Part I11

Terapia fotodinamica, PDT







La terapia fotodinamica (Photodynamic therapy, PDT) aplicada al cancer es basa en la destrucci6
selectiva del teixit tumoral, aprofitant la fototoxicitat local produida per la combinacié de llum visible,

oxigen molecular i un agent quimic (anomenat fotosensibilitzador, FS).

El FS ha de ser capacg d’absorbir la llum amb que s’irradia, formar un estat excitat singlet de ma-
jor energia (S;) i que aquest pugui passar a un estat triplet (T;) per encreuament intersistema. Si la
diferéncia energetica associada a la desactivacio del triplet és suficient (major de 94 kJ-mol~!, aproxi-
madament uns 1400 nm), I'oxigen present en el medi en estat fonamental (triplet, 30,) pot aprofitar
I'energia per produir especies radicalaries en cas que es produeixi una transferéncia de carrega (me-
canisme Tipus I), o per generar oxigen singlet (:0,) mitjan¢ant una transferéncia d’energia (mecanis-
me Tipus II).

Les especies reactives de 1'oxigen (Reactive Oxygen Species, ROS) formades tant per una via com
per'altra, reaccionen amb les biomolecules del seu entorn produint danys cel-lulars que condueixen,

en ultim terme, a la mort cel-lular per necrosi, apoptosi o autofagia,''4-118 figura 6.9.
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Figura 6.9: Diagrama esquematic del procés fisicoquimic subjacent a la PDT.

El fet d’incorporar la llum dins d’aquest esquema, afavoreix la selectivitat de la PDT vers els tei-
xits irradiats, atorgant a aquesta terapia un dels seus grans avantatges. Tanmateix, cal que tots tres
agents es trobin simultaniament en el teixit tumoral: la llum forma part del procediment medic de la
terapia i s’aplica de forma controlada sobre la regi6 desitjada, mentre que I'oxigen molecular dissolt
en I'organisme assegura la preséncia d’aquest factor en el teixit tumoral. El fotosensibilitzador, pero,
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és capac d’aconseguir arribar en suficient quantitat a la regi6é neoplastica i desenvolupar un cop alla
el seu rol?

La naturalesa del FS és determinant i en ella recau una gran responsabilitat: per un costat ha
de ser capac d’absorbir la llum d’aquella longitud d’ona en la qual els teixits s6n més transparents
(i.e. entre 600 i 900 nm), ja que sera la que podra penetrar més sota la pell, i de prou energia com
per assegurar la transferencia d’energia a ’oxigen (quenching) i, per tant, la generaci6 de ROS. D’altra
banda, ha de garantir una bioacumulaci6 preferent en els teixits tumorals i, dins d’aquests, localitzar-
se en aquelles estructures cel-lulars on el dany fotoquimic pugui ser major, per tal de desencadenar
la mort cel-lular de manera més eficient.

Coneixer les necessitats que han de satisfer els FS per poder ser emprats en la PDT obre la porta
al disseny de noves molécules. La tercera, i tltima part del treball, agrupa els estudis realitzats en el

camp del disseny de FS.
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Capitol 7

Estudi de les propietats fisicoquimiques

dels fotosensibilitzadors

El desenvolupament de la PDT es troba intimament lligat a ’evoluci6 dels FS emprats. Els primers FS
que s’utilitzaren en PDT, anomenats de primera generacio, foren principalment derivats de I’hema-
toporfirina (Hp, 2). Lefecte fotosensibilitzador de derivats porfirinics, aixi com d’altres tetrapirroles,
ja es trobava documentat en estudis fotobiologics de principis del segle XX que posaven de manifest
I'efecte sensibilitzador d’aquests compostos sobre els éssers vius,!!9 podent-se identificar com els
responsables de sindromes relacionades amb la fotosensibilitat, com per exemple la porfiria.!'®> La
utilitzaci6é d’aquests primers fotosensibilitzadors permeté demostrar la utilitat i viabilitat de la tera-
pia, fet que culmina el 1998 amb el reconeixement per part de la FDA (Food and Drug Administration)
d’'una mescla de derivats hematoporfirinics (Photofrin) com a primer farmac acceptat per a I'iis en
PDT.118

OH.

COOH COOH

Hematoporfirina, Hp
2

Ja des dels inicis (Policard, 1924120) s’observa que els derivats de I'Hp presentaven una certa afini-
tat pels teixits tumorals,'?! 122 no essent aixi per I'Hp en forma aillada. El tractament quimic proposat
com a alternativa per Schwartz i col-laboradors permeté millorar aquesta propietat, donant lloc a una
mescla de composici6 indeterminada que revé el nom de derivat HpD (Hematoporphyrin Derivati-
ve).!'!9 LHpD es converti en 'objecte d’estudi, esdevenint la identificacié de la seva composicié qui-
mica un dels punts més debatuts per la comunitat cientifica. Els avencos realitzats per diferents grups
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de recerca'?3-125 portaren a Dougherty i col-laboradors a la purificaci6 parcial de I'HpD, separant els
monomers presents en la formulaci6, donant lloc al Photofrin.

La incognita entorn la composicié quimica dels derivats de 'HpD suposava haver d’estudiar una
mescla de compostos amb propietats molt diferents. Aquesta diversitat estructural afectava tant a
les propietats fisicoquimiques necessaries per a la generacié d’especies reactives (degut a la baixa
intensitat d’absorci6 i la pobra capacitat de formar oxigen singlet) com a la propia biodistribuci6.!26
Aquests fets es traduien en la necessitat d’elevar les dosis administrades tant de FS com de llum per
aconseguir efecte terapeutic,!'®> amb el conseqiient risc de desencadenar efectes secundaris, relacio-
nats principalment amb la fotosensibilitat cutania.!?” Per aquest motiu, s’inicia la cerca de nous FS
(que reberen el nom de FS de segona generaci6) amb una composicié quimica ben definida i amb
unes propietats fisicoquimiques d’interes.

La identificaci6 de les caracteristiques que han de millorar aquests nous FS per esdevenir bons
candidats per ser emprats en PDT, obre la porta al seu disseny. Tot i la tendéncia inicial de mantenir el
Photofrin com a exemple a seguir,'?® la cerca de nous FS suposa el trencament de ’hegemonia de les
porfirines a favor dels seus isomers estructurals, tals com les clorines, les ftalocianines i els porficens.
La reducci6 de la simetria dels porficens ha demostrat atorgar-los una millora de les propietats es-
pectrals respecte a les porfirines,'2% 130 fet que els fa ser d’especial interes i motiu pel qual han centrat
gran part de la recerca al GEM.118, 131,132

7/

Porfice, Po
3

Entre les caracteristiques que es consideren optimes per a un FS es troben tant propietats quimi-
ques (estabilitat, absencia de toxicitat en la foscor) com fotofisiques (espectre d’absorcié, formaci6
d’''0,, entre d’altres). Aquest ultim tipus de caracteristiques han esdevingut especialment rellevants
des del punt de vista del disseny dels FS, ja que la prediccié de I'espectre d’absorcié de molécules
organiques és quelcom resolt en I’ambit de la quimica computacional i s’ha consolidat com un dels
primers criteris a considerar en el cribratge de possibles candidats. L'interés en aquest cas recau en
I'estudi del desplacament del maxim d’absorcié a la regié del vermell, per tal de poder avaluar el com-
promis entre una bona profunditat d’absorci6 i presentar una diferéncia energetica suficient entre els
estat fonamental i excitat del FS per assegurar la formaci6 d’oxigen singlet.!1%133

Aquesta visi6 de la PDT constitueix, pero, una abstraccié que redueix I'eficacia de la terapia al
disseny estructural del FS, sense tenir en compte el context biologic que I'envolta, com ara la seva
biodistribucié. Aquest fet repercuteix principalment sobre la selectivitat del FS, ja que ha d’arribar
fins al teixit on s’aplica la font de llum de forma local. En els esfor¢os realitzats per incloure la infor-
maci6 bioquimica dins del disseny de FS i millorar la seva selectivitat, hom troba que el mecanisme
de retenci6 dels FS en els tumors no esta ben definit, encara que sembla que el balang hidrofobic pot
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jugar un paper important.!3* D’altra banda, I'estudi de les propietats diferencials de les cel-lules dels
teixits neoplastics porta a I'aparici6 d’estrategies més elaborades on els FS es combinen amb porta-
dors exogens que els condueixen de forma preferent a una localitzaci6 desitjada.!35-13%9 A més, I'efecte
local la PDT es veu accentuat pel marge de difusi6 de les ROS formades durant 'etapa d’irradiacié.
El desplacament de les espeécies oxidants no supera els 40 nm,4? fent que I'eficacia del procés global
pugui veure’s influit fins i tot per la localitzaci6 intracel-lular del FS.

7.1 Estudi de les propietats dels fotosensibilitzadors al GEM

Complementariament a la seva faceta predictiva, la quimica computacional constitueix una ei-
na molt valuosa en I’estudi de la naturalesa fisicoquimica de la matéria, ja que aporta el marc teoric
necessari per a la descripcié de sistemes moleculars complets de forma virtual. Alguns metodes po-
den ser emprats, doncs, per a '’estudi de I'estructura i la disposicié espacial de sistemes complexos
en diferents entorns. En aquest sentit, 'any 1996 s’estudia per primer cop la conformacié de deri-
vats nitrobenzil-mesoporfirinics al Laboratori de Disseny Molecular del GEM.!4! Després de I'opti-
mitzaci6é de la geometria de parelles de compostos amb un metode semiempiric AM1, s’'introdui a
la simulaci6 el dissolvent corresponent. L'evolucié en el temps del conjunt per dinamica molecular
permeté estudiar la conformacié en dissolucié dels compostos, les interaccions 7 — 7 i comparar els
resultats computacionals amb les dades espectroscopiques d'H-RMN i de transferéncia electronica
fotoinduida.

Més endavant, la recerca de nous FS sintetics de 2a generaci6 porta al GEM a prendre els porficens
com a compostos objectiu. Aquesta decisi6 redirecciona la tasca computacional a aquest tipus de
compostos, predient diferents propietats tant fotoquimiques com fotofisiques de derivats porficénics
i azaporficénics amb fenils en les posicions 2, 7, 121 17.130

En tractar-se de compostos altament conjugats, és fonamental utilitzar métodes que permetin
descriure correctament la correlacié electronica.'? La primera aproximacié adoptada per aquesta
finalitat fou 1'Gs del formulisme DFT implementat dins del programari Gaussian.'43 Aprofitant el
coneixement de I'estructura del Po per difraccié de raig X, es valida I'as del funcional B3LYP/6-31G**
com a metodologia per a I'estudi de l'estructura i optimitzaci6 de la geometria del Po, pres com a
compost de referencia. Donat I'elevat cost computacional, la garantia d'un minim com a resultat de
I'optimitzacié no es podia realitzar mitjancant el calcul de freqiiencies, pel qual motiu s’utilitzaren
els valors experimentals de difracci6 de raigs X.132 La limitacié de la poténcia de calcul d’aleshores
també va influir en la descripci6 dels derivats del Po mitjan¢cant B3LYP: sistemes com el TPPo, només
podien ésser estudiats amb aquest formulisme reduint la base a una 3-21G.

Havent comprovat 'adequaci6 del formulisme DFT per a la descripci6 de I’estat fonamental d’a-
quests compostos, 'estudi dels estats excitats es realitza mitjancant el métode TD-DFT. Pel mateix
motiu que en el cas anterior, les transicions electroniques dels porficens substituits van ser estu-
diades amb TD-B3LYP/3-21G*, mentre que els seus respectius cores sense substituir (sent aplicable
també pels aza-derivats) ho van poder ser a un nivell de descripci6 superior.131, 144

Aquests resultats van suposar la constitucié d'un estandard per a I'’estudi energetic dels estats fo-
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namental i excitats de derivats porficenics, podent-se aplicar a un ampli ventall d’estudis, no només
a la determinaci6 de l'estructura molecular. Un d’aquests estudis fou la descripcié de I'estabilitat
relativa entre els diferents derivats en soluci6, a partir de la predicci6 de I'’energia de solvatacié de
cadascun d’ells mitjan¢ant el metode B3LYP/6-31G**, acoblat a la definici6 proposada pel metode
PCM pel tractament del solvent. Tot i que aquesta metodologia permetria a priori determinar el logP
dels porficens, la capacitat de calcul esdevingué de nou una limitacié. Per aquest motiu, la predic-
ci6 del logP es realitza mitjangant el modul de calcul GAMESOL,'#® incorporat dins el programari
GAMESS,#6 basat en un metode semiempiric AM1.132

Els calculs mitjancant DFT no sén els tinics que permeten descriure propietats interessants dels
FS, sobretot quan es desitja estudiar el comportament d'un conjunt de molecules. En aquest sentit,
es va voler estudiar I’establiment d’interaccions entre els sistemes d’interes, avaluant-ne la tendéncia
d’autoagregacio i la interaccié dels FS amb certes proteines susceptibles de patir dany fotodinamic
(com per exemple la tubulina).!3? Aquests estudis es realitzaren mitjancant dinamica molecular, amb
el programari AMBER,!4” observant ’evolucié temporal del sistema molecular en un entorn on el
solvent es tractava de forma explicita.

El consens entre la precisi6 del resultat i el temps de calcul ha permes millorar fins al moment
la descripci6 dels estats excitats de qualsevol FS tetrapirrolic a nivell B3LYP/6-31G*. Tot i aixi, el
temps efectiu continua essent massa elevat front als avancos realitzats en I'estrategia sintetica, la
qual permet obtenir actualment la molécula desitjada amb un temps menor.'#® Per tal de poder
continuar guiant la seleccié dels compostos a sintetitzar, cal trobar una metodologia computacional
que permeti prediccions en escales de temps comparables a I'experimental. Aix0d suposa millorar
tant els equips de computacié (amb la integracié de nous i millors maquinaris que permetin reduir
el temps total de calcul) com els algorismes de prediccio.

En aquest sentit, els objectius actuals del Laboratori de Disseny Molecular del GEM consideren:

1. lavessant fotofisica, amb la definici6 dels estats fonamentals i excitats dels FS, la determinaci6

del maxim de I'espectre d’absorci6 i la seva capacitat de presentar absorcions bifotoniques,

2. la vessant quimica, amb I'analisi i comparaci6é dels métodes actualment disponibles per a la

predicci6 de les propietats hidrofobiques i la seva aplicacié sobre cadascun dels candidats,

3. ifinalment, la vessant bioquimica, proposant un model de localitzacié subcel-lular.

7.2 Model QSAR de prediccié del maxim d’absorcié de fotosensibilitza-

dors tetrapirrolics
Tots els FS emprats en la PDT han de presentar, com a condicié necessaria, una absorcié en el
marge del vermell per poder desenvolupar la seva funcié (ja que aquesta és la que penetra més en
els teixits). Per aquest motiu, la prediccié del maxim d’absorci6 dels FS és d’especial interes, podent
d’aquesta manera discernir entre aquells compostos capacos de provocar I'efecte fotodinamic dels
que no.
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La interacci6 entre la llum i la matéria pot ser simulada matematicament mitjancant diferents
metodologies. Es considera que la mecanica quantica aporta el marc teoric més realista per aproxi-
mar aquest procés (apartat 1, pag.35). Les metodologies derivades dels metodes ab initio i DFT han
estat ampliament utilitzades en la bibliografia per a la prediccié de I'espectre d’absorcié de derivats
porfirinics.!'> 149 En els darrers anys, la metodologia TD-DFT s’ha consolidat com un dels métodes
més emprats per a la modelitzacié d’estats excitats, demostrant bons resultats en diferents famili-
es de compostos.!5% 151 Sjgui quin sigui el meétode aplicat, la prediccié de les energies d’absorci6 de
grans sistemes moleculars continua sent un repte!®2 i hom esta obligat a recérrer a meétodes més acu-
rats, perd més costosos (tals com CIS,%3 154 CASSCF, 133155 CASPT21>87), per tal d’obtenir resultats

raonables.

Amb la implementacié de les ANN com a base per a I'establiment de models QSPR i QSAR de
predicci6, dins del programari ArIS (capitol 4, pag.81), s’estudia la possibilitat d’emprar aquesta eina
predictiva com a alternativa als métodes disponibles actualment per a la realitzacié d’aquests tipus

de calculs (TD-DFT), en la cerca de metodes rapids i amb una baixa demanda computacional.

A finals de la decada dels vuitanta (s. XX), quan la informatica tot just comencava a donar-se a
coneéixer als usuaris particulars, la potencia de calcul distava molt de I’actual i suposava una gran li-
mitaci6 per a I'estudi de molecules amb un nombre considerable d’atoms. Per aquest motiu, 'inica
manera de poder estudiar completament sistemes de la mida dels FS de segona generacio, era mit-
jancant metodes simplificats i computacionalment barats, com els metodes semiempirics. Aquest
s’han usat tant per a 'optimitzaci6 de la geometria (PM3, PM5'%) com per a la corresponent descrip-
ci6 dels estats excitats (MINDO3, INDO,'>” ZINDO/S!8) de sistemes tals com porfirines, clorines,
bacterioclorines, etc. Actualment, tot i que s’han vist superats pels metodes derivats del DFT o CI,!33
aquests metodes continuen sent atractius per a I'estudi dels FS en solvataci6.!® Aixi doncs, si els
metodes semiempirics han demostrat ser un punt de partida acceptable per nombroses aplicacions,
podrien ser-ho també per a un model QSPR?

El problema de fons pot ser tractat en quimioinformatica com la necessitat de predir una propie-
tat (el maxim d’absorcid, A,,4x) a partir de caracteristiques estructurals de les molecules, i per tant,
simplificar-lo a un model QSPR. Per aquesta finalitat es compara I'aplicacié del metode PLS amb les
ANN, com a representants dels metodes lineals i no lineals respectivament. Encara que ambdés me-
todes s’han emprat ampliament per resoldre problemes en quimica meédica, !0 tan sols el PLS ha estat
previament descrit a la bibliografia per a la prediccié del maxim d’absorcié de colorants (concreta-
ment, derivats d’azobenzens).!®! Per la seva part, les ANN han estat aplicades per a la predicci6 de
I'activitat fotodinamica de fotosensibilitzadors'®? i de les intensitats d’absorcié de molécules organi-
ques en 'UV.163

Donat que no es disposa d’'informaci6 bibliografica referent a I'habilitat dels models QSPR per la
predicci6 de A, 4, cal reflexionar sobre el criteri que se seguira per considerar que un model proposat
és apte. Per poder valorar aquest fet cal tenir una idea de I’error que hom esta disposat a assumir, i per
aix0 tan sols es pot prendre de referencia I’error que s’esta cometent amb l'actual estandard TD-DFT
implantat al GEM.
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7.2.1 Avaluacio de l'error assumible

En el grup de recerca s’ha anat proposant, al llarg dels anys, diferents metodologies per predir de
forma suficientment satisfactoria el maxim d’absorcié de FS porficénics. L'evolucié dels programa-
ris i maquinaris disponibles han permes establir un procediment estandard basat en el formulisme
TD-DFT. Tot i aixi, el temps de calcul continua essent un factor limitant, el qual obliga a arribar a
un consens entre la bondat del métode i el temps real de calcul. Per aquest motiu, el metode estan-
dard pel calcul de 'energia dels estats excitats de FS porficénics comenca per una optimitzacié de
la geometria molecular mitjan¢ant el métode DFT B3LYP/6-31G*, seguit d'una analisi de freqiiéncies
al mateix nivell de calcul per tal d’assegurar la convergencia a un minim en la superficie d’energia
potencial i poder estimar el valor de I'energia en el punt zero. Sobre el sistema molecular obtingut
de la primera etapa s’aplica un métode TD-DFT, mantenint el nivell de calcul dels casos anteriors,
per tal d’obtenir el valor de 'energia del primer estat excitat singlet. Tots els calculs s’han realitzat
utilitzant el programari Gaussian03'#3 en un ordinador equipat amb un processador Intel® Core™2
Quad (Q9550 a 2.83 GHz) i 2 GB de memoria RAM.

Aquest procediment s’ha validat amb la molecula de porfice, amb el qual s’han obtingut resultats
comparables amb els recollits a la bibliografia, tant pel que fa a la descripci6 de I’estat fonamental
(basicament la seva geometria molecular) com els estats excitats. De forma més teodrica, també se
n’'avalua I'energia del primer estat singlet excitat (figura 7.1) i la distribuci6 dels orbitals (figura 7.2),
en la qual es pren el valor corresponent a |’estat fonamental com el zero d’energia.

Tal com es pot observar en les figures 7.1 i 7.2, els resultats obtinguts amb aquest nivell de cal-
cul concorden amb els estandards bibliografics.!4 165 Aixi doncs, es considera que la metodologia
proposada, basada en el meétode TD-DFT, permet estudiar satisfactoriament I’estat fonamental de
sistemes porficénics i predir 'energia del seu primer estat excitat, per aixi coneixer la longitud d’ona

corresponent al maxim d’absorcié.

AE/eV
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GEM Wan!64 Waluk!65

Figura 7.1: Diferencia energética entre l'estat fonamental del Po i el seu primer estat singlet excitat. Els resultats computacio-
nals es comparen amb el resultat experimental (en vermell).
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Resultats HOMO-1 HOMO LUMO LUMO+1

Wan 164

Waluk!65

Figura 7.2: Comparacié dels resultats obtinguts en la descripcié dels orbitals del Po segons la metodologia DFT descrita al
GEM i estudis bibliografics.
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Aquesta metodologia s’aplica sobre 44 FS amb A,,,, coneguda (la identitat dels quals es detallen
al segiient apartat), obtenint un error mig d’aproximadament 70 nm i un coeficient de correlaci6
R?=0.251 (figura 7.3). Degut a la preséncia de FS asimetrics, es comprova que les discrepancies amb
els valors experimentals no vinguin donades per haver calculat A,,,x amb I'estructura del tautomer
que no correspon. Aixi doncs, es prenen els valors de I'error mig i R?> anteriors com la referéncia
per a la discussi6 dels resultats obtinguts mitjancant els models basats en ANN que es proposen més

endavant.
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Figura 7.3: Representacio grafica dels valors de 7,4, calculada a partir del formulisme TD-DFT (Apr.q)en comparacié amb
els resultats experimentals(Acxper).

7.2.2 Creaci6 d’'una quimioteca virtual pel metode QSPR

Donat que l'interes del GEM en els FS per ser emprats en PDT recau en els porficens, s’ha realitzat
una recopilacié de mesures experimentals referents al’absorci6 en 'UV/Vis de 44 molecules d’aquest
tipus (taules 7.1 7.2), tenint com origen tant dades experimentals facilitades per membres del propi

grup de recerca com dades bibliografiques.!66.167

Els valors de A, 4 esperats bibliograficament i experimental del conjunt global de les dades con-
siderades es troben compresos entre 600 nm i 800 nm, amb una mitjana situada en els 658 nm i una
desviaci6 estandard de 32.1 nm. Aixo suposa que el 90% de les dades es troben entre els 600 nm i els

700 nm, fet que cal tenir en compte a I’hora de realitzar la discussié dels resultats.

Un 60% de les dades disponibles (27 porficens) se selecciona de forma aleatoria i S’'empra com a
conjunt d’entrenament, mentre que els 17 compostos restants constitueixen el conjunt de prova (fest
set) i s6n emprats per efectuar una validaci6 externa del model. La identitat dels membres d’ambdds
grups es manté constant en tots els models QSPR basats en ANN.
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Taula 7.1: Derivats porficenics considerats en la quimioteca virtual emprada en l'establiment del metode QSPR (1a part).

