h Bafio ultrasonidos digital 3 0,08 € 0,25€
h Espectrofotémetro JASCO V-360 10 0,51 € 510€
h Espectrofluorimetro Easy Life X 10 1,02 € 10,20 €
h Fotdlisis de destello laser (FDL) 6 10,21 € 61,29 €
h Espectrofotémetro de fluorescencia JASCO FP-8500 20 143 € 28,57 €
h Espectrofotémetro Photon Technology International 4 0,47 € 1,87 €

Tabla 12. Importe total de uso de los equipos utilizados durante los ensayos en medio acuoso
y bioldgico.

> 6.3.5. Resumen costes experimentos en medio acuoso y medio bioldgico

A continuacién, se mostrara una tabla resumen con los costes totales que han supuesto los
ensayos realizados en medio acuoso y medio bioldgico, teniendo un coste final total de
8533,36 €.
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UNIDAD DESCRIPCION IMPORTE
Ul PERSONAL 5.676,00 €
U2 REACTIVOS 2.199,00 €
U3 MATERIAL DE LABORATORIO 550,78 €
u4 EQUIPOS 107,58 €

Total 8.533,36 €

Tabla 13. Resumen del coste total de la realizacidn de los ensayos en medio acuoso y
bioldgico.

6.4. PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL, POR CONTRATA Y BASE DE LICITACION

El Presupuesto de Ejecucién Material (PEM) engloba el coste total calculado en cada uno de los
apartados anteriores, ademas de los costes indirectos, que son aquellos que no se tienen en
cuenta porque no influyen de manera directa en la investigacion (véase limpiezas del
laboratorio, mantenimiento de este, consumos de agua y electricidad...). Por recomendacién
del Servicio de Gestidn de I+D+l de la UPV, se ha aplicado un 25% de costes indirectos.

UNIDAD DESCRIPCION IMPORTE
P1 ENSAYOS EN DISOLUCION ORGANICA 5.509,75 €
P2 ENSAYOS EN MEDIO ACUOSO Y MEDIO BIOLOGICO 8.533,36 €
Cl COSTES INDIRECTOS 3.510,78 €

PEM 17.553,89 €

Tabla 14. Resumen obtencion del PEM.

El Presupuesto de Ejecucién por Contrata (PEC) se calcula por la suma del PEM previamente
calculado y un porcentaje de gastos generales, ya que, en el caso de esta investigacion, el
beneficio industrial ha sido del 0%. Dicho porcentaje no estd fijado por ninguna normativa, de
modo que se ha empleado un porcentaje que se utiliza habitualmente en este tipo de
proyectos, el cual es un 13%.

UNIDAD DESCRIPCION IMPORTE
PEM Presupuesto de Ejecucion Material 17.553,89 €
GG Gastos Generales 2.282,01€
PEC 19.835,90 €

Tabla 15. Resumen de obtencion del PEC.
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Por ultimo, el Presupuesto Base de Licitacion (PBL) se obtiene una vez se aplica el coste del
Impuesto de Valor Afadido (IVA) de 21% al coste del PEC.

UNIDAD DESCRIPCION IMPORTE
PEC Presupuesto de Ejecucion por Contrata 19.835,90 €
IVA Impuesto de Valor Ailadido 4.165,54 €

PBL 24.001,44 €

Tabla 16. Resumen de obtencién del PBL.

En resumen:

- El Presupuesto de Ejecucion Material asciende a la expresada cantidad de DIECISIETE
MIL QUINIENTOS CINCUENTA Y TRES EUROS CON OCHENTA Y NUEVE CENTIMOS.

- El Presupuesto de Ejecucidon por Contrata asciende a la expresada cantidad de
DIECINUEVE MIL OCHOCIENTOS TREINTA Y CINCO EUROS CON NOVENTA CENTIMOS.

- El Presupuesto Base de Licitacidn asciende a la expresada cantidad de VEINTICUATRO
MIL UN EUROS CON CUARENTA Y CUATRO CENTIMOS.
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