R,

Rs

R3

id. Ry Rz R3 Ry Rs Amax/nm*
Al Pr Pr Pr Pr H 640168
A2 H H H H H 632,134634167 A
A3 Pr Pr Pr Pr NHCOCH;5 639166
A4 Pr Pr Pr Pr NHCOCH,CH,COOH 636166 4
A5 Pr Pr Pr Pr H 633167
A6 CH,CH,O0H CH,CH,OCH3 CH,CH,OCHs CH,CH,OCH; H 637,166 635167 &
A7 CH,CH,OCH; CHCH,OCH3; CH,CH,OCHs CH,CH,OCH3 OCHj3 684166
A8 CH,CH;OCH3 CH,CH,OCH; CH,CH,OCHs; CH;CH,OCH3 OCgH13 684166
A9 CH,CH,OCH3; CH,CH,OCH; CH,CH,OCHs CH=CH, H 643167 A
Al10 CH,CH,0CHs CH,CH,OCH3 CH;CH,OCH3; CH,CH,OCHj3 0OCOGCsH; 646166
All CH,CH,OCHs; CHCH,OCH; CH;CH,OCH3; CH,CH»OCH3 0OCOCgH,7 647166
Al2 CH,CH,OCHs CH,CH,OCH; CH,CH,OCH; CH,CH>OCHj3 OCOCH,NHCOOC(CH3)3 644166
Al3 CH,CH,0CHs; CH,CH,OCH3 CH;CH,OCH3; CH,CH,OCH3 NH; 710166
Al4 CH,CH,OCHs; CH,CH,OCHs; CH;CH,OCH3; CH,CH»OCH3 NHCOCH,CH;CH,COOMe 670166
Al5 Pr Pr Pr Pr OH 677166
Al6 Pr Pr CH,CH,0H CH,CH,OH H 638166
Al7 CH,CH,0CH; Pr Pr Pr H 637166
Al8 CH,CH,OPh CH,CH,0Ph CH,CH,0Ph CH,CH,0Ph H 638166
Al9 Pr Pr Pr Pr OCHjs 682166
A20 Pr Pr Pr Pr OCOCHj3 641167 4 636166
A21 Pr Pr Pr Pr OCOCH,NHCOOC(CH3s)3 644166
A22 Pr Pr Pr Pr OCOCH,CH,CH,NHCOOC(CH3)3 645166
A23 Pr Pr Pr Pr NH, 710166
A24 Pr Pr Pr Pr NHCOCH,CH;COOMe 634166
A25 CH,CH,0OCH3 CH,CH,OCHj3 CH,CH,0OCH3 CH,CH,0OCHj3 OH 680166
A26 CH,CH,0CHs CH,CH,OCH3 CH;CH,OCH3; CH,CH,OCHj3 OHCOCH3 638166
A27 CH,CH,OCHs; CHCH,OCH; CH;CH,OCH3; CH,CH,OCH3 NCOCHj3 670166
A28 CH,CH,0OCH; CH,CH,OCH; CH,CH,OCH; CH,CH,OCHj3 N-succinimida 640166
A29 CH,CH,OH Pr Pr Pr H 637166
A30 CH,CH,OCH; CH;CH,OCH3 Pr Pr H 638166
A31 Pr Pr Pr Pr OCH,CgH4COOH 677166
A32 Pr Pr Pr Pr OCOCH;CH»CH,COOC(CH3z)3 645166
A33 H H H H NO; 630 4
A34 Ph Ph Ph Ph NO, 6574
A35 Ph Ph Ph Ph OCOCH;3 656 4
A36 Ph Ph Ph Ph OCOCHj3 659, 656 4
A37 Ph(m-OH) Ph(m-OH) Ph(m-OH) Ph(m-iPrO) H 663 ¢
A38 Ph(m-OH) Ph(m-OH) Ph(m-OH) Ph(m-OH) H 663 ¢

* totes les mesures en dissolucio de tolug, tret de les excepcions que s'indiquen

A mesura en dissolucié de CH, Cl,
¢ mesura en dissolucié de CHCly
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Taula 7.2: Derivats porficénics considerats en la quimioteca virtual emprada en l'establiment del metode QSPR (2a part).
S'indica sota el niimero de compost el valor de A, 4.

CH.N(CH), CH;N(CHa),
CH30CH,CH, CH,CH,0CHj; Pr. Pr Pr. Pr
AN
/
CH;0CH,CH, CH,CH,OCHj Pr Pr Pr Pr
A39 A40 A4l
643166 (tolue) 643166 (tolue) 762166 (tolue)
COOMe COOH

COOMe COOMe
CH,CH,0CH; CH,CH,0CH; .

CH30CH,CH, CH,CH,0CH; CH30CH,CH, CH,CH,0CHj3 .

A42 A43 A4
764166 (CH,Cl,) 639167 (CH,Cl) 636167 (tolug)

7.2.3 Descriptors moleculars

Amb la poca informacié bibliografica disponible per a I'aplicacié de models QSPR en la predicci6 de
I'espectre d’absorcié (no tan sols de fotosensibilitzadors sin6 de molecules organiques en general),
la definici6 matematica del problema no és trivial. Tot i adaptar els treballs bibliografics existents,!63
s’amplia el ventall de descriptors atenent a la intuicié quimica. Donada la naturalesa del problema
a tractar, s'inclouen tant aproximacions del valor de A,,,, com descriptors directament relacionats

amb I'estructura electronica dels FS (taula 7.3).

156



7.2. MODEL QSAR DE PREDICCIO DEL MAXIM D’ABSORCIO DE FOTOSENSIBILITZADORS
TETRAPIRROLICS

Taula 7.3: Descriptors moleculars proposats en l'establiment del model QSPR de prediccié de A ;4 -

Nom del descriptor  Descripcié

Azinno Maxim d’absorci6 calculat pel métode ziNDO/s sobre I’estructura molecular optimitzada mitjan-

cant el metode semiempiric PM3

Npp Nombre de dobles enllacos presents en I'estructura molecular del fotosensibilitzador
PMI Moment principal d’inércia, calculat sobre la geometria molecular optimitzada a nivell PM3
u Moment dipolar calculat a partir de I'optimitzacié de la geometria molecular mitjancant el me-

tode semiempiric PM3

Exomo Estimaci6 de I'energia (en eV) de I'tltim orbital ocupat (Homo) calculat a nivell pm316°
Eiomo Estimaci6 de I'energia (en eV) del primer orbital desocupat (Lumo) calculat a nivell pm3169
VSA Area de la superficie de Van der Waals calculada a partir de contribucions atdmiques
apol Suma de les polaritzabilitats atomiques!'”®

SMR Refractivitat molar. Combina la mida del sistema molecular amb la seva polaritzabilitat!"!

Bo i que els descriptors Eyomo i Eiymo €S troben descrits en la bibliografia,'3 hom esperaria que
la informacié rellevant fos la seva diferéncia, ja que podria ser utilitzada com una estimacié del valor
de A;,4x segons el metode PM3. Les proves preliminars realitzades substituint els dos descriptors per
la seva diferencia no han mostrat bons resultats, i fan descartar aquesta hipotesi (tot i no entrar en
detall, s’adjunta un grafic amb els resultats obtinguts en la figura 7.8, pag. 7.8).

Finalment, com que els calculs amb TD-DFT no tenen en compte |'efecte del solvent, s’ha descar-
tat la incorporacié d'un descriptor que ho fes, per tal que els resultats obtinguts amb TD-DFT i ANN

siguin comparables.

Estudi de la rellevancia dels descriptors

Una vegada s’ha determinat la manera com es defineix el problema, s’estudia la influéncia de cadas-
cun dels descriptors considerats sobre la predicci6 del valor de A, 4.

Inicialment es considera que els descriptors PMI, u, Euomo, Ervmo 1 VSA, donada la informaci6
quimica que contenen, podien ser bons candidats per a I'’establiment del model QSPR de prediccio.
Malauradament, tots els models generats amb ells (mitjancant ANN i provant diferents topologies)
no mostren la capacitat de prediccié desitjada, posant de manifest la conveniéncia de seguir un mi-
llor criteri de seleccié dels descriptors. Tot i aixi, els resultats obtinguts amb aquest primer conjunt
serveixen per establir el marge del learning rate () necessari per assegurar la convergencia de I'en-
trenament amb ANN (107> > 1) > 1076) i per fer notar la necessitat d’emprar una sola capa amagada
per evitar I’ overfitting.

La identificaci6 i assignacié de la importancia de cadascun dels nou descriptors en la definici6

del valor de A, 45 es realitza d’acord a dos criteris:

* Segons la influéncia de cadascun dels descriptor en les components principals que permeten

descriure un major percentatge de variancia explicada.
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* El coeficient de correlacié que mostra cada descriptor en relacié al valor de A, 4.

Aquestes analisis permeten establir una ordenacid dels descriptors segons la seva rellevancia.
Com sol passar, a ’hora de comparar diferents tecniques estadistiques, els resultats obtinguts posen
de manifest una certa disparitat entre criteris (taula 7.4). Hom esperaria que A, npo fos el descriptor
amb un major pes en la descripcié del maxim d’absorcid, ja que constitueix una mesura aproximada
d’aquest valor. L'ordenaci6 segons el coeficient de correlacié recull aquesta idea, on I'aproximaci6
anterior ocupa el primer lloc en importancia, i contrasta amb el quart lloc que li atorga el criteri basat
en PCA.

Taula 7.4: Llistat dels descriptors considerats per a la prediccié de Ay, ordenats de major a menor rellevancia segons els
criteris considerats.

PCA Coef. Correlaci6

PMI Azivpo

VSA Eiumo

apol PMI
)"ZINDO VSA

SMR u

nNpB SMR

u apol

EHOMO EHOMO
E\ymo npp

Per a cada criteri d’'ordenaci6 s’estudia I’efecte de la incorporacié successiva d’aquells descriptors
amb menor influencia, dins del model QSPR de predicci6é basat en ANN. En no coneixer els parame-
tres Optims per a ’entrenament de les ANN, per a cada subconjunt de descriptors es proven diferents
topologies, mantenint el nombre de neurones amagades entre 2 i 8 (valors orientatius determinats
a partir de I'index de Kolmogorov®? i el test de p74). A més, en l'intent d’incorporar la influéncia de
I'error inherent en les mesures experimentals i augmentar aixi la capacitat de generalitzaci6 del mo-
del,”® s’incorporen al conjunt d’entrenament copies d’ell mateix on els valors de A, ,x es modifiquen
aleatoriament fins a un 5%. En cas que diferents fonts bibliografiques indiquin diferents valors de
Amax Per a un mateix FS, tots s6n incorporats a la quimioteca com entrades independents.

Les figures 7.4 1 7.5 (pag.159) mostren I’evoluci6 de I'error quadratic mig (RMSE) i el coeficient de
correlacié R? a mesura que s'incorporen successivament els descriptors amb menor rellevancia se-
gons I'assignaci6 realitzada pel coeficient de correlacio entre els descriptors i els valors experimentals.
Els resultats analegs als anteriors, referents a I'ordenaci6 dels descriptors realitzada segons 1'analisi
de components principals, es mostren en les figures 7.6 i 7.7 de la pagina 160. En tots els casos es
representa el conjunt d’entrenament en blau i el conjunt de validacié externa en verd.

La tendéncia que marquen els conjunts d’entrenament i de validacié en ambd®s criteris de selec-
ci6 de descriptors, permeten identificar la topologia estadisticament més favorable.

Lanalisi dels resultats obtinguts segons 1'ordenacié proposada pel coeficient de correlacid, no
permeten extreure cap conclusié directa del nombre optim de descriptors a utilitzar: la tendéncia

creixent d'R? en el conjunt d’entrenament, acompanyada de la seva prematura estabilitzaci6 en el
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conjunt de validaci6, fa que el comportament de 'RMSE prengui una major importancia. Lerror
del conjunt d’entrenament segueix en concordanca amb el comportament indicat per R? i disminu-
eix progressivament a mesura que s’augmenta el nombre de descriptors. Aquesta situacié sembla
poder-se explicar en termes d’overfitting, donat que l'error del conjunt de validaci6 augmenta amb
el nombre de descriptors considerats, situant el punt d’inflexié d’aquest augment entre els 4 i 5 des-
criptors. Cal una comparacié directa de la disposicié entre les dades predites i les experimentals per

a cadascun d’aquests models per identificar el model amb 5 descriptors com el millor.

Contrariament, els resultats obtinguts a partir de la PCA s6n molt més clars pel que fa a la iden-
tificacié del minim nombre de descriptors a emprar. Per un costat, el valor d’'R? del training set va
augmentant a mesura que augmenta el nombre de descriptors considerats fins arribar als 6, moment
en que s’estabilitza i es mostra que ’addicié de més descriptors no hauria de suposar un canvi signi-
ficatiu. A més, en aquesta mateixa topologia I’ R? del fest set és maxima. Les conclusions que es poden
extreure del comportament de 'RMSE és analeg al cas anterior, mostrant un canvi de tendéncia en-

torn als 6 descriptors.

Aquesta analisi purament estadistica dels resultats no té en compte la identitat dels descriptors
considerats. Es en el moment de posar noms a aquests, quan hom s’adona que I'aturada en ambdés
criteris de selecci6 es realitza just després d’'incorporar el moment dipolar. Aquest fet sembla posar
en evidencia la importancia d’aquest descriptor per a la correcta definicié del valor a predir; tanma-
teix, els criteris de selecci6 el disposen a la zona mitja d'importancia. Per aquest motiu, es desitja
comparar els resultats de la predicci6 pels models de 5, 6 i 9 descriptors, figura 7.8 (pagina segiient).

La distribuci6 dels resultats computacionals respecte als valors experimentals mostra que el mo-
del amb 5 descriptors és el menys generalitzable dels tres. Per altra banda, els models amb 6 i 9
descriptors esdevenen possibles candidats pel model definitiu. Tot i que ambdés models presenten
algunes prediccions puntuals amb un error notable, s’estudia I'ordenacio relativa entre les molecules
per saber si es manté. Per aquest motiu es calcula el coeficient de correlacié d’Spearman (p),”# el qual
permet avaluar la correlaci6 entre variables a partir de la seva ordenaci6. Per a cadascun dels models
considerats s’obté el valor d’aquest coeficient, sent maxim pel model 9-6-1 (p =0.74), seguit de 6-4-1
(p =0.68) i finalment 5-6-1 (p =0.43).

Aixi doncs, tot i els esforcos realitzats per aconseguir una reduccié de I'espai quimic, el millor
model que s’ha aconseguit correspon a aquell que incorpora la informacié de tots nou descriptors.
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Figura 7.8: Representacio grafica dels valors de A4, calculats a partir ’ANN emprant els 5 descriptors seleccionats segons el
coeficient de correlacio (a), els 6 descriptors seleccionats segons PCA (b) i els 9 descriptors originals sense efectuar cap reduccio
de l'espai (c). Es mostra també el resultat de substituir els descriptors Eyouo i Eiuwo per la seva diferencia (d). [e conjunt
conjunt de validacid].

d’entrenament,

7.2.4 Model de predicci6 per a porficens (ANNABS1)

S’ha establert un model de prediccié del valor de A,,,, per a sistemes porficenics basat en ANN

que presenta un ajust significativament millor que I'obtingut amb la metodologia TD-DFT, valida-

daiacceptada anteriorment.

S’han emprat els 9 descriptors fisicoquimics relacionats amb la naturalesa electronica dels FS des-

crit a 'apartat anterior. Després d’avaluar la seva reducci6, s’ha considerat millor mantenir-los tots

enla capad’entrada de 'ANN. La topologia de la xarxa d’entrenament es completa amb una sola capa

amagada (el nombre de neurones de la qual s’optimitza a 6) i una neurona de sortida, que retorna el
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valor en nanometres de la predicci6 realitzada. De forma independent s’estudia el valor del parame-
tre d’aprenentatge 7, que es fixa a 1-10~5. Havent definit els parametres estructurals de la xarxa, el
procés d’entrenament es realitza sobre un conjunt format per 29 porficens (dels quals es disposa el
valor de A4 bibliograficament o experimental). Ja que algunes de les mesures experimentals as-
sociades a certs FS presentaven discrepancies segons la font bibliografica consultada, s’'introdueixen
dues copies de cadascun dels FS dins del procés d’entrenament (anomenades ghost molecules). El
valor de A4 d’aquestes molécules fantasma s’altera de forma aleatoria, fent que en una de les copi-
es pugui arribar a ser fins a un 5% major, i fins a un 5% inferior en la segona. La introducci6 d’aquest
tipus de soroll en el procés d’entrenament ajuda a ’adaptacié del model a valors d’entrada sotmesos
a error experimental.”®

Lentrenament supervisat es realitza per mitja de I'algorisme Back Propagation i es defineix el
metode LOO com a validaci6 interna. Els resultats corresponents al model de predicci6 final sobre el
conjunt d’entrenament es mostren a la taula 7.5, incloent-hi també I'error comeés en la prediccié en

forma de l’error absolut i com a Z-score?.

Taula 7.5: Resultats obtinguts en la prediccio del valor de A,y per al conjunt d'entrenament mitjangant el model ANN
Aprea), comparat amb el valor experimental (A..,). S'adjunta també Uerror de la prediccio en valor absolut (|E|) i el valor de
Z-score corresponent a l'error absolut dividit de 'RMSE, pels FS del conjunt d’entrenament.

FS  Aexp/mm Ay q/mm  |E| Z FS Aexp/mm  Apeq/nm  |E| 4
Al 640.0 641.2 1.2 04 Al5 677.0 682.8 58 1.8
A2 634.0 638.6 46 14 Al6 638.0 643.6 56 1.7

632.0 632.2 0.2 0.1 Al17 637.0 633.1 39 1.2
A3 639.0 642.2 3.2 1.0 Al18 638.0 637.5 05 0.2
A4 636.0 638.2 22 07 Al19 682.0 677.7 43 13
A5 633.0 631.7 1.3 04 A20 636 636.6 0.6 0.2
A6 637.0 636.1 09 03 A21 644.0 644.8 08 0.2

635.0 636.1 1.1 0.3 A22 645.0 646.2 1.2 04
A7 684.0 682.9 1.1 0.3 A23 710.0 710.4 04 0.1
A8 684.0 684.3 03 0.1 A39 643.0 649.9 69 2.1
A9 643.0 643.4 04 0.1 A40 643.0 644.9 1.9 0.6
Al10 646.0 643.8 22 07 A41 762.0 759.8 22 07
All 647.0 647.5 05 0.1 A42 639.0 640.0 1.0 03
Al12 644.0 636.2 78 24 A43 636.0 636.6 06 0.2
A13 710.0 704.9 51 1.5 A44 764.0 763.1 09 03
Al4 670.0 665.3 47 1.4

Una vegada plantejat el model que millor s’adapta segons la validacié interna definida, s’avalua la
seva capacitat real de prediccié per mitja d'un conjunt de validacié externa. Aquest esta format per 17
FS (10 d’origen bibliografic i 7 sintetitzats i estudiats pel GEM), dels quals també se’n coneix el valor
de A, 4. La capacitat de predir correctament aquest conjunt de dades és el que realment determina
la bondat del métode. Aixi doncs, 'entrenament es repeteix generant diferents models candidats,
entre els quals es pren com a model de predicci6 final el que permet ajustar més eficagment les dades

de validaci6 externa, taula 7.6.

2Diferéncia en valor absolut entre el valor predit i I'esperat, dividit entre 'RMSE de les dades.?

163



CAPITOL 7. ESTUDI DE LES PROPIETATS FISICOQUIMIQUES DELS FOTOSENSIBILITZADORS

Taula 7.6: Resultats obtinguts en l'aplicacié del model de prediccio final ANNABS]1 sobre el conjunt de validacio externa.

FS Aexp/mm A, .q/nm |E| VA FS Aexp/mm  Ap.q/nm |E| V4

A20 641.0 645.2 42 0.2 A30 638.0 640.4 24 0.1

634.0 636.7 52 0.1 A31 677.0 647.7 293 1.2
A23 703.0 667.8 352 15 A32 645.0 660.9 159 0.7
A24 634.0 639.2 52 0.2 A33 630.0 693.3 63.3 2.7
A25 680.0 670.5 95 04 A34 657.0 666.6 96 04
A26 638.0 641.2 32 0.1 A35 656.0 664.8 88 04
A27 670.0 665.2 48 0.2 A36 659.0 667.0 8.0 03
A28 640.0 642.6 2.6 0.1 A37 663.0 663.9 0.9 0.0
A29 637.0 660.6 23.6 1.0 A38 663.0 610.1 52.9 2.2

L'analisi estadistica de I'ajust obtingut finalment (figura 7.8(c), pag. 162) mitjancant el programari
StatGraphics permet determinar, per mitja de I'analisi de la variancia (ANOVA), que I'ajust és signifi-
catiu encara que els FS A33 i A38 s’allunyin considerablement del valor esperat. A més, A33 presenta
un Z-score superior a 2.5, valor pres normalment com a llindar en la identificacié de punts erronis, i
A38 es troba molt proper a ell. La consideraci6 d’aquests dos punts com a erronis permet augmentar
el valor de I'estadistic R? del 77% al 91%.

Donat que A33 és un compost asimetricament substituit, i aprofitant que el model ANNABSI és
capag de distingir entre tautdomers (veure secci6 7.3, pag. 176), s’estudia per separat el comportament
d’ambdés tautomers de A33, de la mateixa manera que es realitza en I'estudi de I’error assumible
(pag.152). Es comprova que el tautomer considerat inicialment és el més estable.

La mitjana de I'error absolut comés pel model ANNABSI en el conjunt de validacié externa (taula
7.6) és inferior als 16 nm, trobant-se notablement per sota dels 70 nm establerts com a llindar mitjan-
¢ant la metodologia TD-DFT. Cal remarcar que el fet de no considerar I'efecte del solvent per aquest
tipus de compostos no suposa cap inconvenient, ja que 'error del model és del mateix ordre que
I'error de les mesures experimentals descrites bibliograficament i experimental.

El model de predicci6 final s’ha implementat, mitjancant el llenguatge de programacié SVL, en
el programari MOE,8! passant a formar part d'un modul de calcul integrat dins del propi programa.
Amb aquesta acci6 es desitja facilitar I'ts del model de prediccié entre els membres del laboratori,

fent-lo assequible d'una manera facil i intuitiva.

7.2.5 Generalitzacié del model de predicci6 a FS tetrapirrolics (ANNABS2)

Havent comprovat els bons resultats obtinguts en el cas dels porficens, es planteja la possibilitat d’es-
tablir un model de predicci6, analeg a 'anterior, que englobi qualsevol tipus de fotosensibilitzador
tetrapirrolic. Aquest objectiu suposa redefinir la base de dades d’entrenament, expandint-la a altres
tipus de cores.

Prenent de base la quimioteca corresponent als derivats porficénics emprats en el model anteri-
or, s’afegeix a ella un seguit de derivats porfirinics, clorines, purpurines, feoforbids i alguns derivats
portficeénics addicionals, que permeten ampliar la base de dades amb 87 FS més, figura 7.9. Per tal
d’ajudar a la generalitzacié del model, les molecules es presenten de forma aleatoria durant el procés

d’entrenament.
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Porfirines

Clorines

Porficens

Purpurines

Feoforbids

Figura 7.9: Distribucio dels diferents tipus de FS tetrapirrolics considerats per l'establiment del model de prediccié general.

Taula 7.7: Estructures moleculars dels derivats de clorines inclosos en la quimioteca virtual global (1a part).

R5

~ R4

/

R1 R2 R3
ld R] R2 R3 R4 R5 Am“/nm

A45 (CH,),COOH  CONH(C;H;5) COOH Et CH=CH, 666!7
A46 (CH,),COOMe  CH;COOMe COOMe CH=CH, Et 651173
A47 (CH,),COOMe COOMe COOMe CH=CH; Et 655173
A48 (CH,),COOMe COOMe COOMe Et Et 656173
A49 (CH,),COOH CH,COOH COOH Et Et 643115
A50 (CH,),COOMe  CH,COOMe COOMe Et CH=CH, 662115
A51 (CH,),COOMe  CH,COOMe CONHCH,C=CH Et CH=CH, 663174
A52  (CH,),COOH CH,COOH COOH Et CH=CH, 667115

id. Amax/nm id. R Amax/nm
R i — 175
A53 2 clhorofeml . CH=CH 655 A60 CH,COOMe 744173
A54  2p6-diclorofenili = CH=CH 6607 A61 COOMe 259173

AB5  26-difluorofenii  CH=CH 65517
A56 naftalen-1-il CH=CH 652175
A57 2-clorofenil CH,-CH, 744175
AB8  26-diclorofenil  CH,-CH, 747175
A59 26-difluorofenil CH,-CH, 74475
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Taula 7.8: Estructures moleculars dels derivats de clorines inclosos en la quimioteca virtual global (2a part). S'indica sota el
numero de compost el valor de A qx

COOMe
COOMe

A62 A63

723173 674115
COOMe
COOMe
CONMeg
COOMe

A64 A65

660115 784115
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TETRAPIRROLICS

Taula 7.9: Estructures moleculars dels derivats de feoforbids inclosos en la quimioteca virtual global

Rl R5
R4
-,
RS 0
R200C

id. Rl R2 R3 R4 R5 )Lmax /IlIIl
A66 -CH=CH, fitl COOMe Et Me 668115
A67 -CH=CH, fitl COOMe Et CHO 654115
A68 Et Me H H,C=CH Me 657173
A69 Et OH H Et Me 65617
A70 Et Me H Et Me 656176
A71 -CH=CH, Me H Et Me 666176

Et

COOMe

MeOOC

MeOOC

MeOOC Q

642176

R

m

\

HN\’(\/
¢}

o]

id. R Amax/nm
A74 -CH(CH;)CH,0(CH2)sCH; 660115
A75 -CH3(CH3)5CHs 660115
A76 -CH=CH, 668115
A77 CHO 694115
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Taula 7.10: Estructures moleculars dels derivats de purpurines inclosos en la quimioteca virtual global (1a part).

R1 R8

id. R1 R2 R3 R4
A78 -CH=CH, Me -C(=0)NH(CH,)sCHj -(CH2)5CH3
A79 -CH=CH, Me -COOMe -(CHa)5CH3z
A80 Et Me COOMe -(CH»)5CH3
A81 Et Me COOMe 3,5-bis(trifluorometil)bencil
A82 Et Me COOMe -(CH»)5CH3z
A83 -CH=CHj, Me COOMe -
A84 Et Me COOMe 3,5-bis(trifluorometil)bencil
A85 -CH=CH, Me COOH -
A86 -CH=CH, Me COOMe -(CHb),CHjz
A87 -CH=CH, Me COOMe -(CH2)5CH3
A88  -CH,(CH3)O(CH2);CH3; Me COOMe -(CHa)5CH3z
A89 -C(=0)CHj3 Me COOMe -CH,C=CHjs

id. R5 R6 R7 R8 X Y  Amas/nm
A78 - Me Et Me N O 70572
A79 - Me Et Me N O 69072
A80 - Me -CH=CH, Me N O 690!
A81 - Me -CH=CH, Me N O 69317
A82 - Me Et Me N O 694173
A83 -(CH,)sCH; Me Et Me O N 696!72
A84 - Me Et Me N O 6967
A85 - Me Et Me O O 698!15
A86 - Me Et Me N O 70572
A87 - CHO Et Me N O 7177
A88 - CHO Et Me N O 69972
A89 - Me Et Me N O 8267
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Taula 7.11: Estructures moleculars dels derivats de purpurines inclosos en la quimioteca virtual global (2a part).

X R Amax/nMm
N CgHi3 801173

A92
702115
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Taula 7.12: Estructures moleculars dels derivats de porfirines inclosos en la quimioteca virtual global

ld R1 R4 lmax/nm
A93 H H 650175
A94 H H H (p-HOOCOOCNH)Ph 645177
A95  (p-HOOCOOCNH)Ph H H (p-HOOCOOCNH)Ph 648177
A96  (p-HOOCOOCNH)Ph  (p-HOOCOOCNH)Ph H (p-HOOCOOCNH)Ph 647177
A97  (p-HOOCOOCNH)Ph  (p-HOOCOOCNH)Ph  (p-HOOCOOCNH)Ph  (p-HOOCOOCNH)Ph 648177
A98 H H H PPEG 645177
A99 PPEG H H PPEG 648177
A100 PPEG PPEG H PPEG 649177
Al101 PPEG PPEG PPEG PPEG 650177
A102 (0-Cl)Ph (o-ChPh (o-Cl)Ph (0-Cl)Ph 655175

cl Cl ClL cl
A103 660175
o o g ¢
Al104 655175
F F F F
Al105 naftalen-1-il naftalen-1-il naftalen-1-il naftalen-1-il 652175
Al106 fenantren-9-il fenantren-9-il fenantren-9-il fenantren-9-il 656175
A107 (p-'Bu)Ph (p-!Bu)Ph (p-'Bu)Ph (p-'Bu)Ph 647178

. NH NH
PPEG: .~ Y\"/ \(CHZCHzD)s/\CODH
) 0
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TETRAPIRROLICS

Taula 7.13: Estructures moleculars dels derivats de tioporfirines inclosos en la quimioteca virtual global.

R2

ld R] Rz R3 R4 Ama}c/nnl
Al108 OCH,COOH H H H 696179
Al109 OCH,COOH OCH,COOH H H 699179
Al110 OCH,COOH OCH,COOH OCH;COOH H 700179
All1l OCH,COOH OCH,COOH OCH,COOH OCH,COOH 701!
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Taula 7.14: Estructures moleculars dels derivats porficenics inclosos en la quimioteca virtual global. S’indica sota el niimero

de compost el valor de Ay qx

R1

R2

\ R5
R3 R4
id. R1 Rz R3 R4 R5 Amax/nm
Al112 Me Me Me Me H 631132
Al13 Pr Pr CH,CH,0Me CH,CH,0OMe H 633167
All4 CH,CH,0H CH,CH,0H Pr Pr H 633167
All5 Ph Ph Ph Ph NH, 763178
Al16  (pMeO)Ph  (p-MeO)Ph  (p-MeO)Ph  (p-MeO)Ph H 66017
Al117  (p-'PrO)Ph (p-'PrO)Ph (p-'PrO)Ph (p-'PrO)Ph H 661180
All8 Pr Pr Pr Pr NO, 635178
Al119 CH,CH,OMe CH,CH,0Me CH,CH,Br CH,CH,0Me H 635167
Al120 CH,CH,OMe CH,CH,0OMe CH,CH,OMe CH,CH,OMe H 638166
A121 CHgCHgoMe CH2CH20M€ CHgCHgOMe CHQCHgOMe -OCOC17H35 646166
A122 CHZCHZOME CH2CH20Me CHchZOMe CHZCHZOMe -NHCO(CH2)3COOH 645166
COOH
OMe Bu Bu
COOMe
Ph. Ph O O | N\ N\ O
\ NH, N \N
[
H,
/N N /
Ph Ph -~ 7 TO
MeO Bu Bu
Al123 Al124 A125
690181 636166 760131

El conjunt de 131 FS tetrapirrolics, per als quals es disposa de dades bibliografiques de I'espec-
tre d’absorcio, és dividit en un conjunt d’entrenament (format pel 60% del total, 80 FS) i un conjunt
de validaci6 externa (51 FS). Aprofitant el coneixement generat en ’anterior model de derivats porfi-
cenics, per a la definici6 dels parametres d’entrenament s’utilitza una xarxa de topologia 9-6-1 fully

connected amb els mateixos descriptors, un learning rate de n =1-1075 i una validaci6 interna LOO.

Després de realitzar diferents proves avaluant I'efecte causat per la modificacié dels parametres
constituents de la xarxa, s’obté un model apte per a la correlacié de les dades experimentals, tant de
les emprades en I'entrenament com en la validacié. La mitjana de I'error comés en les prediccions

realitzades sobre els FS de validaci6 externa és inferior als 30 nm, figura 7.10.
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Figura 7.10: Resultats obtinguts en la prediccio de Am.. amb el model generalitzat per a FS tetrapirrolics (ANNABS2).
[e Conjunt d’'entrenament, » Conjunt de validacio]

Tot i aixi, certs FS del conjunt de validaci6 (A90, A101 i A125); representats com a quadrats en la
figura 7.10) mostren un error superior al llindar marcat pel TD-DFT (70 nm; apartat 7.2.1, pag. 152). El
mal ajust de cadascun d’aquests compostos pot justificar-se a través de caracteristiques estructurals

diferencials:

¢ La purpurina A90, a més de presentar un anell benzenic fusionat a I'’enllac entre les posici-
ons 17 i 18, presenta un substituent benzilic derivatitzat amb sis atoms de fluor. No hi ha cap

estructura fluorada en el conjunt d’entrenament.

 El derivat porfirinic A101 conté grups fenil para-substituits en les posicions meso. Les cadenes
laterals de polietilenglicol dificulten I'optimitzaci6 de la geometria molecular a causa de la seva
extensio i de la seva capacitat d'interaccionar amb el nitrogen de I'enlla¢ aminic que els manté

units als grups fenil.

» El derivat A125 és I'tinic tetraaza porfice present en la quimioteca, aixi doncs no sorprén que

les seves caracteristiques estructurals no es trobin recollides pel model de predicci6.

Limitacions dels models de predicci6 ANNABS1 i ANNABS2

La consideracié i comparacié no només d’aquells FS amb un error de prediccié superior al llindar,
sind també d’aquells acceptats perdo amb major error, permet detectar les caracteristiques que esde-

venen limitacions d’ambdés models:

* Mida molecular: Els descriptors u, Euomo 1 ELumo Necessaris es calculen mitjangant el progra-
mari MOPAC'® integrat en MOE,8! que té una limitacié de 60 atoms pesants.?! Les molecules
A38, A56, A66, A67, A74, A75, A76, A77, A90, A92, A95-A101, A105, A106, A107, A110, All11,
A125 superen aquest limit.

Aquesta limitaci6 s’ha evitat utilitzant el programari Gaussian09'#2 per al calcul PM3 que duu

als descriptors, prenent la precaucié d’expressar els valors de 'energia en eV.
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* Derivats halogenats: El métode ZINDO utilitzat com a descriptor es calcula amb el programari
Gaussian09,'82 el qual disposa només dels parametres de calcul per derivats halogenats amb

fluor.

Per als derivats clorats A53, A54, A57, A58, A102, A103 s'utilitza el programari HyperChem7183

per al calcul d’aquest descriptor.

No es disposa en cap cas dels parametres necessaris per a ’atom de brom. La predicci6 de la

molecula A119 s’ha realitzat canviant el Br per Cl, obtenint un resultat aproximat.

* Dependéncia de la geometria inicial: Algunes de les molecules (com A8, A66, A111) presenten
més de 15 enllacos rotables. La necessitat de descriptors que utilitzen la geometria molecular
en els models ANNABS, fa que calgui prendre especial atencié a '’hora de definir la geometria

inicial d’aquells FS amb un elevat joc conformacional.

Quan la mobilitat molecular no és extremadament important, I'optimitzacié de la geometria
previa al calcul de descriptors ha demostrat ser suficient per garantir I'aplicabilitat del model.
Lestudi conformacional d'una molécula de TPPo (A36) mitjancant el programari MOE2010.10%6
i emprant el metode de cerca LowModeMD'* (en el qual la generacié de nous conformers es
realitza a partir de dinamiques moleculars d’1 ps a temperatura constant, seguit d'una mini-
mitzacié d’energia) duu a 16 conformacions, cadascuna d’elles possibles resultats de I'optimit-
zaci6 previa. Tanmateix, la diferéncia entre els resultats obtinguts després d’aplicar els models
ANNABSI1 i ANNABS2 per cadascuna d’aquestes conformacions no supera en cap cas els 5 nm.

Per altra banda, 'augment de la flexibilitat amb la incorporacié de substituents propils en les
posicions 2,7,12, i 17 del nucli porficenic (A20, A23) fa que el model pugui presentar diferencies
en la prediccio, en tot cas pero, dins del marge d’error experimental. Aquest fet es pot observar
gracies a la inclusi6 de diferents conformacions obtingudes en 'optimitzacié de A20 i A23 dins
del conjunt de validacié d’ANNABS], figura 7.6 pag. 164.

7.2.6 Refinament del model inicial

En cerques bibliografiques posteriors a la creaci6 dels dos models, es troben descrites noves families
de derivats porficenics.!8>-188 [’aplicaci6 dels models ANNABS1 i ANNABS2 sobre elles permet avalu-
ar la bondat de les prediccions de FS amb caracteristiques estructurals molt diferents a les definides

en els corresponents conjunts d’entrenament, figura 7.11.
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R1

R4

R2

R3

R

id. R RI R2 R3 R4 A,u/nm
A126 Et H H H H 6338
A127 Et Br H H H 6418
Al128 Et Br H Br H 6498
Al129 Et Br Br H Br 665
Al130 Et Br Br Br Br 68418

H H H H 659®

A131 @_/O_

Figura 7.11: Derivats porficenics avaluats en el refinament dels models ANNABS.

R1 R1

id. R1 R2  Ajax/nm
Al132 Et Me 289187
Al133 -CgH;3; Me 38187
Al34 H Ph 65318
Al135 H Bz 655188

ofke

R Amax/nm
Al139 Me 73317
Al140 Et 7417

id. R Amax/DNM
A136 Pr 713186
A137 iPr 718186
Al138 -C;H,, 714!8¢

id. R Amax/NM
Al41 Me 70687
Al42 Et 70787

Figura 7.12: Derivats porficenics avaluats en el refinament dels models ANNABS (cont.).
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La comparaci6 dels valors experimentals amb els resultats de A,,, predits es mostren a la figura
7.13.

a) b)
820 + 820 +
[ ]
780 + 780 +
g : g .
40 T ° X740 T
N ® N
< ° <
700 + Ad 700 +
[ J
[ ]
660 + 2 660 +
620 : : l } I 620 : I l } I
620 660 700 740 780 820 620 660 700 740 780 820
Aexper/NM Aexper/NmM

Figura 7.13: Representacio de les prediccions front als valors bibliografics de A« de les noves families de porficens pels mo-
dels ANNABSI (a) i ANNABS2 (b). [ Conjunt de dades amb prediccions acceptables, ¢ derivats bromats, e punts considerats
erronis]

No sorpren que, tractant-se de derivats porficenics, el model ANNABSI disposi d’'una capacitat
d’adaptaci6 lleugerament superior a ANNABS2, doncs ha estat creat a partir d’aquest tipus d’estruc-
tures. Tot i aixi, els compostos A134 i A135 presenten un error notable en ambdés models, probable-
ment perque son els tnics amb les posicions 9, 10, 19 i 20 substituides amb grups fenils o benzils. A
més, les estructures A141 i A142 (amb quatre substituents bicicles, representats en taronja a la figura

7.13,b) presenten unes caracteristiques estructurals que no poden ajustades amb ANNABS2.

La limitaci6 per derivats bromats comentada anteriorment es posa de manifest amb A127-A130,
que s’ajusten pitjor com més atoms de brom contenen, figura 7.13 (representats en color verd i pre-

dits, tal com s’ha comentat en I'apartat anterior, fent el canvi per atoms de clor).

7.3 Estudi de la tautomeria del 9ATPPo

Al laboratori de Fotoquimica del GEM s’observa un que I’espectre d’absorcié UV/Vis del 9-amino-
2,7,12,17-tetrafenilporfice (9ATPPo) presentava un perfil realment complex, atribuible a la preséncia

de dues espécies quimicament molt semblants,8! figura 7.14.

176



7.3. ESTUDI DE LA TAUTOMERIA DEL 9ATPPO

1.5 — TPPo
— 9-AcOTPPo

— 9-ATPPo
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longitud d'ona /nm

Figura 7.14: Comparacié dels espectres d'absorcié del TPPo, 9AcOTPPo i 9ATPPo.%

Aquest comportament, també descrit en la bibliografia pel 9-acetoxi-2,7,12,17-tetrafenilporfice, 9!
pot ser degut a la preséncia de diferents tautomers del mateix porfice. Per establir un mecanisme
plausible que permetés explicar aquest comportament s’avalua I'energia de I'estat fonamental i del
primer estat excitat dels diferents tautomers del 9ATPPo. La tautomeria N-H de porficens es troba

descrita bibliograficament,'92 193  ha permes identificar els tautomers trans com els més estables.

7.3.1 Validaci6 del metode de calcul per aI’estudi de la tautomeria del Po

Tal com s’ha comentat, la metodologia DFT considerada en aquest treball com a estandard, fou va-
lidada mitjancant resultats bibliografics de diferents FS(seccié 7.1). En ells, com en el cas concret
del Po mostrat en la secci6 7.2.1, 'estudi se sol basar i restringir al tautomer trans. Aprofitant, pero,
que es disposa d’informacié bibliografica d'un dels tautomers cis del porfice (figura 7.15), s’avalua la

idoneitat d’utilitzar 1a metodologia de calcul anterior en 'estudi de la tautomeria del 9ATPPo.

trans CisA cisB

Figura 7.15: Estructura molecular dels tres possibles tautomers del porfice.

Loptimitzacié de la geometria en estat fonamental dels tres tautdomers del porfice, es realitza
mitjancant el métode DFT a nivell B3LYP/6-31G*. A continuaci6 es realitza I’analisi de freqiiencies
garantir I'assoliment d'un minim en la superficie d’energia potencial i obtenir aixi la correcci6é de
I'energia en el punt zero (Zero Point Energy, ZPE). El calcul de I'energia dels estats excitats es realitza
amb un metode TD-DFT B3LYP/6-31G*, amb el programari Gaussian03.143 Els resultats es recullen a
la taula 7.15.
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Taula 7.15: Resultats obtinguts en el calcul de l'energia de l'estat fonamental del porficé en Hartrees, E(SCF), juntament amb
la seva absorcié associada.

Tautomer E(SCF)/H A,,,./nm

trans -989.552 555.47
cisA -989.547 553.74
cisB -989.504 579.16

Per tal de poder realitzar una analisi significativa d’aquests resultats, es realitza la comparaci6
energetica entre especies prenent l'energia de |’estat fonamental del tautomer trans com a referen-
cia. Els resultats obtinguts, expressats en eV, es mostren a la taula 7.16. Tal com s’hi pot observar,
existeix una notable discrepancia entre els resultats calculats i els bibliografics pel tautomer cisB. Per
aquest motiu, es repeteixen els calculs corresponents a aquest tautomer prenent com a base una ge-
ometria inicial altament distorsionada (intentant fer-la el més semblant possible a la descrita en la
bibliografia). Aquest nou resultat continua coincidint amb la geometria obtinguda inicialment i no
amb la proposada per Gil et al.,'9! figura 7.16.

Taula 7.16: Comparacio de les energies dels estats S° i S' entre els tautomers trans i cisB del porfice. Els valors de l'energia es
calculen prenent l'energia de l'estat fonamental del tautomer trans com a referéncia.

Tautdomer GEM/eV Giletal'®' /eV Wanetal!5 /eV  Experimental/eV

trans S° 0 0 0 0
trans S! 2.23 2.24 2.26 2.06
cisB S° 1.26 2.79

cisB S! 3.42 3.03

Figura 7.16: Representacié de la geometria distorsionada del tautomer cisB abans i després de la seva optimitzacié (en ver-
mell), comparant-la amb la geometria optimitzada mitjan¢ant DFT (en verd).

Considerant que la discrepancia amb els resultats bibliografics pot ser deguda a I’assoliment d'un
minim local en la superficie d’energia potencial, es realitza I'optimitzaci6 de la geometria de I'estat
fonamental mitjancant el metode post-HF MP2, que correspon al métode emprat en la bibliografia.
La taula 7.17 mostra la diferencia energetica obtinguda en ambdds tipus de calculs (DFT B3LYP i HF
MP2), després de realitzar sobre cadascun d’ells una avaluaci6 de I'energia (single point) per tal de
poder obtenir energies comparables.
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Taula 7.17: Resultats comparatius dels metodes HF MP2 i DFT B3LYP per a la determinacié de l'energia de 'estat fonamental
del porfice.

Tautdomer MP2\H DFT B3LYP \H

trans -983.23 -989.55
cisA -983.23 -989.55
cisB -983.19 -989.50

Tot i que I'optimitzacié de la geometria amb el metode MP2 permet reduir considerablement el
temps de calcul, els resultats obtinguts no poden ser directament utilitzats per les segiients etapes de
calcul (calcul de freqiiencies i TD-DFT), fent necessari el pas addicional corresponent al single point.

La comparaci6 dels resultats obtinguts pel tautomer cisB es mostra a la taula 7.18, en la qual es
mostra I'energia dels seus estats S° i S, prenent com a referéncia 1'energia de 'estat fonamental del
tautdmer trans. Cal destacar que I's de HF MP2 permet reduir encara més I'energia de 1'estat SO,
allunyant-se del resultat bibliografic.

Taula 7.18: Comparacié6 dels resultats computacionals obtinguts en lestudi del tautomer cisB del porfice.

Estatde cisB Giletal./eV DFT B3LYP/eV HF MP2/eV

So 2.79 1.28 0.98
M 3.03 3.42 3.12

7.3.2 Elssis tautomers del 9ATPPo

L'asimetria introduida pel grup amino fa que el nombre de tautomers possibles en el 9ATPPo sigui el
doble que en el cas del porfice. Tal i com es pot veure en la figura 7.17 cap d’ells és equivalent i aix0 fa
que s’hagin d’estudiar tots computacionalment.!90

Ph Ph Ph Ph Ph Ph
NH, \ NH, \ NH,
Ph Ph Ph’ . Ph Ph . Ph
transl CisAl cisB1
Ph Ph Ph, Ph Ph
NH, \ NH, NH,
Ph Ph Ph . Ph Ph . Ph
trans2 CisA2 cisB2

Figura 7.17: Representacié molecular dels sis tautomers del 9ATPPo.

Amb la finalitat d’establir la identitat de cadascuna de les espécies que absorbeixen, s’estima I'e-
nergia dels estats fonamentals dels sis tautomers a partir de 'optimitzacié de la seva geometria mit-
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jancant el meétode DFT B3LYP/6-31G(d). Tal com s’ha comentat anteriorment, els resultats obtinguts
amb aquesta metodologia es troben d’acord amb els resultats descrits'®® pels tautomers trans i cisA,
encara que I'energia i la geometria dels tautdomers cisB necessitarien estudis més acurats. Ara bé, tot
i que les energies predites per l'estat fonamental de cisBI i cisB2 estan sotmeses a un major error,
aquestes sén prou elevades com per que els dos tautomers no es considerin termodinamicament
rellevants per 'estudi d’estats fonamentals.

Loptimitzacié de la geometria es complementa amb I'estimacié del ZPE mitjancant un calcul de
freqliencies mantenint el mateix nivell de calcul (B3LYP/6-31G*) que serveix per corregir el valor de
I'energia d’Sp i garantir 'obtencié d'un minim. Tal com s’ha descrit pel Po, 'estudi dels estats excitats
es realitza per mitja d’'un TD-DFT B3LYP/6-31G*. Els resultats d’aquests tres calculs, per cadascun
dels sis tautomers, es mostren a la taula 7.19.

Taula 7.19: Resultats computacionals per a l'energia de l'estat fonamental dels sis tautomers del 9ATPPo i el valor del maxim
d’absorcié6 predit amb TD-DFT.

Tautomer E(SCF)/H A, /nm

transl -1969.131 669.42

cisAl -1969.127 616.89
CisA2 -1969.126 676.11
cisB1 -1969.081 659.17
cisB2 -1969.085 663.49

trans2 -1969.130 628.16

Els resultats computacionals mostren que el transi és el tautomer de menor energia en estat fo-
namental. Aixi doncs, si es pren aquest compost com a referéncia, a partir del qual es calculal’energia
dels estats S° i S, s’obtenen els resultats de la taula 7.20, els quals també es representen en la figura
7.18.

Taula 7.20: Diferencia energetica entre els sis tautomers del 9ATPPo, prenent l'energia de l'estat fonamental de transl de
referencia.

Tautomer Sy/kJ-mol~' S,/kJ-mol™!

transl 0 196.49
cisAl 7.83 221.04
cisA2 10.30 204.85
cisB1 124.19 341.73
cisB2 131.09 329.33
trans2 0.91 210.30
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400

350 1 341.7
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300 -
250 -
221.0

204.8 —— 2103

170.8

AE [KJ/mol]

150 r 1422

1311

100

50

7.8 103 0.9

transl cisAl CisA2 cisB1 cisB2 trans2

Figura 7.18: Diagrama energetic entre els diferents tautomers del 9ATPPo, prenent l'energia de S, de transl com a referencia.
Els resultats experimentals pels dos tautomers trans es mostra en gris.

Taula 7.21: Energia d’excitacié (eV i nm), for¢a de l'oscil-lador i configuracions de les transicions Sy «— Sy i So — Sy per a
cadascun dels tautomers del 9ATPPo, en comparacié amb el Po i TPPo.

Tautomer Transici6  E/eV(nm) f Configuraci6

cisAl S 2.01 (616.9) 0.379  63.05%(0-0) + 10.09%(1-1) + 8.72%(1-0)
S, 2.18(569.9) 0.2517 63.72%(1-0) + 16.05%(0-1) + 5.92%(0-0)

CisAZ Si 1.83 (676.1) 0.2935  66.76%(0-0) + 8.86%(1-1) + 4.43%(1-0)
S, 2.19 (566.4) 0.2861 63.65%(1-0) + 20.33%(0-1) + 3.08%(0-0)

cisBI S 1.88 (659.2) 0.3129  69.19%(0-0) + 10.14%(1-1) + 2.24%(2-0)
S, 2.15(576.7) 0.1368 66.26%(1-0) + 13.64%(0-1) + 6.39%(2-0)

cisB2 S 1.87 (663.5) 0.2515  70.45%(0-0) + 10.38%(1-1) + 2.17%(2-0)
S, 2.18 (568.6) 0.126  68.64%(1-0) + 19.16%(0-1) + 2.94%(3-0)

transl N 1.85(669.4) 0.3088 68.85%(0-0) + 10.39%(1-1) + 2.84%(1-0)
S, 2.24 (553.4) 0.3313 65.84%(1-0) + 19.64%(0-1)

trans? S 1.97 (628.2) 0.4383 67.01%(0-0) + 10.82%(1-1)
S, 2.15(577.5) 0.1714 71.13%(1-0) + 19.15%(0-1)

TPPo S 2.13(582.7) 0.2191 68.41%(1-0) + 14.98%(0-1) + 4.93%(0-0)
S, 2.25(549.9) 0.4017 64.09%(0-0) + 18.99%(1-1) + 4.22%(1-0)

Po S 2.23(555.5) 0.1265 64.67%(1-0) +21.01%(0-1) + 4.21%(0-0)
S, 2.36 (625.7)  0.1986 62.01%(0-0) + 19.91%(1-1) + 3.68%(1-0)

De forma global, el conjunt dels tautomers trans presenten una energia calculada suficientment
baixa com per ésser considerats les iniques especies existents en solucié a temperatura ambient. Les
prediccions computacionals es veuen corroborades pels resultats experimentals obtinguts al GEM,
en els quals no s’'observa un canvi remarcable de I'espectre d’absorcié del 9ATPPo amb la temperatu-
ra, posant de manifest que transl i trans2 presenten en el seu estat fonamental, una energia semblant.
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Juntament amb les energies de les transicions S; < Sy obtingudes per TD-DFT, el conjunt dels resul-
tats computacionals sobre transl i trans2 (taula 7.21), serveixen per realitzar una assignacié6 de les

bandes de observades en I'espectre de fluorescencia.

Energia i geometria dels tautomers Finalment, s'estudia quina millora suposaria, sobre el resultat
de la predicci6é del maxim d’absorci6, la incorporacié de funcions difoses dins les bases emprades
en la definicié del calcul TD-DFT. Concretament, s’ha avaluat I'is de TD-DFT B3LYP/6-31+G* per la
descripcié de les transicions S; < Sy dels dos tautomers trans (taula 7.22). La lleugera millora en la

precisio6 del calcul no justifica I'increment, en un factor de set, del temps de calcul.

Taula 7.22: Aplicacio de funcions difoses dins les bases del metode de calcul TD-DFT per una millor descripcié de l'energia de
Uestat excitat.

Tautomer 6-31G*/nm  6-31+G*/nm  Experimental/nm

transl 669.42 674.31 770
trans2 628.16 635.70 693-697

Orbitals Naturals Els orbitals Homo0-1, HOMO, LUMO i LumMO+1 dels sis tautomers del 9ATPPo ob-
tinguts del calcul TD-DFT resulten semblants a aquells trobats pel Po (figura 7.2, pag. 153), fet que
col-labora a la validaci6é del metode de calcul. Com es pot observar en la figura 7.19, aquests orbitals

coincideixen també amb els quatre orbitals de Gouterman definits per als porficens.

El model de Gouterman permet analitzar de forma qualitativa I’espectre d’absorci6é de porfiri-
nes, definint cadascuna de les bandes Q a partir de 'estudi d'uns orbitals HOM0-1, HOMO, LUMO i
LUMO+1!%* deduits per combinaci6 entre el métode OM-CLOA (métode de Hiickel) i una simplifica-
ci6 del tractament CL.'%* Tot i aixi, s’ha comprovat que la seva descripci6 continua sent valida per a la
descripci6 d’altres derivats tetrapirrolics, com els porficens.!>3
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trans-1 trans-2

LUMO+1

-1.32eV -1.37eV
LUMO

-2.72eV -2.69 eV
HOMO

-4.73 eV -4.71 eV
HOMO-1

-5.14 eV -5.19eV

Figura 7.19: Representacio dels orbitals naturals calculats pels tautomers trans del 9ATPPo.

Els resultats corresponents a I’estudi dels tautdomers del 9ATPPo han estat publicats,'%° veure an-
nex IV
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7.3.3 Aplicaci6 del model ANNABS

El model QSPR desenvolupat anteriorment (apartat 7.2, pag.150)de predicci6 de I'energia de la tran-
sicié S; — Sy, s’aplica per a cadascun dels tautomers del 9ATPPo. S’aplica el model ANNABSI1 de
predicci6 per a derivats porficenics i es compara el valor obtingut tant amb els calculs TD-DFT com

amb els valors experimentals disponibles pels dos tautomers trans.

350 659.2 nm
— 663.5 nm
758.6 nm —
cseccsscsne 762.2 nm
300 | csecssccses
250
616.9 nm
676.1 nm 628.2 nm
200 | 669.4 nm 705.7 nm FTTTTTTTTTT 666.8NM ceessescsese
741.9 nm ceccccsccne 684.4 nm 690 nm T == ===
2 763 nm
< 150 |
2 -
= —
<
100 |
50 -
0 T " T T T T T T T T ' y
transl cisAl cisA2 cisB1 cisB2 trans2

=s=zms ANNABS1
TDDFT
- eXpEr.

Figura 7.20: Comparacio dels resultats obtinguts amb TD-DFT i el model ANNABSI en la prediccio de l'energia dels estats
excitats S, de cadascun dels tautomers del 9ATPPo. La diferéncia energeética corresponent a l'eix d'ordenades es calcula pre-
nent lestat fonamental de transl com a referencia. En cada estat excitat es mostra també la longitud d’'ona predita per a la
transicio S; — S.

Es pot observar que el meétode de calcul basat en ANN és capac de diferenciar entre tautomers,
permetent obtenir una bona prediccié per aquells dels quals es disposa de valor experimental, tau-
1a7.20.

7.4 Determinacio del logP de FS in silico

La hidrofobicitat, expressada com el coeficient de particié octanol/aigua (logP), es considera nor-
malment com un parametre clau a I'’hora d’establir models QSAR de prediccié de I'activitat de dife-
rents families de FS172:195-200 j en I'estudi dels processos de transport intra i extracel-lulars, fet que

condiciona també la seva localitzaci6 subcel-lular (veure capitol 8).
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7.4.1 Metodes de calcul del logP

El valor de logP es pot estimar computacionalment mitjancant diferents metodologies. Es poden

agrupar en diferents conjunts d’acord amb el nivell de teoria emprat:201,202

» Metodes constructivistes: Meétodes proposats per Fujita et al?%® I’any 1964, on el calcul del
logP es basa en el valor experimental d'una molécula emprada com a patré (scaffold), la qual
és successivament substituida fins a obtenir la molecula desitjada. Cada canvi estructural té

associat un factor de correccié que afecta a tot el sistema molecular.

» Metodes de contribuci6 atdmica: Proposats inicialment per Broto et al. (1984)2%* i posteri-
orment per Ghose i Crippen,!”! consideren que cada atom present en el sistema molecular
contribueix de forma additiva en el calcul del logP molecular. Aquest esquema fa que aquests
metodes siguin altament dependents de la parametritzaci6 realitzada sobre cadascun dels di-
ferents atoms. Alguns exemples d’algorismes de calcul que empren aquesta aproximacio sén
els valors dels descriptors SlogP i logP(o/w) del programari MOE2007.09,% la definicié AClogP
realitzada per Actelion i I’algorisme ALOGP.2%°

e Meétodes basats en fragments: De forma analoga a aquells basats en contribucié atomica,
aquests metodes, desenvolupants inicialment al 1973 de la ma de Rekker et al., segmenten les
molecules en els seus fragments constitutius. Cada fragment té associat un valor que esdevé la
seva contribuci6 sobre el logP molecular (anomenat fragmental constant, el qual s’obté de for-
ma estadistica) i un factor de correccié. Sota aquest plantejament es defineixen els algorismes
COSMOFrag?%6 i miLOGP (desenvolupat per Molinspiration Chemoinformatics).

e Meétodes quantics: Permeten avaluar propietats directament relacionades amb el calcul del
logP (com ara I'energia lliure de solvataci6 en diferents solvents) i relacionar-les amb la geome-

tria i ’estructura electronica de la molecula.

¢ Metodes mixtes: Altres metodes utilitzen combinacions de diferents descriptors moleculars
per a la predicci6 del valor del logP molecular.?%” Pertanyen a aquest conjunt els algorismes
MLOGP, ALOGPs,?% XL,OGP2 i XLOGP3.2%? Finalment, existeixen altres algorismes com per
exemple el KowWin, que es basen en la combinaci6 de dos o més metodes dels exposats ante-

riorment.

Lexisténcia d'un ventall tant ampli de métodes per a la prediccié del logP, posa en evidéncia la
dificultat de definir correctament el logP d’'una determinada molécula. La discussié sobre quin és
el millor meétode de predicci6é continua, de fet, essent un tema de discussié actualment. Aquesta
discrepancia es veu accentuada en molécules altament hidrofobiques, som és el cas dels FS, ja que
normalment els métodes de predicci6 estan validats per molécules petites, amb un caracter lipofil
relativament baix i que presenten una alta semblanca molecular entre si.?10

Davant d’aquesta situacid, es desitja comparar les metodologies disponibles per 'estudi del logP
de moleécules altament hidrofobiques, fent referencia principalment als FS. S’avalua I'is d'un total

de dotze algorismes de calcul, escollits segons la seva disponibilitat, representatius de tots els tipus
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de métodes comentats anteriorment i pr als quals es disposa d’informacié bibliografica referent a la

seva comparacio i aplicabilitat.207211,212

La validacié6 dels resultats computacionals es realitza dins del context dels metodes QSRR (Quan-
titative Structure-Retention Relationship. Aquests metodes, de forma analoga als metodes QSAR o
QSPR, pretenen obtenir un model de prediccié que permeti relacionar 'estructura quimica dels mem-
bres d’'un conjunt d’entrenament amb el seu temps de retenci6 cromatografic. Linteres dels metodes
QSRR apareix en el moment que es demostra que el valor del logP molecular es troba correlacio-
nat linealment amb el temps de retencié cromatografic i amb el factor de capacitat (k’) associat en
HPLC.173209 Gracies a la col-laboraci6é amb altres investigadors del GEM, es disposa d’'un conjunt de
mesures experimentals del logP d'una série de porfirines i porficens, que poden ser emprades per
establir el model QSRR.213

7.4.2 Labase de dades

Les dades experimentals s'obtenen seguint el protocol de 'OECD.2!* Aquestes directrius estableixen
les condicions experimentals necessaries pel calcul del valor del logP a partir de mesures cromatogra-
fiques d’HPLC. Segons aquest protocol, la validaci6 del metode experimental es realitza emprant un
conjunt de cinc molecules de baix pes molecular (difenileter, DDT, fenantre, bifenil i benzofenona,
figura 7.21). Amb elles, s’obté la recta de calibratge sobre la qual s’extrapolen les mesures d'HPLC per

obtenir el logP dels porficens d’interes.

OO OO0 OO

Benzofenona Bifenil Difenileter
L1 L2 L3
cl
SORNOASE
Fenantre DDT
L4 L5

Figura 7.21: Compostos emprats com a referencia per establir la recta OECD de calibratge.

Malauradament, el marge d’aplicabilitat de la recta OECD es veu limitat pel valor del logP dels
compostos de referencia, fixant-lo a valors de logP compresos entre 3 i 6.5 (figura 7.22). Com es pot
entreveure, aquests valors es troben molt lluny del logP que poden presentar els sistemes porficénics
en estudi (figures 7.23, 7.24 i 7.25). Per aquest motiu cal estudiar la viabilitat d’extrapolar aquesta

recta de calibratge a valors de logP superiors,29%215 per tal de fer-la valida per porfirines i porficens.
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logP

log(k’)

Figura 7.22: Recta OECD de regressié obtinguda experimentalment per les cinc molecules de referéncia L1-L5 (R? =0.94).

Amb aquesta finalitat es construeix una quimioteca formada per 14 derivats porfirinics i por-
ficenics dels quals s’han establert els parametres cromatografics segons les directrius OECD. Inde-
pendentment de la recta de calibratge obtinguda per molecules petites, s’avalua la correlaci6 entre
el valor experimental de log k’ i el valor de logP calculat segons els diferents métodes considerats,
mitjancant el programari StatGraphics.?!6 Per tal de poder realitzar una validacié del metode, es di-
videix la quimioteca inicial en un conjunt d’entrenament (L6-L13, figures 7.23 1 7.24) i un conjunt de
validaci6 externa (L14-L19, figura 7.25). Tots aquests compostos foren escollits segons la seva dispo-
nibilitat.

OH

OH

COOH COOH
L6

Figura 7.23: Estructures moleculars dels sistemes porficenics i porfirinics considerats en lUestudi del logP com a conjunt d’en-
trenament (1a part).
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L10

L12

Figura 7.24: Estructures moleculars dels sistemes porficenics i porfirinics considerats en l'estudi del logP com a conjunt d’en-
trenament (2a part).
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Figura 7.25: Estructures moleculars dels derivats porficenics considerats en l'estudi del logP com a conjunt de validaci.

7.4.3 Estudi computacional

Calcul del logP

Es calcula el valor del coeficient de particié octanol/aigua (logP) tant dels compostos de referéncia
com pels fotosensibilitzadors segons dotze metodologies computacionals diferents, emprant els pro-
gramaris MOE2007.09% (pels descriptors SlogP i logP(0o/w)), ADMEWORKS i ALOGPs 2.1217:218 (pel
calcul dels valors MLOGP, AClogP, ABlogP, COSMOFrag, miLOGP, KowWin, XLOGP2, XLOGP3, ALOGP
i ALOGPs).

Els resultats de la taula 7.23 corresponen a les prediccions computacionals realitzades sobre els
compostos de referéncia, juntament amb el valor del logP experimental. Es pot observar que la major
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part dels metodes de predicci6 correlacionen linealment amb el valor de logP experimental (segons el
coeficient de correlacié R?), fet que els consolida per al seu ts. S’inclou també el valor del coeficient

de correlaci6 d’'Spearman (p) per avaluar el manteniment de 'ordenacio relativa entre les dades.

Taula 7.23: Prediccié del logP dels compostos emprats per establir la recta OECD.

OECD
Ll L2 13 L4 15| %= p
logPex,,e, 32 40 42 45 6.5
AB/LogP 29 39 34 45 66 | 095 09
AC LogP 33 37 34 39 69 (092 09
ALOGP 32 34 34 34 63| 087 0.7
ALOGPs 30 40 37 44 63097 09
COSMOFrag 29 38 39 35 6.1 094 0.7
KowWin 32 38 41 44 68 099 1.0
logP(o/w) 34 39 35 44 65 |093 09
miLogP 3.4 37 3.7 3.6 6.7 0.89 0.6
MLOGP 36 39 34 42 62 | 088 0.7
SlogP 29 34 35 34 65093 09
XLOGP2 36 39 35 43 6.7 | 090 0.7
XLOGP3 34 40 42 39 69 (094 0.7

Els resultats obtinguts per als fotosensibilitzadors considerats es mostren en la taula 7.24. Cal
tenir en compte que els valors de logP d’aquests compostos es troben lluny del marge d’aplicabilitat
de la recta OECD. Com es pot observar, la preseéncia de carregues formals en L9 i L12, aixi com la
coordinacié amb metalls de transici6, poden esdevenir limitacions inherents d’alguns dels metodes

basats en fragments o en contribucié atomica, degut a les parametritzacions internes d’aquests.

Taula 7.24: Prediccié del logP dels derivats porfirinics i porficenics estudiats segons els diferents meétodes de calcul.

Conjunt d’entrenament Conjunt de validaci6
Meétode L6 L7 L8 L9 Lo L1 L12 1L13 | L14 Li15 L6 L17 1L18 L19
log K’ 0.14 047 140 032 136 064 1.19 125|095 121 133 139 151 124
AB/LogP 1.3 6.3 10.0 - 8.8 5.8 - 100 | 9.6 100 8.9 9.2 10.0 8.8
AC LogP 3.3 6.4 7.1 2.7 7.6 6.2 7.6 12.5 8.1 7.1 7.6 7.3 7.5 6.8
ALOGP 6.7 10.2 11.1 7.1 11.2 95 - 165 | 109 104 107 11.1 11.2 10.4
ALOGPs 2.7 6.8 7.8 6.8 8.0 5.5 4.6 10.1 7.9 7.3 7.3 7.5 8.2 7.6
COSMOFrag 4.3 8.5 12.4 - 11.6 8.8 - 145 | 120 11.1 11.1 114 114 148

KowWin 4.4 95 118 89 115 114 88 166 | 11.1 101 106 107 11.5 10.6
logP(o/w) 4.3 99 115 96 11.0 6.5 56 157 | 1.7 11.0 87 117 117 12.0

miLogP 5.5 9.1 9.7 6.5 9.6 8.6 7.0 102 | 9.5 9.5 9.2 9.6 9.6 9.6
MLOGP 1.3 3.3 3.9 2.2 5.3 3.1 - 7.6 5.1 4.8 4.0 5.3 5.3 3.5
SlogP 3.9 6.5 8.6 4.4 7.6 5.5 5.6 129 8.5 7.9 6.5 8.2 86 103

XLOGP2 0.9 7.8 9.1 4.3 9.5 3.5 7.1 144 | 9.6 9.0 6.7 9.7 9.5 8.3
XLOGP3 2.1 9.0 9.4 6.7 104 53 6.4 154 | 93 8.8 8.4 9.3 9.5 8.1
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Ajust lineal

Per tal d’identificar el millor métode de calcul per a la prediccié del logP de FS, es du a terme una
analisi estadistica que avalui la correlacié entre el valor de logP predit i el de log k’ experimental.
Aquest estudi es realitza en primer lloc sobre aquells FS per als quals es disposa del temps de retenci6
cromatografic experimental, corresponents al conjunt d’entrenament. Per analogia a les directrius
OECD, es considera que el metode de prediccié més adequat és aquell que permet ajustar millor les
dades experimentals a una recta.

L’analisi estadistica es realitza mitjangant el programari StatGraphics 5.1,216 avaluant la correlacié
de cadascun dels metodes de calcul amb les dades experimentals. La comparacié de tots els models
obtinguts permet identificar I'existéncia d'un possible punt erroni, corresponent al compost L13.

Aquests resultats es veuen confirmats experimentalment degut a un possible problema amb aquest
compost relacionat amb 'establiment d’interaccions amb la fase estacionaria de la columna croma-
tografica emprada. Per aquest motiu, el compost L13 se suprimeix del conjunt d’entrenament i es
realitza I'analisi estadistica de nou sense ell.

Els resultats obtinguts per a cada regressi6 lineal, amb el conjunt d’entrenament, es mostren re-
sumits a la taula 7.25, on s’especifica el metode de calcul, el coeficient de correlacié R? i el valor P
(calculat a partir del test de Fisher), mitjancant el qual hom pot avaluar si I’ajust és significatiu. Tam-
bé s’hi enumeren els FS considerats punts erronis pel metode estadistic de regressio i els valors de g?
(pag. 88)%19i p (només per als compostos que formen part del conjunt de validacio).

Taula 7.25: Resultats obtinguts en l'ajust lineal del valor de logP calculat i el valor de log k' experimental per cadascun

dels metodes de calcul estudiats sobre el conjunt d'entrenament, juntament amb els parametres estadistics q* i el coeficient
d’Spearman p per al conjunt de validacié externa.

Metode de prediccié p R? Q? Prest  Punts erronis
AB/LogP 0.020 0.87 092 -0.26 L9, L12
AC LogP 0.016 0.72 0.81 -0.43

ACD/logP 0.140 0.57 - - L12
Admeworks 0.041  0.60 - - L9
ALOGP 0.006 0.94 090 -0.09 L7,L12
ALOGPs 0.173 0.51 0.94 0.31 L6,L12
COSMOFrag 0.011 0.92 0.87 043 L9, L12
KowWin 0.006 0.99 0.87 0.66 L6,L11,L12
logP(o/w) 0.020 0.96 0.72  0.09 L6,L11,L12
miLOGP 0.013 0.90 0.85 -0.09 L7,L12
MLogP 0.015 0.81 0.64 -0.37 L12
SlogP 0.002 0.98 0.19 0.60 L7,L12
XLOGP2 0.002 0.677 0.72 -0.43
XLOGP3 0.035 0.710 0.87 -0.31 L7

Es pot observar com els metodes fragmentals, basats en I'estructura molecular, presenten una
dispersi6 de resultats considerable en funcié de la definici6 dels grups presents dins el sistema mole-
cular i els factors de correccié emprats. Molts d’ells requereixen de la consideracié d’'un o més punts
erronis per garantir 'ajust lineal de les dades. Per aquest motiu, encara que s’'obtenen uns valors de

correlacié molt elevats, es considera que els ajustos realitzats amb un major nombre de punts sén
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més significatius. Per altra banda, es penalitzen també aquells métodes que necessiten considerar

com erronis els punts associats a molécules sense cap dificultat associada, com poden ser L7 o L11.

En disposar només dels valors de log k’experimentals, els ajustos lineals es validen (amb els com-
postos L14-L19) comparant els valors de logP calculats computacionalment amb aquells predits a

través de I'ajust.

Segons aquest criteri, s'identifiquen els quatre millors models lineals per a la correlacié amb els
valors de log k’ experimentals: AC LogP, AB/LogP, COSMOFrag i MLogP (figura 7.26 i taula 7.26).

a) b)
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Q6 g 5
ER 2
4 4
: i
1 I 2 { ; ; I
2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
logk’
c) d)
6 —_—
5
0
N 4
< oy,
Q 80
= S 3
2 =
U 2
1 ——
I 0 ' i i I
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logk’ logk’

Figura 7.26: Representacio grafica dels ajustos lineals obtinguts a partir dels metodes AB/LogP(a), AC LogP(b), COSMO-
Frag(c) i MLogP(qd).
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Taula 7.26: Models lineals pels quatre millors ajustos obtinguts entre el logP i log k' a partir del conjunt d’entrenament.
Juntament amb el coeficient de correlacié obtingut, s'indica el nombre de molecules emprades (n)en U'establiment de l'ajust.

Metode n Model R?

AB/LogP 5 logP=5.61-logk’+193 0.873
AC LogP 7 logP=3.26-(logk’+1) 0.718
COSMOFrag 5 logP=5.42-logk’+4.74 0.915
MLogP 6 logP=2.30-logk’+1.54 0.806

Comparaci6 entre els models de prediccié del logP i la recta OECD

Malauradament no es disposa de valors experimentals del logP de derivats de porfirines o porficens
que permetin discutir els models lineals anteriors. Els valors del logP d’algunes porfirines trobats a
la bibliografia corresponen a sistemes idnics o substituits de tal manera que es disminueixi la seva
hidrofobicitat fins a valors de logP que cauen dins del marge d’aplicabilitat de la recta OECD.220-225
Per aquest motiu, no és possible validar |'extrapolaci6 realitzada pels models lineals obtinguts ante-

riorment amb valors experimentals de logP.

Tot i aixi, aquests models haurien de complir-se també dins del marge OECD, de manera que s’a-
valua la prediccié del logP de les molécules L1-L5 per a cadascun dels quatre models lineals. Hom
espera que el millor model permeti ajustar correctament tant les molecules del conjunt d’entrena-

ment com les de la referéncia OECD dins d’una funci6 continua, figura 7.27.

Tal i com es pot observar en la figura 7.27, el model proposat pel descriptor COSMOFrag permet
garantir una certa continuitat entre els marges d’aplicabilitat de la recta OECD de referenciai el con-
junt d’entrenament. Per aquest motiu es pren aquest metode de calcul com el definitiu per validar
els resultats del conjunt d’entrenament.
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Figura 7.27: Distribucié de les dades estudiades segons les quatre metodologies de calcul del logP proposades a partir del
model lineal: ABlogP (a), AClogP (b), COSMOFrag (c) i MLOGP (d). [e conjunt d’entrenament, » molécules de referencia
OECD]

Aplicaci6 del model lineal al conjunt de validaci6

Una vegada identificat el model COSMOFrag com el millor model lineal per a la descripcié de la
correlacié entre els parametres cromatografics i el valor del logP, s’estudia la seva aplicaci6 en sis

derivats porficénics d’interes en el grup de recerca (figura 7.25, pagina 189).

Per a cadascuna d’aquestes molecules es calcula el valor de logP segons el métode COSMOFrag.
A partir d’aquest valor, i aplicant el metode de regressi6 lineal anterior, es realitza una prediccié del

parametre logk’ i es compara amb el mesurat experimentalment, taula 7.27.
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Taula 7.27: Resultats obtinguts per a la prediccio del logP i del logk’ pel conjunt de validacié, juntament amb els valors
experimentals del logk’ obtinguts a partir de cromatografia HPLC.

Mol. COSMOFrag logk,,  logk;, .
L14 11.99 1.34 0.95
L15 11.07 1.17 1.21
L16 18.29 2.50 1.33
L17 11.39 1.23 1.39
L18 11.41 1.23 1.51
L19 14.79 1.86 1.24

La representaci6 grafica de totes les dades exposades fins aquest moment (figura 7.28), permet

observar una clara tendéncia a apartar-se de la linealitat a mesura que augmenta el temps de reten-

ci6 cromatografic. Fins i tot, la seva inspeccié visual preliminar, duu a pensar que les dades s’ajusten

a una funcié asimptotica (la figura 7.28 conté una linia de tendéencia sigmoidal, amb la intenci6 d’a-

clarir aquesta idea).

/
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logk’
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Figura 7.28: Representacio grafica dels valors de logP calculat mitjancant el metode COSMOFrag front el valor de logk’
derivat de les mesures experimentals, pel conjunt de referencia (»), el conjunt d’entrenament (o) i el conjunt de validacié (+). La
linia de tendéncia (-) pretén il-lustrar de forma orientativa el comportament no lineal del conjunt de les dades experimentals.

Davant d’aquesta possibilitat, es revisen de nou els métodes que foren descartats inicialment per

I'ajust lineal. Aquest cop, se’ls exigeix que mantinguin la continuitat entre els valors OECD ila resta de

punts, i puguin presentar un bon ajust de les dades experimentals, encara que aquest no sigui lineal.

D’aquesta manera, els metodes de calcul del logP que millor s’adapten a les noves condicions s6n el

COSMOFrag i KowWin, figura 7.29.
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Figura 7.29: Representaci6 grafica de les dades experimentals segons els métodes de calcul del logP COSMOFrag (a) i KowWin
(b) [ conjunt d’entrenament, » referencia OECD, » conjunt de validacié, — linia de tendenciay.

La superposici6 dels punts obtinguts a partir d’aquests dos meétodes, permet definir dues linies de
tendeéncia considerablement semblants. A més, si es pren la recta OECD com a referencia, hom pot
observar com les funcions sigmoidals d’ambdés metodes s’ajusten a ella, (R? = 0.998 per COSMOFrag
i R? =0.996 per KowWin) quan es comparen amb les dades OECD experimentals amb un logP menor
de 6 unitats. En canvi, en abandonar el marge d’aplicabilitat de la recta OECD, si bé el coeficient
de correlaci6 de COSMOFrag es manté a un nivell acceptable (R? = 0.94), KowWin disminueix a un
R? =0.84. Tot i aixi, cal remarcar també que les dues corbes tendeixen a presentar un logP semblant

per a valors de logk’ elevats, figura 7.30.

lochula

logk’

Figura 7.30: Comparacié entre les linies de tendencia dels metodes COSMOFrag i KowWin, i la recta OECD de referéncia
experimental [¢ KowWin, « COSMOFrag, ¢ OECD].

Malgrat la manca de dades experimentals necessaries per validar aquests models, en esdevenir la
dispersi6 de les dades associades al calcul COSMOFrag menor al model KowWin, es pren el primer

com el model proposat per la descripcié del logP de sistemes porficenics i porfirinics.
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7.5 Absorcions bifotoniques

7.5.1 En elslimits de la hipotesi quantica

Tal com s’ha comentat en la introduccié de la part I1I (pag.145), la generaci6 de les ROS es produeix
com a conseqiiéncia del quench de I'oxigen (30, a 10,) per I'estat excitat triplet d'un FS (T;) format,
al seu torn, per encreuament intersistema (S; —7T;). La formaci6 de 'estat S; s’assoleix en general per

absorci6 d'un sol fot6 de I'energia necessaria des de Sy, figura 7.31.

i Fotoproducte
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Figura 7.31: Esquema simplificat de la formacio de ROS derivada d’'una absorcié monofotonica.

S’ha demostrat, pero, que certs sistemes moleculars sén capacos d’arribar a S; per ’absorcié de
dos fotons de menor energia.??6 Aquest fet, realment provocador en un principi, pot ser explicat en
base a l'existencia d'un estat excitat virtual intermedi entre els estats fonamental i excitat. L'estat
virtual (S,;») permet no contradir la hipotesi de Planck, ja que actua com a estat final d'una primera
transici6 a la qual s’encadena la segona, esdevenint-ne I'estat inicial, figura 7.32(b).

Aquesta situaci6 resulta d’especial interés per a la PDT, doncs la utilitzacio de lasers de major
longitud d’ona permetrien augmentar la penetraci6 de la llum a través de la pell.??” En el cas concret
del TPPo, la longitud d’ona maxima amb que pot donar-se una absorcié monofotonica és de 659 nm.
Aquesta transicié correspon a la promoci6 d'un electr6 de I'orbital HOMO a 'orbital LUMO i pertany
a les bandes Q de 'espectre d’absorcio, les quals es caracteritzen per ser més febles (amb menor ¢).
En canvi, la transicié més intensa pertany a la regié Soret (378 nm) i, per tant, no pot ser utilitzada
per ala PDT, figura 7.32.

S’ha comprovat experimentalment que el TPPo pot presentar absorcions bifotoniques entorn els
770 nm.??8 D’aquesta manera s’aconsegueix poder generar un estat excitat del FS utilitzant fotons de
baixa energia, i en una finestra de I'espectre d’absorci6 en la qual no hi ha cap absorcié monofotonica
(figura 7.32).
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Figura 7.32: Representacio esquematica de 'absorcié mono (a) i bifotonica (b), i la seva comparacio amb l'espectre d'absorcié
del TPPo, S7 (c).

7.5.2 Tractament computacional de les absorcions bifotoniques

Linteres del grup en conéixer la predisposicié dels FS a presentar absorcions bifotoniques no és nou,
i anteriorment ja s’havien realitzat col-laboracions per estudiar computacionalment aquesta propie-
tat.??8 Per aquest motiu, també interessa disposar d’'una metodologia d’estudi propia.

El repte d’estudiar les absorcions bifotoniques s’ha encarat mitjancgant el calcul de la probabilitat
que té una determinada molecula de presentar absorcié bifotonica, i.e. la two-photon cross section
(6). Totique no és'iinica manera d’estimar la importancia d’aquest tipus de processos per a una de-
terminada molécula, la two-photon cross section permet avaluar qualitativament, i de forma intuitiva,
els resultats obtinguts.??9

El valor de 0 s’expressa normalment mitjancant les unitats de Goppert-Mayer (GM), que permet
descriure de forma més intuitiva el seu significat. Tanmateix, en la seglient discussi6 el valor de 6
s’expressa en unitats atomiques (a.u.), ja que el pas d’a.u. a GM no és directe i implica parametres
experimentals. Atenent al fet que els resultats es volen utilitzar de forma qualitativa i no quantitativa,
es considera que la utilitzacié d’a.u. és suficient.

El calcul de 6 es realitza mitjangant la response theory. Aquest meétode permet estudiar la res-
posta del sistema front a un agent pertorbador extern (e.g. un camp eléctric extern), i aixi obtenir
informaci6 dels seus estats excitats. Les correccions al valor esperat d’'una propietat A, deguda a la
pertorbacié B (usualment considerada com un camp extern monocromatic amb una freqiiencia wy
associada) s’acostuma a representar amb la notacio ((4; B)),),.2°

De la mateixa manera que ho fa el TD-DFT, aquesta teoria inclou una pertorbacié en la definici6

de I'Hamiltonia:
H=Hy,— B-F(t) (7.1)
Tot i basar-se en la resolucié de I'equacié d’Shrédinger, la response theory no és un metode que
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permeti calcular I'energia del sistema, siné que hom recorre a ella quan el que interessa és estudiar

com respon |'energia a una determinada situacio.

En la response theory, I'amplitud de les transicions bifotoniques (Sqp) s'identifiquen amb els re-
sidus de les funcions quadratiques de resposta (quadratic response functions) que inclouen els ope-
radors corresponents al moment dipolar electric. De forma general, i seguint amb la nomenclatu-
ra exposada anteriorment, els residus obtinguts del calcul de ({(4; B)).,, corresponen al moment de
transicio induit per 'operador A degut a la pertorbacié B, considerant I'absorcié bifotonica com la

variaci6 de la component eléctrica del moment dipolar.?3!

Assumint una radiacié incident monocromatica i polaritzada linealment, el valor de la two-photon
cross section (0) per a la transici6 entre ’estat fonamental (0) i I’estat final (m) es pot calcular a partir

dels elements S,pg (eq.7.2), on el sumatori s’aplica sobre el conjunt dels tres eixos de coordenades
(a,p=1{x,y,z}).

1
Som =55 D (2Sua-Sp 5 +4Sap-Sh) (7.2)
wp

Programari utilitzat

Ala practica, el calcul del valor de 6 es porta a terme amb el programari Dalton.?3! De manera auxiliar

s'utilitza el programari Gaussian03'43 per a I’optimitzaci6 de la geometria del FS.

Donat que el calcul de 6 pot dependre de I'estructura tridimensional del sistema, es realitza una
optimitzaci6 de la geometria com a pas previ. En el moment de realitzar aquest estudi, el cost compu-
tacional i temporal d’aquest procés esdevenia un factor molt important, i per aquest motiu s’estudia
'aplicaci6 dels métodes DFT B3LYP i PM3. Prenent el TPPo com a referéncia, es va poder comprovar
que els resultats de 6 obtinguts en un i altre cas eren equivalents. Per aquest motiu es considera que

I'optimitzaci6 de la geometria a nivell PM3 és suficient.

Validaci6 del metode de calcul

En ser la primera vegada que s’utilitza el programari Dalton en el GEM, els primers esforgos foren
familiaritzar-se amb el programa. Seguidament, atenent a la naturalesa dels sistemes porficenics
d’interes, es pren com a referencia el treball realitzat per Frederiksen et al. del calcul de I'absorcié
bifotdonica d’'un conjunt de derivats porfirinics.?26

El metode de calcul utilitzat concatena I'optimitzacié de la geometria a nivell PM3 i el calcul HF
6-31G*, combinat amb la quadratic response theory. Els resultats obtinguts amb ell coincideixen amb
els publicats en la bibliografia, demostrant la seva adequacié pel tractament d’aquest tipus de com-
postos.

Tal com s’ha comentat en les seccions anteriors, la semblanca entre la familia dels porficens i la

de les porfirines és suficient com per mantenir la metodologia de calcul.
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Predicci6 de 'absorcié6 bifotonica de porficens

Una vegada definit el métode de calcul, aquest s’aplica per al’estudi de derivats porficenics d’interes
pel grup de recerca i dels quals no es disposa informaci6 referent. Els resultats es mostren a la taula
7.28.

Taula 7.28: Resultats obtinguts de 6 i de l'energia de la transicié (E,.) derivades de les absorcions bifotoniques per derivats
porficenics.

R

Id. R 6/10*au. E, /eV
4©70Me
B1 - -
/' \\
B2 — 3.84 2.36
B3 6.24 2.35
ON+M6
B4 - -
OH
B5 i:f 5.10 2.35
B6 - -
B7 i:: 4.92 2.36
OMe
B8 i:f - -

Tal com es pot observar no s’ha pogut realitzar el calcul corresponent als porficens B1, B4, B6, B8.
Després de comprovar que la presencia de carregues formals no representa cap problema pel metode,
en sistemes petits, es posa de manifest una de les limitacions del procediment actual de calcul: el
nombre d’atoms del sistema molecular. Es creu, perd, que aquesta limitacié es minimitzara amb

properes millores del programari o amb majors poténcies de calcul.

L'analisi qualitativa dels resultats obtinguts permet ordenar els derivats porficenics segons la seva
predisposicié a presentar absorcions bifotoniques: B3>B5>B7>B2.

Els resultats mostren que 6, i amb ella la probabilitat d’absorcié bifotonica, augmenta amb la
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preséncia de grups cesors d’electrons, sent més rellevant en la posicié para. Per altra banda, el grup
piridil sembla tenir menys influéncia sobre 6.

Aquestes observacions es troben d’acord amb la bibliografia, segons la qual disposar d'un sistema
altament conjugat i substituents fortament acceptors o cesors d’electrons, es consideren caracteristi-
ques molt importants per aconseguir valors alts de §.23! Tanmateix, cal tenir en compte que aquests
substituents poden promoure els processos de transferéncia de carrega, els quals poden afectar ne-
gativament a la formaci6 d’oxigen singlet, proporcionant al FS una via alternativa de desactivaci6.?3?

Es important per tant trobar un compromis entre ambdues caracteristiques.

7.6 Resum

S’ha establert un model QSPR basat en ANN alternatiu per a la prediccié del valor de la longitud
d’ona maxima de I'’espectre d’absorci6 de fotosensibilitzadors tetrapirrolics. S’ha determinat la natu-
ralesa dels descriptors necessaris i els resultats obtinguts presenten un error inferior a 'obtingut amb
el metode TD-DFT.

Elmodel anterior s’ha utilitzat en I'’estudi de la tautomeria del 9-amino-2,7,12,17-tetrafenilporfice
(9ATPPo), de manera complementaria al TD-DFT, per tal de trobar una justificaci6 teorica als resul-
tats experimentals.

A partir dels temps de retencié mesurats s’ha comparat la viabilitat de 12 métodes computacio-
nals per ala predicci6 del coeficient de particié octanol/aigua (logP) de diferents fotosensibilitzadors.
L'analisi estadistica realitzada ha permes identificar el metode COSMOFrag com el més adient.

Finalment, i per primera vegada al GEM, s’ha estudiat computacionalment la capacitat d'un fo-
tosensibilitzador de presentar absorcions bifotoniques.
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Capitol 8

Estudi de la localitzacio subcel-lular dels

fotosensibilitzadors

Un gran nombre d’estudis bioquimics han demostrat la importancia de la localitzacié subcel-lular
dels fotosensibilitzadors (FS), no tan sols en I'eficacia fotodinamica!18 167,233 sin també en I'extensio
de la resposta cel-lular derivada de la PDT.!16 Arrel d’ells, s’han pogut identificar els organuls que
desencadenen la mort cel-lular de manera més eficient, sent el mitocondri i els lisosomes els més

destacats. Aquestes afirmacions es troben recolzades per dues premisses:

» Lefecte fotodinamic de la PDT es deu a la interacci6 de les especies oxidants (ROS) generades
durant 'etapa d’irradiaci6, principalment oxigen singlet, amb les estructures subcel-lulars. El
curt temps de vida d’aquestes especies!?” 234 fa que només puguin interaccionar amb I'entorn

on es generen, i.e. I'organul on es localitza el FS.23%236

» La resposta cel-lular provocada per I'efecte fotodinamic pot océrrer seguint diferents camins,
en funcié de quin hagi estat I'organul afectat!!® i de la naturalesa de la propia cel-lula. Aixi,
hom pot concloure que 'eficacia global de la PDT és determinada en ultim terme pel mode
de mort cel-lular (principalment apoptosi o necrosi), donat que no totes les vies sén igualment

efectives.237

Per aquest motiu, 'estudi de les variables que determinen la localitzaci6 subcel-lular dels fotosen-
sibilitzadors és de gran importancia i esdevé capital per entendre el mode d’accié de la PDT. A més, la
possibilitat que aquests parametres puguin ser simulats computacionalment, planteja la possibilitat
d’establir un model de predicci6 per ser usat en el disseny racional de FS per aquesta terapia. Les
estructures moleculars dels compostos referents a aquesta seccié (Al — S110) es recullen en 'annex
IV, pag. 259.
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8.1 Desencadenant la mort cel-lular

Lefecte de la PDT en el teixit tumoral desencadena en ultim terme la mort especifica d’eixes
cel-lules canceroses. El procés pel qual es produeix la mort cel-lular no és Unic, i es distingeix entre el
mecanisme de necrosi i el d’apoptosi. Cal remarcar que aquests dos processos s6n extremadament

complexos i en aquest apartat només s’ha volgut realitzar una breu introduccié.

8.1.1 Necrosi

La necrosi és el tipus de mort cel-lular que hom pot imaginar-se més facilment: la preséncia d'un
agent extern que indueix danys cel-lulars o bé un canvi de les condicions del medi on es troba la
cel-lula, que fan que aquesta no pugui sobreviure. Correspon, doncs, a una mort inesperada que
pot ser causada per un gran nombre de situacions diferents: déficit de nutrients, hipoxia, canvis de
pH i temperatura?3® o la preséncia d’agents que destrueixen components cel-lulars. Aquest és el cas
de les ROS produides durant la PDT, les quals poden oxidar components cel-lulars i provocar danys

irreparables a la cel-lula.

8.1.2 Apoptosi

L'apoptosi correspon a una mort cel-lular premeditada, necessaria per controlar el desenvolupament

i mantenir ’homeostasi dels teixits de forma natural.239

La resposta apoptotica pot iniciar-se de diferents maneres segons la naturalesa de I'agent induc-
tor: la interaccio de diferents lligats amb receptors de superficie,?4? situacions d’estrés produides per
agents quimics o per I'efecte de la terapia fotodinamica,?*! entre d’altres.!'® Després de I'etapa d’ini-
ci, una successi6 de processos determina la manera com es desencadena la resposta apoptotica, se-
guint I'anomenada via intrinseca o extrinseca.?4>-244 En elles es veuen implicats quatre components
cel-lulars: la familia de les caspases, un conjunt de receptors especifics de membrana (anomenats cell
death receptors), el mitocondri i els membres de la familia de proteines Bcl2. Tot i les seves diferenci-
es, ambdues vies conflueixen en un reduit nombre de reaccions hidrolitiques que provoquen danys
cel-lulars irreversibles. Per a la segiient explicacio se seguira I'esquema detallat en la figura 8.1.
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Degradacio de
proteines

Fragmentacio
del DNA

Translocacio
a la membrana
externa:
Desequilibri

Bax/Bcl2

Augment de la
permeabilitat de
la membrana
externa

endoplasmatic

Caspasa-8

Procaspasa-3

Caspasa-6

Figura 8.1: Diagrama esquematic de l'iniciacio de l'apoptosi.

Lavia intrinseca

Procés regit per I'acci6 directa del mitocondri: 1'espai intermembrana d’aquest organul conté una
serie de factors proapopototics que s’alliberen al citoplasma quan la permeabilitat de la membra-
na externa varia. La permeabilitat mitocondrial es troba regulada principalment per '’equilibri entre
proteines proapoptotiques (Bax/Bak) i antiapoptotiques (Bcl2/BcIXL). Lactivitat d’aquestes prote-
ines esta regulada (positivament i negativa) pels membres de la familia de les proteines Bcl2 que
presenten el domini BH3 (Bcl2 homology-3 domain). Quan I'equilibri es trenca a favor de les protei-
nes proapoptotiques s’augmenta la permeabilitat de la membrana mitocondrial externa, permetent
I'alliberament de factors proapoptotics, tals com el citocrom C (CitC) i el factor d’activacié Apaf-1
(apoptotic protease activating factor). Aquests ultims provoquen 'activacié de la caspasa-9, respon-
sable d’iniciar la cascada enzimatica.?4>

Lalteraci6é de la permeabilitat també causa I'obertura del PTPC (Permeability Transition Pore
Complex), un canal no selectiu de la membrana mitocondrial interna que dissipa el gradient de pro-
tons, equilibrant les carregues a ambdoés costats i desacoblant-lo de la cadena respiratoria. Aquest fet
també té efectes sobre la regulacié del volum intern del mitocondri, 'expansi6 del qual pot arribar
a provocar la ruptura de la membrana mitocondrial externa, amb el conseqiient alliberament dels

factors proapoptotics comentats anteriorment.
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Lavia extrinseca

Procés iniciat en el moment en queé els cell death receptors de la superficie cel-lular (tals com Fas/CD95,
TNEFR o DF-5) sén activats pels seus lligands (FasL, TNFa, TRAIL). El complex lligand-receptor (que
pren el nom de DISC, death-inducing signaling complexes) permet, per mitja de la seva agrupacio,
I'autoactivacié de la caspasa-8. En alguns casos, aquest fet és suficient com per desencadenar la
cascada enzimatica, mentre que en d’altres es produeix una activaci6é de la proteina Bid. Aquesta
proteina, pertanyent al grup de les proteines BH3-only, es desplaca fins al mitocondri i contribueix
a la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial i, per tant, a ’activacié de 'apoptosi per la via

intrinseca.

La cascada enzimatica

Esdevé el punt de trobada de les dues vies anteriors, on tots els factors desencadenants troben fi
en un seguit de reaccions enzimatiques on es veuen implicades les caspases 3, 6 i 7. Les caspases
317 contribueixen a 'activacié de factors que provoquen la fragmentacié i conseqiient degradaci6
del material genétic (factors CAD/ICAD) i de factors que inhibeixen la reparacié del DNA (factors
PARP/DNA-PK). Per altra banda, la caspasa-6 indueix la proteolisi de les lamines nuclears. La con-
junci6 de tots aquests processos provoca, en ultim terme, la mort cel-lular, figura 8.1.

En el cas concret de la PDT, cal afegir a tot aquest conjunt de processos metabolics la influéncia
del fotosensibilitzador. Des del punt de vista molecular, I'efecte fototoxic associat a la PDT és de-
gut a l'oxidaci6 de biomoleécules per accié de les ROS produides. Les dianes biologiques susceptibles
a aquesta fotooxidaci6é poden ser tan proteines com acids nucleics o lipids,'#° la degradacio de les
quals pot promoure el desencadenament de la resposta apoptoticaque en cas d’esdevenir critiques
pel desenvolupament cel-lular o de trobar-se en regions cel-lulars critiques per aquesta finalitat. Com
a exemple, la figura 8.1 il-lustra les diferéncies que es poden presentar en el mecanisme d’inducci6
de la mort cel-lular en funcié de si la localitzaci6 preferent del FS és mitocondrial, lisosomal o tam-
bé en el reticle endoplasmatic. Tal com ja s’ha explicat, I'accié fotodinamica d’'un FS amb localitzaci6
mitocondrial afavoreix directament al desenvolupament de la via intrinseca. Tanmateix, els FS del re-
ticle endoplasmatic també poden contribuir (indirectament) a promoure aquesta resposta en produir
l'alliberament d’ions de Ca?* al citoplasma, que puguin alterar el potencial de membrana del mito-
condri. Per la seva part, I'efecte fototoxic dels FS lisosomals se centra en la ruptura d’aquest organul,
alliberant els enzims hidrolitics al citoplasma (basicament catepsines), que promouen directament

la cascada enzimatica.

8.1.3 Autofagia

La macroautofagia, més comunament anomenada autofagia, correspon al mecanisme cel-lular pel
qual els components citoplasmatics, que han sofert algun tipus de dany, poden ser reciclats.?46 Les
proteines intracel-lulars o organuls, danyats o en excés, son conduides als lisosomes a través del se-
grest en vesicules per a la degradacié i eventual reciclatge de les macromolécules que en resulten per

sintetitzar noves proteines i membranes.?47-249
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L'autofagia pot provocar la mort cel-lular quan I’apoptosi es troba inhibida o en cas que les cél-lules
intentin degradar els seus constituents afectats més enlla de la seva capacitat de recuperacié. Aixi,
aquesta via de mort cel-lular es troba potenciada per l'estrés oxidant, provocat per la generacié de
ROS durantla PDT.

Contrariament, I'autofagia no és possible quan s’empren FS amb localitzacié lisosdomica per a
la PDT. En aquest cas, 'acumulacio6 al citosol d’estructures cel-lulars afectades per les ROS estimula
I'apoptosi.?47

8.2 Biodistribucio dels FS a I'interior de 'organisme

Lestudi del procés pel qual un FS es localitza en un determinat organul cel-lular d’'una regi6 de-
terminada de |'organisme comenca just després de la seva administracio, que normalment es realitza
per via intravenosa.?®® D’aquesta manera, el FS assoleix el sistema circulatori mitjangant el qual pot
distribuir-se per tot I'organisme. Normalment, les proteines seriques, entre les quals destaquen la
seroalbiimina i les lipoproteines de baixa densitat(Low Density Lipoprotein, LDL), juguen un paper
molt important en aquest procés per que faciliten el transport dels FS hidrofilics i lipofilics respecti-
vament.?%!

Com és de suposar, interessa que la biodistribucié dels FS es trobi clarament esbiaixada a favor
dels teixits hiperproliferatius. Aquesta especificitat es pot veure afavorida de forma natural gracies
a la propia interacci6 dels FS amb les LDL,?>? donat que els receptors d’aquestes lipoproteines es
troben sobreexpressats en les cel-lules tumorals, taula 8.1. Aquesta estrategia esdevé el paradigma
del targeting de FS: emprar un portador compatible amb les caracteristiques del FS, que el condueixi
especificament al teixit neoplastic aprofitant les seves caracteristiques diferencials.

Caracteristiques diferencials dels teixits tumorals

En els darrers anys s’han posat en evidencia un seguit de caracteristiques diferencials dels teixits
hiperproliferatius que poden ésser utilitzades com a dianes per augmentar la selectivitat dels FS.

A nivell cel-lular, la senyalitzacié de superficie de les cel-lules tumorals es veu alterada (probable-
ment per modificacions a nivell genetic?®3), fet que es pot traduir en una sobreexpressio dels recep-
tors de LDL,?%* d’acid folic,25>256 de factors de creixement (com els factors de creixement epidérmics
1 (EGFR) i 2 (HER2) els quals esdevenen dianes d’alguns farmacs proposats per combatre el can-
cer?®’), de citosines?®® (com CXCR42%) i fins i tot d’hormones.?®! Intracel-lularment, també es poden
trobar discrepancies, com per exemple diferéncies en el potencial de membrana de la membrana
mitocondrial.?6% 261

Aquestes caracteristiques cel-lulars fan que els efectes globals també s’estenguin a nivell de teixit;
fent que mostrin una disminucié del pH intersticial?>263 (deguda, en part, a I'increment anomal
del procés de glucolisi?®*) i una alteracié de la permeabilitat dels capil-lars sanguinis associats a ells,
fent-los menys selectius, taula 8.1.
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Taula 8.1: Propietats diferencials dels teixits tumorals.

Propietat Descripcio

Baix pH del fluid intersticial El fluid intersticial es troba embolcallant les cél-lules i és el responsable
de mantenir les membranes cel-lulars separades de les parets vasculars.
En els teixits hiperproliferatius, aquest fluid experimenta una disminu-
ci6 del seu pH deguda al’augment del procés de glicolisi i la conseqiient
formaci6 d’acid lactic.!'>26°> Normalment, la disminucié de pH es relaci-
ona amb un augment de la lipofilia i amb una major capacitat d’absor-

€i6.2%

Alt contingut de receptors LDL en  Lalta afluencia de receptors d’'LDL en la membrana cel-lular afavoreix el

la membrana cel-lular transport de l'interior de la cél-lula que es realitza per endocitosi.?® .

Alteracié en la permeabilitat dels Els teixits tumorals presenten una microvasculatura anormalment per-

capil-lars vasculars meable que facilita la difusi6 des del torrent sanguini a I'espai intersti-
cial. Poden existir altres diferéncies associades al sistema vascular, com
l'augment de la fragilitat vascular o I'increment de la pressi6 del fluid
intersticial.!1%267 Aquestes alteracions semblen ser degudes a una angi-
ogenesi insuficient estimulada per diverses substancies, alliberades per
les propies cel-lules tumorals, com s6n el factor de creixement basic de
fibroblasts (bFGF) o el factor de permeabilitat vascular (VPF).?% La po-
bra vascularitzacié pot comportar, també, la formacié de regions amb
deficit d’oxigen,?% les quals afavoreixen la disminuci6 del pH.

Sobreexpressi6 dels receptors Lelevada presencia de receptors d’acid folic en la superficie de les
d’acid folic cellules canceroses permet un reconeixement altament selectiu d’a-
quest tipus de ceél-lules (per sobre, fins i tot, dels receptors LDL?%6). Jun-
tament amb l’alta afinitat pels seus receptors, els conjugats amb acid

folic s’'empren en la direccio selectiva de farmacs.?>>2%

Us de portadors

Aprofitant les caracteristiques propies dels teixits tumorals comentades anteriorment, els FS poden
derivatitzar-se o ser formulats de tal manera que s’afavoreixi la localitzacié desitjada. Lts de por-
tadors afecta tant a la biodistribucié del FS com al mecanisme de transport del FS a I'interior de
la cel-lula i, conseqiientment, a la seva localitzacié subcel-lular.?3® A I'any 1900, P. Ehrlich proposa
per primer cop 1'is d’anticossos per millorar la biodistribucié en teixits tumorals,?>! aprofitant els
antigens presentats especificament en la superficie de les cel-lules malignes (tumor-specific antigen,
TSA). Amb el temps, I'is d’anticossos monoclonals (monoclonal antibodies, MAb) s’ha estés ala PDT
i, per exemple, els conjugats de MAb i derivats de la clorina e6 (S89) han demostrat nivells d’acumu-
laci6 en teixits tumorals fins a quatre vegades superiors als obtinguts en la seva forma lliure.26%270
Aquesta mateixa estratégia ha estat aplicada també sobre porfirines i ftalocianines.?’! Tot i la gran
especificitat que atorguen els TSA, condicionen la localitzaci6 intracel-lular dels FS, que acostumen a
aposentar-se a la membrana plasmatica.?"?

Més endavant, els avencos bioquimics realitzats en els estudis de les cel-lules tumorals permete-
ren posar en evidencia certes caracteristiques estructurals, propies d’aquest tipus de cel-lules, que po-

drien emprar-se com a punts d’ancoratge selectius en el redireccionament de farmacs. Entre aquestes
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caracteristiques s’hi troba tant la sobreexpressié de diferents receptors (veure taula 8.1) com de certes
proteines de membrana (com per exemple lectines?’3). Per altra banda, s’identifiquen les caracteris-
tiques diferencials del conjunt del teixit tumoral (permeabilitat de la vasculatura, disminuci6 del pH,
etc.) que també son aprofitades per dirigir selectivament portadors inespecifics tal com nanoparticu-
les i microcapsules,?”* taula 8.2. De fet, els liposomes so6n actualment els portadors més emprats per
a FS,234 i si bé la seva especificitat no és tan elevada com la dels portadors especifics,?’> minimitzen

la perdua de FS durant el procés de biodistribucié.

Taula 8.2: Llistat dels principals tipus de portadors emprats en la PDT.

Tipus de portador Descripcio

Anticossos monoclonals La uni6 covalent d'un MAD al FS permet la seva orientaci6 cap als antigens TSA situats en
la superficie de les cel-lules tumorals.?39266:279 Tot i que permeten aconseguir una selectivi-
tat notable, sén molt pocs els FS que s’hi poden associar sense modificar el reconeixement
especific del MADb. Es per aquest motiu que aquesta técnica s'empra principalment com a

metode de diagnosi de tumors, més que per dirigir FS.

Portadors inespecifics

Liposomes La inclusié de FS altament hidrofobics a 'interior d'una matriu lipidica resulta clau per a la
seva administraci6 in vivo.?”> L'is de liposomes condiciona de manera important la localit-
zaci6 subcel-lular del FS, determinant-ne la via d’entrada (endocitosi). Encara que I'is de
liposomes és compatible amb la senyalitzaci6é per LDL,?® s’ha constatat que la distribucié
del FS al'interior del liposoma (a I'interior de la vesicula o compres entre la bicapa lipidica)
pot afectar al seu efecte fotodinamic.'%”

Microesferes  Son particules esféeriques que poden estar formades per diferents materials, i que faciliten
I'entrada dels FS a l'interior de la cel-lula per fagocitosi o per difusié a través de la membrana
plasmatica.'3® S’ha estudiat el seu tis com a portador de porfirines (microesferes d’albtimina
de serum bovi, BSA), i de clorines (microesferes de poliestire), encara que en aquest tltim

cas el rendiment de formaci6 d’oxigen singlet disminueix considerablement.?34251

Nanoparticules Tot i esdevenir prometedors portadors, les primeres nanoparticules mostraren una ten-
déncia a acumular-se al sistema fagocitari mononuclear, que reduia I'acumulacié del FS
(mTHPC?8!) als teixits diana. Afortunadament, aquest inconvenient es va solucionar amb la

introduccié de modificacions superficials.

Portadors endogens

Proteines Les proteines seriques han demostrat jugar un paper fonamental en la distribucié selectiva
de porfirines, clorines i ftalocianines en teixits tumorals i afavoreixen la seva internalitzaci6

per endocitosi mediada pel receptor.

Ciclodextrines Les ciclodextrines sén sucres ciclics que permeten millorar la solubilitat en aigua de com-
postos altament hidrofobics. A més de facilitar la integracié dels FS en entorns biologics, han
demostrat ser ttils per millorar el targeting de porfirines i de la purpurina SnET2(596).28

Finalment, s’han proposat estratégies mixtes que permeten combinar els avantatges dels dife-
rents tipus de portadors. Es pot induir, per exemple, I’entrada dels immunoconjugats MAb-FS al'in-
terior de la cel-lula per endocitosi, fent que la seva localitzaci6 subcel-lular tendeixi a ser lisosomica.

Els resultats obtinguts en immunoconjugats de clorines combinats amb estructures polimeriques?’6
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o bé la incorporacié6 de ftalocianines?”’ i feoforbids?”® en immunoliposomes, permeten millorar con-
siderablement I’efecte fotodinamic.

La recerca de portadors més eficients i 'estudi de les propietats diferencials dels teixits tumorals
han marcat gran part dels estudis realitzats en el camp de la PDT en els darrers anys, perque per-
meten millorar la biodistribucié dels FS, perd també perqueé afecten al mecanismes d’entrada a la
cel-lula (uptake). Per exemple, en el cas de les LDL exposat anteriorment, aquestes ajuden al trans-
port selectiu dels FS fins al teixit tumoral, esdevenint excel-lents portadors endogens, ja que moltes
vegades la presencia de teixit neoplastic ve acompanyada d'una hiperproliferacié dels receptors de
membrana d’aquestes proteines. D’aquesta manera, els FS hidrofobics i amfoters incorporats dins la
part lipidica de la proteina assoleixen la cel-lula tumoral i poden entrar al seu interior mitjancant un
procés d’endocitosi'?” 239 o per difusio a través de la membrana plasmatica, després d’alliberar-se del

seu portador.252

8.3 Mecanismes d’entrada al’'interior de la cel-lula

Una vegada administrat i dins I'organisme, el FS ha de ser capag d’arribar al teixit tumoral amb
la maxima especificitat (targeting) possible i introduir-se a I'interior de la cél-lula (uptake). Si el cami
que el duu fins les cel-lules dianes pot ser dificultés, una vegada s’hi troba al seu interior se’n troba
un d’igualment tortués on les interaccions electrostatiques, esteriques i de naturalesa hidrofobica el

guien fins a una estructura cel-lular determinada, figura 8.2.

torrent
sanguini

cellules
tumorals

a) b) c)

Figura 8.2: Esquema del procés pel qual ha de passar un FS des de la seva administracio fins assolir la seva localitzacio
subcel-lular preferent. Després de 'administracié (a), el FS es distribueix per tot el cos per mitja del torrent sanguini (b). En
absencia de portadors exogens, i segons la hidrofobicitat del FS, aquest s'uneix a proteines sériques (tipicament LDL per a FS
hidrofobics) per desplagar-se pel sistema circulatori. Un cop arribat al teixit tumoral (c), l'anormal permeabilitat dels vasos
sanguinis associats a aquests teixits afavoreix la seva migracio al liquid intersticial i la internalitzacié a l'interior de la cél-lula
cancerosa.

Quan el FS arriba finalment a la cel-lula diana, es troba amb el mateix problema que qualsevol
substancia que pretengui accedir al seu interior: el traspas de la membrana plasmatica. Les cel-lules
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disposen d’estrategies de transport que faciliten I’entrada de substancies, que normalment no signi-
fiquen cap obstacle per les molécules de baix pes molecular (mitjancant el transport actiu i passiu),
pero que resulten més restrictives per a soluts d’alt pes molecular. En aquests casos entren en joc
les propietats fisicoquimiques de cada moleécula. Les caracteristiques hidrofobiques d’alguns FS, per
exemple, fan que la seva capacitat de difondre a través de membranes biologiques sigui remarcable i
molt important per entendre la seva biodistribucid i activitat.

Tal com s’ha comencat a plantejar en 'apartat anterior, el mecanisme d’uptake depén en gran
mesura del portador emprat en el targeting del FS. Molts d’ells, aprofitant els receptors de superficie,
faciliten I'entrada dels soluts per endocitosi mediada per receptor, el tercer principal mecanisme de

transport de soluts a I'interior de la cel-lula.

Transport passiu

Correspon al procés pel qual un solut és transportat d'un costat a I'altre d'una membrana lipidica per
difusi6 simple (també anomenada difusi6 facilitada). Es pot aplicar tant en la descripcié del procés
d’uptake de soluts de baix pes molecular, com dels processos de transport intracel-lulars entre el
citosol i el limen dels organuls membranosos d’altres tipus de molecules com poden ser els FS.

Matematicament, s’han pogut establir models farmacocineétics a nivell cel-lular que simulen el
transport passiu de farmacs de baix pes molecular (tot i que amb uns determinats requeriments es-
tructurals),?83 basant-se en adaptacions del formulisme de Nernst—Planck, el qual permet la descrip-
ci6 matematica dels processos de difusié i que per molécules no carregades esdevé la Llei de Fick, eq.
8.1.1

dCa
Ja=—Dgy (d_) (8.1)
X

El flux d'un solut A (J4) per difusi6 facilitada és produeix gracies al gradient de potencial elec-
troquimic associat a la substancia, és a dir, a la diferéencia de concentracions d’A entre I'exterior i
I'interior de la cel-lula (%), presentant un factor de proporcionalitat (D4) corresponent al coeficient
de difusib.

El transport passiu depen de factors tant cel-lulars (diferencia de pH en ambdues parts de la mem-
brana, potencial electric de membrana) com de la molecula que experimenta el procés (pK,, logP en
la seva forma neutra i ionitzada). D’aquesta manera, 'acumulacié preferent de porfirines cationiques
al mitocondri es pot explicar en part per la combinacié de la lipofilia d’aquests FS i el potencial de

membrana mitocondrial.l16

Transport actiu

Tota membrana cel-lular disposa d'un conjunt de proteines de transport, que faciliten 'entrada de
determinats soluts al citosol. A diferencia de la difusié facilitada, aquest mecanisme requereix el
consum d’ATP. Aquestes proteines es poden classificar en:

1. Proteines transportadores: S6n proteines altament selectives que permeten el transport de cer-
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tes molécules organiques de baix pes molecular, prenent-les del cant6 extracel-lular i alliberant-
les al citoplasma.

2. Proteines canal: S6n porus hidrofils on els ions inorganics poden passar per difusié. En aquest

cas, la selecci6 de les molecules que poden transportar es realitza en funci6 de la seva mida.

Aquest sistema de transport és molt especific i no es té coneixement de la seva implicaci6 en el

transport de FS.

Diferents formes d’endocitosi

Les cel-lules realitzen constantment processos d’endocitosi per capturar particules presents en el
fluid extracel-lular a través de vesicules formades per la invaginacié de la membrana cel-lular. El pro-
cés endocitic rep el nom de fagocitosi quan es captura una particula solida, mentre que la pinocitosi
fa referéncia a la captura de substancies dissoltes.

Les vesicules endocitiques son transferides als lisosomes, on el material capturat és digerit i els
metabolits formats alliberats al citoplasma. Tot i que aquest procés és (en essencia) indiscriminat,
la preséncia de receptors en la superficie cel-lular pot afavorir la captacié de macromolécules espe-
cifiques, en el que s’anomena endocitosi mediada per receptor. Aquesta té lloc quan la introducci6
d’'una macromolecula a I'interior de la cel-lula es produeix per endocitosi i en forma de complex
receptor-macromolécula.

Aquesta darrera estratégia se segueix principalment pels compostos altament hidrofobics, tals
com els FS148,284 que, a causa de la seva lipofilia, tendeixen a unir-se a les LDL durant el seu recorregut
pel torrent sanguini. Les LDL, per la seva banda, s'uneixen a receptors especifics de la superficie
cel-lular, s6n ingerides per endocitosi mediada per receptor i el complex LDL-receptor és transferit
a un endosoma. Donat el menor pH de 'endosoma, es promou la dissociacié del complex i mentre
que els receptors s6n retornats a la superficie cel-lular, les LDL es transfereixen als lisosomes, on
son degradades per enzims hidrolitics i el compost hidrofobic que es trobava unit a les proteines
s’allibera.

Donada la seva naturalesa hidrofobica, derivats de porfirines introduits per endocitosi tendei-
xen a acumular-se en estructures membranoses, incloent-hi la membrana plasmatica, la membrana

mitocondrial, I'aparell de Golgi i el reticle endoplasmatic.?3?

8.4 Una gran sopa electroforetica

Quan el FS arriba a I'interior de la cel-lula es troba en un entorn dinamic,?®® que canvia constant-
ment, dins del qual s’ha d’acomodar. Tot i que la via d’accés a I'interior de la ceél-lula determina en
gran mesura la situaci6 inicial del FS, la interaccié amb el medi pot facilitar-ne el seu desplagament
fins a estructures determinades.

Leficacia global de la resposta apoptotica pot dependre de la situacié intracel-lular on tingui lloc
el dany fotodinamic, és a dir, de la localitzaci6 subcel-lular del FS. A continuaci6 es presenta un breu
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resum de quines s6n les estructures cel-lulars susceptibles al dany fotoquimic i les seves caracteristi-
ques estructurals.

8.4.1 Citoplasmai citosol

Citoplasma s
Funcié Medi constitutiu de la cel-lula

pH 7.0-7.5

Mostren afinitat FS hidrofils i anionics!9%286

Interes per ala PDT Mort cel-lular deguda a danys fotoquimics al citoesquelet

A grans trets, tota cel-lula animal esta formada per una membrana plasmatica, un nucli cel-lular i
el citoplasma. L'espai intercel-lular que resta del citoplasma quan s’exclouen els organuls, s’anomena
citosol. Aquest espai semi-fluid conté el citoesquelet, que és el responsable de I'organitzacié interna
de la ceél-lula i d’aportar-li rigidesa estructural. Donat que el moviment molecular a 'interior de la
cel-lula es realitza per difusi6 i que el pH del citoplasma és canviant (veure figura 8.3), hom es pot
imaginar el citosol com un gel electroforétic dins del qual el FS s’ha d’obrir pas. Per tant, és d’esperar
que tant la mida com l'estat d’ionitzaci6 del FS siguin clau per entendre el seu comportament quan

el FS es trobi lliure a I'interior de la cel-lula.

Figura 8.3: Esquema representatiu de la variacio del pH a l'interior d'una cél-lula eucariota. Els valors mostrats corresponen
al pH intracel-lular d’'una cél-lula de llevat.?®’ La figura s’ha colorat segons aquests resultats experimentals per ajudar a la
seva comprensio. Malauradament, la tecnica emprada en l'obtencio d’'aquests resultats només permeté als autors detectar
lefecte d’'un vactol, pero no de la resta d'organuls intracel-lulars de manera que no s’hi troben representats.

A més de ser 'irremeiable medi de transport a 'interior de la cel-lula, el citosol pot esdevenir
la localitzaci6 principals pels FS, bé sigui per la seva baixa especificitat per un organul determinat
del citoplasma (com és el cas d’algunes porfirines!®®), o per la possible interacci6 amb components
del citoesquelet.!3? En aquest sentit, s’ha comprovat que alguns FS localitzats al citosol (com ara
el TPPS,%8 o derivats porfirinics?®9) son capacos de produir dany fotoquimic als microtibuls del
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citoesquelet, especificament a la tubulina.?®? L'acci6é fotodinamica sobre aquesta proteina inhibeix
la formacié dels microtibuls, conduint a I'acumulacié de cel-lules en procés de mitosi i, en alguns

casos, a la mort cel-lular.23?

8.4.2 Membrana plasmatica

Membrana cel-lular ter
Funcié Estructural i de control de I'’entrada de soluts a l'interior de la cel-lula
Mostren afinitat FS altament hidrofobics

Interes per ala PDT Condueix a la mort cel-lular per necrosi

Els FS especialment hidrofobics tendeixen a localitzar-se a les membranes cel-lulars, donat que
presenten una constant de difusié en cel-lules propera a la dels lipids. Aquest fet inclou, obviament
i principal, la membrana plasmatica perd també membranes internes d’altres organuls.17%265 Els FS
que mostren aquest darrer comportament poden ser facilment mal assignats al citoplasma quan el
metode de mesura no disposa de la resoluci6 suficient,290-291

L'acci6 fototoxica dels FS localitzats preferentment a la membrana cel-lular exhibeix un ampli
ventall de conseqiiencies, que normalment conflueixen en la necrosi (i no apoptosi) cel-lular. Dona-
da la complexitat de la membrana cel-lular i la disparitat dels seus components, el dany d’aquesta
regi6 cel-lular produeix un gran nombre d’esdeveniments tals com la reduccié del transport actiu,
I'alteracié de la permeabilitat cel-lular deguda a la despolaritzaci6 de la membrana plasmatica, la in-
hibicié i/o degradaci6 de certs enzims situats en la bicapa lipidica (com per exemple de I’ATPasa),
fluctuacions en la regulacio6 dels antigens de superficie i la peroxidacio de lipids.?3?

En vista d’aquests processos, no sorprén que alguns FS mostrin una preferéncia inicial per la
membrana cel-lular i migrin progressivament a altres organuls durant el temps d’irradiaci6,!'® pre-

sentant un patré6 de relocalitzacié degut a la degradaci6 inicial de la membrana plasmatica.

8.4.3 Mitocondri

Mitocondri

Respiracio cel-lular. Obtencié de molécules d’alt contingut energetic (ATP) a

Funcié . -
partir de processos oxidatius
PH luminal 8
PH espai intermembrana 7.0-7.5
Mostren afinitat FS cationics?9%2%
. Alliberament de factors preapoptotics deguts a la ruptura del gradient elec-
Interes per ala PDT

troquimic de membrana
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Els FS que s’acumulen preferentment al mitocondri han demostrat desencadenar 1’apoptosi de
manera més eficag.!1>116 Aquest fet queda palés en alguns estudis on es mostren diferents casos on

certes linies cel-lulars, amb alteracions mitocondrials, esdevenen resistents a la PDT.239,294

El mitocondri pertany al grup d’organuls cel-lulars formats per dues membranes, una externa (en
contacte amb el citosol) i una interna. L'espai existent entre ambdues membranes s’anomena espai
intermembrana o lumen, mentre que l'espai interior del mitocondri, que es troba delimitat per la

matriu mitocondrial interna, rep el nom de matriu mitocondrial.

La membrana externa Esta formada principalment per un llit de fosfolipids altament insaturats
entremig dels quals es troben repartits diferents tipus de proteines. S’hi localitzen enzims implicats
en el metabolisme de lipids, citocroms relacionats amb processos de transport electronic i protei-
nes (porines) encarregades de facilitar el transport de molecules de baix pes molecular a través de la
membrana. Aquest transport és prou indiscriminat com per fer que el lumen mitocondrial sigui com
una continuacié del citoplasma cel-lular,?8” fent que es conservi el pH entre 7 i 7.5, i que el gradi-
ent electroquimic associat a la membrana externa sigui menyspreable. Per altra banda, la superficie
mitocondrial també conté receptors de benzodiacepines (Peripheral Benzodiacepine Receptors, PBR)

que poden esdevenir punts d’ancoratge pels FS.179:195

La membrana interna La morfologia d’aquesta membrana és molt caracteristica, ja que es troba
altament replegada sobre si mateixa en forma de crestes. Conté la cadena de transport electronic
necessaria per a la respiracio aerobica, fet que explica la seva gran superficie. Juntament amb el gran
nombre de proteines que formen part d’aquesta cadena, també se'n localitzen d’altres implicades en
el transport de metabolits, entre les quals destaca el complex transportador MPTP (Mitochondrial
Permeability Transition Pore) que augmenta la permeabilitat de les membranes mitocondrials. Tot i
aixi, el transport de soluts entre el lumen i la matriu mitocondrial es troba molt més restringit que en

el cas de la membrana externa.

Fins al moment s’han identificat un gran nombre de components mitocondrials susceptibles d’in-
teraccionar amb FS. A la membrana externa, la proteina antiapoptotica Bcl223%2% j certes proteines
transportadores acompanyen al PBR com a possibles dianes.!”? Pel que fa a la membrana interna,
els possibles punts d’interaccié inclouen les cardiolipines'® i enzims primerencs de la cadena de
transport electronic.!”® A més, les cel-lules tumorals presenten un gradient electroquimic, associat
a la membrana mitocondrial interna, més elevat que en condicions normals,?8® fet que promou la

localitzaci6 de FS cationics dins d’aquest espai.!16:127
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Cardiolipines

Peripheral
benzodiazepine
receptor (PBR)

Matriu mitocondrial

Espai intermembrana

Proteines de transport

Membrana externa

Membrana
interna

Membrane Permeatibity
Transition Pore (MPTP)

Crestes

Figura 8.4: Esquema dels components estructurals del mitocondri.

El potencial de membranainterna Tal com s’ha comentat, el mitocondri esdevé una peca clau en el
transcurs de I'apoptosi, la qual esta associada en molts sistemes a la pérdua de potencial de la mem-
brana mitocondrial interna (AW,,).296.297 El valor de A¥,, es troba entre 150 — 180 mV, sent negatiu
al lumen i positiu a I'espai intermembrana. Aquesta distribucié de potencials fa que els FS cationics
siguin conduits per un efecte electroforetic fins al mitocondri amb una rellevant especificitat.?%8

La disminuci6 de A¥,, esrelaciona amb alteracions de la permeabilitat de la membrana mitocon-
drial interna provocada per la formacié de canals per part de la proteina Bax o per efecte del PTPC.
El dany fotoquimic del reticle endoplasmatic pot catalitzar també la perdua de A¥,, al mitocondri,

contribuint a la translocacio6 de la proteina Bax a la membrana mitocondrial.?3>

8.4.4 Lisosomes

. Q
Lisosomes ‘
©)

Funcié Digestié intracel-lular

pH intralisosomic 5.0

pH perilisosomic 7.4

. FS de naturalesa diversa amb una gran varietat de distribucions de carre-

Mostren afinitat . . . L
ga,29%29 normalment absorbits per la cel-lula en un procés d’endocitosi

Interes per ala PDT Apoptosi promoguda per 'alliberacié d’enzims hidrolitics al citosol

Els lisosomes son els organuls citoplasmatics encarregats de la digesti6 intracel-lular. Els enzims
hidrolitics, responsables d’aquesta activitat, es troben confinats en I’espai per mitja d'una membrana
lipidica simple que protegeix la integritat de la cel-lula.

Els lisosomes son generats a partir d'un procés d’endocitosi relacionat amb el transport de mole-
cules grans a l'interior de la cél-lula. Tot i aixi, en el mecanisme general d’endocitosi, existeixen dife-

rents tipus de substancies que disposen d'un sistema de transport especific a l'interior de la cel-lula
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anomenat endocitosi vehiculada per receptor, veure apartat 8.2. Les LDL presenten aquest tipus de
transport, la qual cosa el fa especialment rellevant, donat que els FS es troben associats a aquest tipus
de proteines en el seu viatge a través del flux sanguini fins assolir el teixit tumoral, apartat 8.2, pag.
207.

El procés d’irradiacié durant la PDT pot causar la permeabilitzacié dels lisosomes, els quals poden
alliberar tant els enzims hidrolitics com els FS al citosol.3%0 Aquest fet no suposa tan sols desviar
I'efecte fototoxic dels FS al citoplasma, sin6é que els enzims alliberats faciliten el pas de Bid a tBid,
el qual juga un paper molt important en el desencadenament de 1'apoptosi (apartat 8.1, pag.204).
Tanmateix, que la resposta cel-lular, desencadenant de I’apoptosi, tingui lloc via Bid i no Bcl-2/BclLX,
implica una resposta més lenta que en els altres casos.

En els lisosomes s’hi poden localitzar tant FS hidrofilics'?? (en el cas de les porfirines, aquelles que
contenen cadenes laterals curtes, poc hidrofobiques i sense cap grup cationic'¥), aixi com FS amb
un marcat caracter amfoter, que esdevenen bases febles, i poden travessar la membrana lisosomal (o

fins i tot la de I’aparell de Golgi) buscant el caracter acid del seu lumen (pH ~ 5.0).

8.4.5 Altres organuls

El nucli s'identifica originalment, juntament amb la membrana plasmatica, el mitocondri i els liso-
somes, com una de les dianes potencials a ser emprades per a la PDT.30! De fet, és I'organul més
sensible al dany fotoquimic i el que condueix més rapidament a la mort cel-lular,''> perd pot tenir
associats efectes indesitjables relacionats amb els possibles danys en el DNA, mutacions i/o carcino-
genesi que el poguessin provocar durant el tractament. D’aqui la tendéncia actual d’evitar el disseny
de FS amb aquesta localitzacio.

Afortunadament, la major part de FS no s’Tacumulen al nucli i per tant, la PDT presenta un a baixa
probabilitat de causar aquestes alteracions. Els FS que s’acumulen preferentment en aquest organul
acostumen a ser sistemes de naturalesa cationica,'!'® encara que es pot incrementar la seva especi-
ficitat incorporant un NLS (nuclear localization signal), el qual interacciona amb les importines del
nucli cel-lular.!3%

Encara que no es considerin clares dianes, els FS també poden localitzar-se en el reticle endo-
plasmatic i en I'aparell de Golgi.?>? De la mateixa manera que ocorre en el mitocondri, el reticle
endoplasmatic conté les proteines antiapoptotiques Bcl2 i BclLX;?3%302 j en cas de produir-se el dany
fotoquimic en aquest organul, poden degradar-se i deixar via lliure a la proteina Bax per iniciar el pro-
cés d’apoptosi (veure figura 8.1, pag. 205). A més, el reticle endoplasmatic actua de magatzem d’ions
Ca?*. En danyar-se, es produeix I'alliberaci6é d’aquests ions al citoplasma que també contribueixen a

la iniciaci6 de I'apoptosi.!16.235

8.5 Caracteristiques intrinseques dels FS
La naturalesa del FS juga un paper molt important en la definici6é del seu mecanisme de dis-
tribuci6 i d'entrada a I'interior de les cél-lules tumorals. La seva estructura molecular i les propietats
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fisicoquimiques que se’'n deriven defineixen les interaccions amb el medi que governaran el seu com-
portament.

Des del punt de vista estructural, els FS de segona generacié estan formats per un cos central
(anomenat core) i un conjunt de substituents periferics (anomenats cadenes laterals o side chains).
La naturalesa del FS, la seva definici6 quimica, es troba altament influenciada pel tipus de core que,
amés de donar-li nom al FS, el permet ser classificat dins les diferents families: porfirines, porficens,
ftalocianines, feoforbids, clorines, etc. (veure figura 8.5). En canvi, les cadenes laterals presenten una
major variabilitat estructural i permeten modular caracteristiques concretes dels FS com pot ser el
seu balang hidrofobic/hidrofilic?3+2% o de la seva distribuci6 de carregues.?343% La contribuci6 de
les cadenes laterals pot arribar fins i tot a influir en el procés d’ uptake, modificant aixi la localitzaci6

preferent d’'un tipus determinat de core.!15

- L
£ E8
- O

Porficens Porfirines Ftalocianines
~J
Clorines Purpurines Feoforbids

Figura 8.5: Fragments centrals dels PS macrociclics en estudi.

D’entre totes les propietats fisicoquimiques dels FS en destaquen la hidrofobicitat i els efectes
electrostatics, les quals esdevenen les principals forces motrius dels FS en soluci6 a 'interior de la

cel-lula. El desplacament intracel-lular recorda, doncs, al d'una gran sopa electroforetica:

Hidrofobicitat

La hidrofobicitat es troba implicada en tots els processos que envolten al FS, des de 'administraci6é
fins a la seva diana intracel-lular. Tal com s’ha comentat en I'apartat 8.2 (pag.207), administrat de
forma lliure i per via intravenosa, el FS és transportat pel torrent sanguini per unes proteines seriques
o altres en funci6 de la seva hidrofobicitat. També en depen el seu procés d’uptake3** (apartat 8.3,
pag.210) i el seu moviment a I'interior de la cel-lula.?8

Aquesta propietat també pot dictar la localitzacié preferent dels FS.3%4 Una de les caracteristi-
ques dels FS altament hidrofobics és el seu elevat index d’autoagregacié. A l'interior de la cel-lula,
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aquestes estructures incrementen la seva tendencia a acumular-se en entorns cel-lulars hidrofobics,
principalment membranes cel-lulars.!792% Lestat d’agregacié no només afecta a la seva distribucio
intracel-lular, siné que també es deixa notar en els mecanismes de transport.3%

En l'altre extrem s’hi troben els FS hidrofilics. Tot i evitar I’agregaci6, aquests FS presenten pro-
blemes d’uptake degut a la seva baixa capacitat de penetrar a l'interior de les bicapes lipidiques. La
reducci6 del transport passiu justifica que la seva entrada a l'interior de la cel-lula es realitzi moltes
vegades per mitja d'un procés d’endocitosi (acompanyats per proteines d’albumina), fent que pre-
sentin preferentment una localitzaci6 lisosomal.?”

Sembla necessari trobar un equilibri entre el caracter hidrofobic i hidrofilic dels FS. Els FS amfo-
ters o amb un caracter lleugerament lipofilic poden difondre de forma passiva a través de les mem-
branes cel-lulars,3% que juntament amb 1’evitaci6 de I’agregacio els permet assolir aquells organuls
on es desencadena de forma més eficient la resposta fotodinamica.!1%291

El balanc hidrofobic pot ser modulat mitjancant ’addicié o supressié de substituents, tant en les
cadenes laterals com en el propi fragment central del FS, que contribueixin en un o altre sentit.

La presencia de grups polars (metoxi, hidroxi, acetoxi, etc.) ajuden a incrementar la hidrofilia
del FS. El porfice (Po), per exemple, que té millors propietats fisicoquimiques que la porfirina en I'tis
com a FS per a la PDT,!18 presenta problemes de solubilitat a causa de la seva elevada lipofilia. La
derivatitzacié del Po amb grups polars permet al 9-acetoxi-2,7,12,17-tetrakis- (8 -metoxietil)-porfice
(ATMPo, S5) augmentar considerablement la solubilitat respecte a la del Po.307

Entre els grups polars destaquen aquells que poden presentar diferent grau d’ionitzacié en fun-
ci6 del pH fisiologic. En aquests casos, es troba una accié combinada de la hidrofobicitat juntament
amb la carrega formal de la molecula, que pot ser diferent en cadascun dels organuls cel-lulars. Les
meso-tetrafenilporfirines TPSS3%8 (§44 - S46) i les ftalocianines AlPcS,,3%9:310 (§56 - S60) s6n dos dels
exemples tipics; el seu grau de sulfonaci6 afecta tant al balanc hidrofobic com a les interaccions elec-
trostatiques que puguin establir amb l'entorn, fent que els compostos amb diferent combinacié de
grups sulfonics presentin patrons de localitzacié subcel-lular completament diferents.

Per la seva part, la lipofilia es veu afavorida per la presencia de grups apolars com sé6n les cadenes
hidrocarbonades. S’ha demostrat que I'extensié d’aquestes cadenes laterals controlen la localitzaci6
subcel-lular de FS, com porfirines!'? i feoforbids.30%> 3! Tot i el seu efecte en la descripci6 global de la
lipofilia, el gran joc conformacional que poden presentar aquestes cadenes pot influir en la capacitat
d’agregacio dels FS.3%5 Aquests appendixos augmenten el radi d’interacci6 dels FS, influint també en

el procés de captura en vesicules intracel-lulars3'? i en el mecanisme d’ uptake.3'3

Efectes electrostatics

El mecanisme de captura del farmac depén en gran mesura de la preséncia de grups amb carrega
formalienl’acidesa/basicitat dels substituents. Els FS que contenen bases febles en les seves cadenes
laterals, tendeixen a localitzar-se en organuls acids,?? tals com lisosomes, endosomes o granuls de
secrecio, on es poden establir mecanismes de transport dependents del pH.314

Els lisosomes sén els principals organuls diana dels FS amb cadenes laterals anidoniques,?% perd

no els tnics: algunes porfirines anidniques presenten una localitzacio citoplasmatica difosa.!9 286
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Per altra banda, el gradient de potencial negatiu que s’estableix entorn la membrana mitocondri-
al atrau als FS cationics!18195292,293 j aquells amb un caracter acid.3!® La localitzacié mitocondrial
d’aquest tipus de FS es veu encara més afavorida per la capacitat d’aquests d’'interaccionar amb les
cardiolipines.3!6 Tot i aixi, el mecanisme d’uptake dels FS cationics no depen d’aquest gradient, fent
que puguin localitzar-se també a la membrana cel-lular,3!7 als lisosomes?% o al nucli.3!3

Sembla, doncs, que el comportament dels FS ionics esta definit per un subtil equilibri entre el
nombre de substituents carregats, el mecanisme d’entrada a la cel-lula i la massa molecular del propi
FS.291

8.6 Tractament computacional

Donat que la localitzacié subcel-lular dels FS es troba intimament relacionada amb I'eficacia
fotodinamica, disposar d'una metodologia computacional que permetés predir la localitzacié sub-
cel-lular d'un determinat FS, seria extremadament titil. Com es poden relacionar, pero, les propietats
fisicoquimiques dels FS amb la localitzacié subcel-lular?

El plantejament anterior es troba d’acord amb els principis de la metodologia QSPR, la qual per-
met establir relacions matematiques entre descriptors moleculars (normalment relacionats amb I'es-
tructura molecular, secci6 2.1 pag. 52) i una o diverses propietats moleculars. Juntament amb els me-
todes QSAR, quan la propietat a predir es troba relacionada amb una activitat biologica, els models
QSPR han demostrat ésser excel-lents punts de partida pel plantejament de problemes estructura-
localitzaci63!® i han estat aplicats durant molt temps per a 'establiment de models de prediccié de
I’activitat tumoral de FS,127,162,172,197,200,319-321 1’acumulaci6 de FS en teixits!®? i la localitzacié sub-
cel-lular de proteines.322-325

També es troben descrits en la bibliografia alguns models estructura-localitzacié capacgos de pre-
dir lalocalitzaci6 selectiva de sondes fluorescents en organuls especifics, tals com el mitocondri,306326
lisosomes3?7 o el nucli cel-lular.3?® Tot i que aquests estudis proporcionen una exhaustiva visié de la
descripcié matematica del procés d’uptake i distribucié cel-lular, els seus resultats es troben confi-
nats en les sondes fluorescents i molécules organiques petites. Les diferéncies fisicoquimiques entre
aquests sistemes moleculars i els FS tetrapirrolics sén prou notables com per considerar que els seus
resultats no s6n directament extrapolables a aquests macrocicles (veure apartat 8.6.5).

S’ha realitzat un exhaustiu estudi entre tots els possibles metodes a aplicar per a I'obtencié de
models QSPR, per tal d’escollir el millor per aquesta finalitat. S’ha prestat una especial atenci6 a les
xarxes neuronals artificials (Artificial Neural Networks, ANN), donat que gaudeixen d'un ampli re-
coneixement per a I'establiment de models QSAR en el camp de la quimica médica?*309329 j han
demostrat ser ttils per a la prediccié de I'activitat anti-tumoral, 62290 [’activitat fotodinamica de de-

rivats feoforbids!? i la localitzaci6é subcel-lular de proteines.32°

8.6.1 Labase de dades

Abans de plantejar qualsevol estrategia per a 'obtencié d’'un model, cal disposar d'un conjunt de
dades amb localitzaci6 subcel-lular coneguda, sobre el qual poder extreure una relaci6 amb la seva
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estructura molecular. Aquesta quimioteca ha de contenir les principals families de compostos sobre
els quals es desitja aplicar el model, ja que els models derivats de l'estratégia QSPR sén altament
dependents de la naturalesa de les dades utilitzades.

Creaci6 d’'una quimioteca virtual

A partir d'una extensa cerca bibliografica es crea una quimioteca virtual amb 110 fotosensibilitza-
dors tetrapirrolics diferents (que inclouen porfirines, porficens, ftalocianines, purpurines, clorines i
feoforbids, figura 8.6), dels quals se n’'ha estudiat experimentalment la localitzacié subcel-lular. Els
organuls susceptibles de localitzaci6 preferent es poden agrupar en vuit localitzacions diferents: la
membrana cel-lular (MEM), el mitocondri (MIT), 'aparell de Golgi (AG), el reticle endoplasmatic (RE),
el nucli cel-lular (NUC), els lisosomes (LIS), una localitzaci6 difosa (DIF) repartida de forma unifor-
me en la fase aquosa del citoplasma i una localitzacié difosa en les membranes intracel-lulars (MC).
Aquesta informaci6, recollida en 'annex IV (pag. 259), es complementa amb la linia cel-lular sobre
la qual ha estat realitzat I'’experiment, el sistema de vehiculitzacié emprat, ’estructura molecular del
FS i informacié relacionada amb la seva possible relocalitzacié. La correcta definicié de la base de
dades esdevé critica, ja que conforma els fonaments sobre els quals es construeix el model QSPR de

predicci6, parant especial atenci6 a la descripci6 estructural de cadascun dels compostos.

Feoforbids Porficens

Purpurines (2)

Clorines

Porfirines

Figura 8.6: Distribucié dels FS segons la seva naturalesa.

Optimitzaci6 de les estructures

Normalment, quan es desitja representar I'estructura d’'una molécula s’empra un programa d’edici6é
que permeti obtenir una representaci6 visualment atractiva d’aquesta. Tot i aixi, eixa representacio
acostuma a no coincidir amb 'estructura energeticament més favorable del compost quimic, i aixo
té una forta repercussié sobre la prediccié de les seves propietats.

Per aquest motiu, es realitza una optimitzacié de la geometria de cadascuna de les molécules
contingudes en la quimioteca virtual per mecanica molecular, mitjangant el programari MOE,8! i
definint el camp de forces (forcefield) MMFF94. Donada la naturalesa d’aquesta tecnica, on les pro-
pietats atomiques dels diferents tipus d’atoms (atom types) es troben parametritzades, és necessari
revisar detingudament la correcta definicié de cada atom de la moléecula, prestant especial atenci6
als hidrogens units als nitrogens bipirrolics.
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Identificaci6 de punts problematics

Degut a I'heterogeneitat de les dades preses de la bibliografia, gran part dels FS presenten discrepan-
cies al’hora d’assignar-los una tnica localitzacié subcel-lular, fet que dificulta notablement I'objectiu
de relacionar I'estructura molecular de cada FS amb un organul cel-lular concret. Es consideren qua-

tre situacions problematiques:

* Relocalitzaci6 del FS al llarg del temps. Durant el temps d’irradiacié s’observa una redistribuci6
del FS a l'interior de la cél-lula. Es troben afectats per aquest criteri els FS: S1, 85, $23, $24, S30,
S31, S32, S40, S41, S43, S44, S45, S46, S61, S62, S63, S64, S76, S86.

¢ Localitzacié depenent de la linia cel-lular. S’observa que molts FS presenten una localitzaci6
diferent en funcié de la linia cel-lular emprada en la mesura experimental. Aquesta evidencia,
d’altra banda ja palesa a la bibliografia,33° enuncia la impossibilitat de descriure correctament
la localitzaci6 a partir de tan sols la naturalesa del FS, sense tenir en compte el seu entorn
biologic. Els FS que presenten aquest comportament son: S1, S5, $23, $24, S30, S32, $35, S39,
S$42, S44, S45, S46, S54, S58, S60, S61, S62, S84, S86, S96, S101

* Muiltiples localitzacions. Alguns FS presenten des del primer moment afinitat per més d'un
organul, clarament diferenciats. Els FS que mostren un patré complex de localitzacié sén: S10,
S11, S14, S20, S28, S42, §49, S50, S53, S58, S62, S66, S69, S70, S77, S84, S87, S89, S96, S97

Un total de quaranta-tres FS inclosos dins la base de dades inicial presenta algun de les limitaci-

ons anteriors o una combinaci6 d’ells (figura 8.7).

Relocalitzacié

N

Figura 8.7: Distribucio de les entrades pel model de localitzacio subcel-lular, que presenten alguna de les limitacions plante-
Jjades. Per tant, no poden ser usades directament en la creacio del model de prediccié

Muiltiples

Linia cel-lular localitzacions

Tots aquests compostos son exclosos inicialment de la base de dades a emprar en I’establiment
del model de prediccié. A més d’ells, s’eliminen sis FS més, que presenten dificultats en la seva des-
cripci6 estructural degut a dos motius:

* Estructura indefinida. Alguns FS de primera generacié no disposen d'una composicié quimica
definida. Entre els resultats de la cerca bibliografica només se'n troben dos exemples (S15, S16),

els quals es descarten directament i no es tindran en compte en la discussio.
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* Estats d’agregaci6. FS que es troben en diferents estats d’agregacié (4 FS en total: $102, S105,
$107, S109).

Distribuci6 de les dades El conjunt dels 61 FS absents de complicacions (DATAO) es distribueixen
segons es mostra en la figura 8.8. En ella es pot observar una significant manca de molécules repre-
sentatives per a la localitzacié del nucli cel-lular (NUC), del reticle endoplasmatic (RE) i de I'aparell
de Golgi (AG), que posa de manifest la falta d’homogeneitat de les dades. Des del punt de vista bio-
quimic, no sorprén que els FS de segona generaci6 s’hagin dissenyat per evitar la localitzaci6é nuclear
(i perinuclear) degut als problemes que poden comportar (apartat 8.4.5, pag. 217); pero des del punt
de vista computacional, la manca de representants d’aquests organuls suposa un nou repte per l'a-

compliment dels objectius.

2 P

—

1 0 0

MEM LIS MIT RE AG NUC MC DIF

Figura 8.8: Distribucid inicial de les dades del conjunt DATAO (MEM=Membrana cel-lular; LIS=Lisosomes; MIT=Mitocondri;
RE=Reticle endoplasmatic; AG=Aparell de Golgi; NUC=Nucli; MC=Membranes intracel-lulars; DIF=Localitzacio difosa ).

Refinament de la base de dades Atenent a la manca d’homogeneitat de la base de dades, es pro-
posen diferents estrategies per obtenir un conjunt de dades el més homogeni possible, entre de les

dades bibliografiques disponibles:

1. Incorporar a la base de dades els FS amb relocalitzaci6, considerant tan sols I'organul inicial
i agrupar aquells amb multiples localitzacions dins d’'una nova classe (MUL). L'aplicaci6 d’a-
questes mesures permet I’obtencié d'una nova quimioteca (DATA1), formada per 88 FS. Malau-
radament, la nova quimioteca no resol el problema de I’heterogeneitat, ja que I'organul nuclear

resta desocupat, figura 8.9.
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Figura 8.9: Distribucio de les dades dins DATAI - Incorporacio dels FS amb relocalitzacio dins de la base de dades amb la
implantacio de la nova classe MUL.

2. Aprofitar la informacié de la linia cel-lular. Cadascun dels FS amb diferent localitzacié sub-
cel-lular segons aquest parametre, esdevé una entrada independent de la base de dades. Ate-
nent al tipus de cancer, les linies cel-lulars s’agrupen en 5 classes diferents segons estiguin
relacionades amb carcinomes, adenocarcinomes, leucemia, fibroblasts o cel-lules d'un organ
concret (a les quals es fara referéncia al text com a organ, veure taula 8.3 a la pag.227). Mante-
nint els criteris considerats en la definicié de DATA1, s'obté una quimioteca de 99 FS diferents
que, distingint la naturalesa cel-lular en forma de descriptor nominal, condueixen a 133 entra-
des (DATA2), amb les quals s’aconsegueix poblar tots els organuls cel-lulars considerats (figura
8.10). Resultats preliminars amb ANN mostren, pero, que la incorporaci6 del descriptor refe-
rent a la linia cel-lular no esdevé suficientment rellevant com per modificar convenientment la

construccié del model i poder realitzar la classificacié de la quimioteca correctament.

42
1
- .
14
9 i
e

6
P 2 2 2

—

MEM LIS MIT RE AG NUC MC DIF MUL

Figura 8.10: Distribuci6 de les dades dins DATA2 - Introduccio de la linia cel-lular de cada mesura experimental en forma de
descriptor nominal, mantenint els criteris establerts dins de DATAL.

3. Agrupar els membres de diferents classes segons les caracteristiques dels organuls cel-lulars. La

nova classificacié proposada, de les dades de DATAO, suposa I’agrupacié en quatre classes:

* MEMLIS: agrupa les dades referents a la membrana cel-lular i els lisosomes, considerant
que gran part dels FS que es localitzen dins els lisosomes provenen d'un procés d’endoci-
tosi, on la invaginaci6 de la membrana cel-lular déna lloc a aquestes estructures.
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e MIT: donada la seva alta representacié dins de les dades inicials i a la seva importancia

terapeutica, el mitocondri conserva la seva propia classe.

* NERAG: agrupa les dades de nucli i la regi6é perinuclear (aparell de Golgi i reticle endo-
plasmatic), atenent a les dificultats experimentals per a la detecci6 i assignacié de la loca-
litzaci6 dels FS en ells.?36:331

* MDIF: conté els FS que es troben disseminats pel citosol, ja sigui en la fase aquosa o asso-

ciats a estructures membranoses.

Aquesta estratégia tampoc soluciona el problema, conduint a una distribucié de dades igual-
ment descompensada (DATA3, figura 8.11).

27 26
7
1
MEMLIS MIT NERAG MDIF

Figura 8.11: Distribucié de les dades dins DATA3 — Agrupacio dels elements pertanyents a les classes: MEM i LIS (MEMLIS);
MIT; NUC, RE i GA (NERAG); i MC i DIF (MDIF).

4. Reduir el problema a la identificacié dels organuls més importants des del punt de vista de
la PDT. Donada la gran complexitat del problema a tractar, es planteja el fet de prioritzar la
identificacio i classificacio dels FS localitzats en el mitocondri i als lisosomes, per a la seva im-
portancia, i ala seva elevada representacio en la base de dades inicial. La resta de FS s’agrupen
en una nova classe (OTH). Aprofitant els FS absents de problemes associats s’'obté una poblacio
de 61 FS més equilibrada (DATA4) distribuida en tres classes, figura 8.12.

26

LIS MIT OTH
Figura 8.12: Distribucio de les dades dins DATA4 — Reducci6 de la base de dades inicial a tres classes (MIT, LIS i OTH) per tal

d’afavorir la identificacié dels FS que es localitzen preferentment en els organuls que desencadenen de forma més eficient la
mort cel-lular
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Després d’avaluar totes les possibilitats es considera que la reduccié a dues localitzacions objec-
tiu (mitocondri i lisosoma) constitueix un bon punt de partida per avaluar la viabilitat d’establir un
model de predicci6, amb la possibilitat d’estendre’l a posteriori a altres organuls, a mesura que es

disposi de noves dades experimentals o bibliografiques de localitzacié.
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Taula 8.3: Llistat de les diferents linies cel-lulars considerades en la bibliografia, juntament amb la seva classificacio segons

el tipus de teixit neoplastic que generen

Linia cel-lular  Descripci6 Classe
1clc7  Murine hepatoma organ
4R Rats embryo fibroblasts fibroblast
9L Brain tumor organ
A431 Human epidermoid carcinoma carcinoma
A-549 Human lung adenocarcinoma adenocarcinoma
B16 Mouse melanoma carcinoma
C6 Mice glioma organ
chokl  Chinese hamster ovary K1 organ
CNE2 Nasopharyngeal carcinoma carcinoma
colo201  Human colon carcinoma carcinoma
CT26 Colon carcinoma carcinoma
D532  Human skin fibroblast fibroblast
EMT6 Mammary tumor organ
FaDu Human hypopharyngeal carcinoma carcinoma
H2T Hamster pancreatic tumor organ
HaCaT Human keratinocyte carcinoma
Hela Human epithelial carcinoma carcinoma
HEp2 Human epidermoid carcinoma carcinoma
Hex Rats hexachlorobenzene-fed organ
HT29 Human colon adenocarcinoma adenocarcinoma
JCS  Myeloid leukemia leucémia
KB Human nasopharyngeal cancer organ
L1210 Murine leukemia leucemia
L5178Y-R  Mice lymphoma leucemia
LOX Human melanoma carcinoma
M1 Mouse myeloid leukemia leucemia
MCF7 Human breast cancer organ
MGH-U1l Human bladder cancer organ
MS-2  Fibrosarcoma fibroblast
NCI-h446 Human lung carcinoma carcinoma
NHIK Human cervical carcinoma carcinoma
NPC/CNE-2  Human squamous cell carcinoma carcinoma
OAC Human oesophageal adenocarcinoma adenocarcinoma
P388 Murine leukemia leucemia
PC-3 Human prostate cancer organ
POVD  Human lung cancer organ
R323AC Rats adenocarcinoma adenocarcinoma
RB230 Mammary adenocarcinoma adenocarcinoma
RIF1  Fibrosarcoma fibroblast
SC1  Human squamous cell carcinoma carcinoma
SC2  Human squamous cell carcinoma carcinoma
SSK2  Murine fibrosarcoma fibroblast
V79  Chinese Hamster lung fibroblast fibroblast
Gf Mice griseofulvin-fed organ
Colo-26  Murine colon carcinoma carcinoma
CHO Chinese Hamster ovary organ
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8.6.2 Descriptors moleculars

Una vegada definida la quimioteca, cal decidir de quina manera les estructures dels seus elements
ens permetran relacionar-les amb seva localitzaci6 subcel-lular. La identificacié d’aquelles propietats
moleculars que poden influir en la definicié de la localitzacié subcel-lular dels FS és una de les tasques
més dificils i critica, doncs constitueix la descripcié matematica del problema, i de la qual en depen

I’exit del model de prediccié.

Traduccié delainformacié quimica S’entenen per descriptors moleculars al conjunt de totes aque-
lles eines matematiques que permeten extreure algun tipus d’'informacio ttil a partir d'una estructura
molecular. Aquesta informaci6 sovint esta relacionada amb parametres fisicoquimics, topologics o
geometrics; parametres que permeten, en ultima instancia, quantificar propietats quimiques dels
compostos en estudi. Mitjancant aquestes operacions, hom és capac de traduir aquesta informaci6

en un llenguatge intel-ligible per un ordinador.

En el cas concret de la localitzaci6 subcel-lular de FS tetrapirrolics, 'estudi de les dades experi-
mentals bibliografiques permet la identificacié de tres caracteristiques principals, relacionades direc-
tament amb I'estructura molecular d’aquests compostos: el balang hidrofobic, la distribucié de car-
regues i caracteristiques estructurals relacionades amb la mida del FS (apartat 8.5, pag.217). Aquesta
consideracio es troba, a més, recolzada per altres models estructura-localitzacié descrits en la biblio-

grafia.328

Mitjangant el programari MOE2007.0986 es calculen inicialment un total de 230 descriptors, que
no inclouen aquells basats en metodes semiempirics. Es comprova computacionalment que 1'op-
timitzaci6 de l'estructura dels FS realitzada amb MM difereix substancialment de I'obtinguda amb
QM, demostrant que els descriptors 3D podrien estar sotmesos a un error considerable (el temps de
calcul necessari per a I'optimitzacié ab initio de tots els FS pot esdevenir prohibitiu). S’opta, doncs,
per treballar tan sols amb aquells descriptors basats en la informacié derivada de la connectivitat i
la identitat de cadascun dels atoms de la molecula (i.e. 180 descriptors 2D). Tanmateix, només 128
d’ells es troben directament relacionats amb les tres caracteristiques anteriors i sén els que finalment

s’han utilitzat i mostrat en la figura 8.13.

Finalment, donat que la naturalesa de molts d’aquests descriptors és semblant, pot ser que al-
guns d’ells es trobin correlacionats. Per aquest motiu, mitjancant el programari Rapid Miner 5.1332 i
per tal d’evitar treballar amb informaci6 repetida, s’eliminen tots aquells descriptors que presenten
un coeficient de correlacié de Pearson superior a 0.9 (eliminant en cada cas, aquell descriptor que
presenta un major valor de correlacié respecte al global de descriptors). D’aquesta manera es redueix
el nombre de descriptors a 76, sense renunciar a la completa descripcié de I'espai quimic, figura 8.13.
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Figura 8.13: Esquema conceptual de la distribucié dels 76 descriptors moleculars calculats per al model de localitzacié sub-
cel-lular, segons les tres principals caracteristiques fisicoquimiques considerades.

Selecci6 de descriptors Emprar el maxim nombre de descriptors possibles no acostuma a ser una
bona estrategia per assegurar I'eficacia d'un meétode de prediccid; és més aviat al contrari, quant ma-
jor és el nombre de descriptors emprats més possibilitats hi ha que el model s’especialitzi tant durant
I'etapa d’aprenentatge, que no sigui capac d’interpretar les entrades que difereixen lleugerament de
les anteriors, procés que es coneix amb el nom d’overfirting.333 Per aquest motiu és aconsellable re-
duir la dimensi6 de I'espai quimic realitzant una selecci6é d’aquells descriptors més rellevants per a la
definici6 de la localitzaci6é subcel-lular dels FS.

Amb aquesta finalitat, s’ha valorat la utilitzacié de diferents algorismes de selecci6, per identi-
ficar aquell conjunt de descriptors que permeti discriminar més eficagcment els FS amb localitzaci6

mitocondrial i lisosomica.

1. Analisi de components principals (Principal Component Analysis, PCA). A grans trets, la PCA
(pag. 125) és una transformaci6 lineal que, aplicada sobre un conjunt de possibles variables
correlacionades, permet definir un reduit nombre de variables no correlacionades anomena-
des components principals (Principal Components, PC). Per realitzar la transformacié de les
variables sense perdre la informacié de 'espai quimic generat, la PCA aplica projeccions que
descriguin un determinat maxim de variancia (tipicament es fixa el percentatge de variancia

explicada entorn al 90%).

En aquestes condicions s’obtenen 11 PC, dins les quals el conjunt de la primera i la segona PC

presenta una variancia acumulada de prop del 50%. Aquesta situacio6 indica que els descriptors
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amb major pes dins d’aquest grup, mostraran segurament una forta influéncia sobre la defini-
ci6 de 'espai quimic. S’identifiquen aixi els 7 descriptors més rellevants segons la PCA, taula
8.4.

2. Forward Selection-Backward Elimination (FS-BE). Aquest métode combina dues estrategies
diferents per a la selecci6 de variables. El procés de seleccié pot tant avaluar I'efecte d’incor-
porar progressivament els diferents descriptors sobre una funci6 resposta (forward selection),
com comparar el resultat de la operacié contraria (backward elimination), on s’avalua la seva
eliminaci6.33* En tots els estudis s’ha realitzat la seleccio de descriptors seguint el sentit forward
de I'algorisme. La funci6 resposta necessaria per al’aplicacié d’aquest metode correspon a una
definicié de la bondat de la seleccié. En el cas concret de la classificacié dels FS, s’ha escollit
la capacitat de discernir correctament entre MIT, LIS i OTH utilitzant dos algorismes de clas-
sificacié: s’ha avaluat la correcta classificacié dels FS de DATA4 aplicant I'analisi discriminant
lineal (Linear Discriminant Analysis, LDA) i el metode k-Nearest Neighbors (k-NN).

Taula 8.4: Llistat dels descriptors seleccionats segons els diferents metodes emprats.

PCA | FS/LDA | FS/kkNN |
PEOE_VSA_FPPOS | BCUT_PEOE_3 PEOE_VSA-6
PEOE_VSA_FPOS BCUT_SMR_2 SMR
density FCharge SMR_VSA7

PEOE_VSA_FPOL dipole SlogP_VSA5

BCUT _SlogP_1 SlogP BCUT _SlogP_2

BCUT_PEOE_2 SMR_VSAO

BCUT_SMR_2 SMR_VSA3

Els resultats mostrats en la taula 8.4 posen de manifest la complexitat associada al procés de se-
lecci6 dels descriptors. Es comprova que la tria no és en absolut trivial, siné que segons el métode
utilitzat hom obté resultats poc comparables. Bo i que la bondat de cada conjunt front a la classi-
ficacié subcel-lular no es pot avaluar a priori, si que es pot discutir la seva adequacié amb la seva
naturalesa quimica, és a dir, estudiant la disposicié de cadascuna de les families de FS dins I'espai
quimic definit per cadascun dels conjunts de descriptors.

Malauradament, la dimensi6 dels espais de descriptors PCA, LDA i k-NN és superior a tres, de ma-
nera que tot esfor¢ que hom faci per imaginar-se la distribucié de cada FS en un espai tridimensional
resulta inttil. No conforme amb renunciar a la valuosa informaci6 que es podria arribar a extreure de
I'analisi grafica dels resultats, hom pot recérrer a métodes matematics i de data mining que permetin
projectar un espai n-dimensional sobre un de bidimensional. Per al’estudi dels FS s’han aplicat dues
tecniques de reducci6 de la dimensi6 sobre les dades de DATA4: la projecci6 sobre el pla 72 i els

Self-Organizing Maps.

* Projecci6 sobre s#?: Aquesta técnica permet visualitzar dades multidimensionals mitjangant
la seva projeccio sobre el pla complex. Aprofitant el model del disc de Poincaré,'% la distancia
hiperbolica entre cadascun dels punts és proporcional a la seva dissimilitud. La projecci6 es
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realitza optimitzant simultaniament les coordenades de tots els FS sobre el pla complex, mit-
jancant un algorisme geneétic i definint com a criteri de semblanca la distancia cosinus. En tots
els calculs realitzats s’ha considerat com a valor d’aturada un score de 0.05. La descripci6 de-
tallada de com s’ha realitzat la programaci6 i la implementacié d’aquesta tecnica es troba al

capitol 6, pag. 125.

* Self-Organizing Maps (SOM): Els SOM corresponen a algorismes basats en les xarxes neuronals
amb aprenentatge no supervisat, que permeten projectar dades sobre un pla bidimensional. A
diferencia del cas anterior, els SOM no es troben subjectes a una definicié de la semblanca

molecular i agrupen les dades segons els valors d’entrada (secci6 6.5, pag. 141).

La projeccié bidimensional de I'espai quimic sobre s#? permet evidenciar les diferéncies entre
cadascun dels tres conjunts de descriptors seleccionats. Des de punt de vista del tipus de FS, les mo-
lecules representades pels descriptors seleccionats mitjancant els metodes PCA i k-NN es disposen
de forma ordenada, agrupant-se per families, mentre que mitjan¢ant LDA adopten una configuraci6

més aleatoria (figura 8.14).

Cal remarcar que la relaci6 de semblan¢a mostrada per k-NN indica que les clorines i els feofor-
bids es consideren quimicament semblants i disten de les ftalocianines (més apartades), tenint com
a fil conductor a les porfirines, que es mostren les més versatils i s’estenen al llarg de tot I'espai qui-
mic definit per aquests tres macrocicles (de fet, les porfirines son els FS que presenten més varietat
estructural, la qual cosa explicaria la seva dispersi6). Pel que fa als porficens, esdevenen els elements

més diferents a la resta, localitzant-se majoritariament en un dels extrems del diagrama.

El conjunt de descriptors seleccionats per PCA mostren un comportament totalment diferent,
disposant els punts del seu espai quimic de forma circular, on les porfirines continuen estenent-se al
llarg de tot’espai perd amb una major tendencia a agrupar-se amb les ftalocianines més que amb les
clorines i feoforbids. Amb tot, sembla que els FS no porfirinics estiguin equidistants entre ells, figura
8.14.
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a) b)

c)

Figura 8.14: Representacio bidimensional sobre el disc de Poincaré dels conjunts de descriptors seleccionats mitjan¢ant PCA
(@), LDA (b) i k-NN (c). [e porficens,  porfirines, » ftalocianines, e clorines, o feoforbids]

Per altra banda, amb I'aplicaci6 dels SOM (calculats amb el programari Rapid Miner 5.1332) s’ob-
tenen uns resultats analegs al cas anterior. En els descriptors k-NN les clorines i feoforbids s’agrupen
enlapartsuperior de 'espai, lleugerament apartats de les ftalocianines, que sén les que s’acosten més
als porficens; les porfirines, amb tot, es troben repartides per tot I'espai, posant de manifest la seva
gran diversitat (figura 8.15(c)). Els descriptors LDA no permeten definir un clar patré de classificaci6
per grups. Finalment, els descriptors derivats de la PCA, la seva disposicié és modeélica, comparti-
mentant I'espai de forma clara per a cadascuna de les families; tanmateix, els porficens passen a ser
el punt de trobada d’ftalocianines, porfirines i feoforbids, figura 8.15.

232



8.6. TRACTAMENT COMPUTACIONAL

a) b)
N, \/ \
\
(\/’
pZ -
=\ .‘ ) /N
N /
s / o / \ P4
S D0° Rt
P ,‘\/‘ A Vg
\ V 4
c)

Figura 8.15: Self Organizing Map establerts sobre els conjunts de descriptors seleccionats mitjangant PCA (a), LDA (b) i k-NN
(c). [e porficens, e porfirines, » ftalocianines, e clorines, » feoforbids]

Bo i que aquests resultats soén orientatius, el sentit quimic faria pensar que sent els porficens
els tnics FS considerats que no contenen en la seva estructura el nucli porfirinic, haurien de ser
aquests els més dispars (apuntant a la conveniencia d’emprar els descriptors k-NN). Si bé es cert
que 'objectiu del model no és la classificacié per families siné la seva correlacié amb la localitzaci6é
subcel-lular, aquest no és un criteri determinant, pero si a tenir en compte. Segons aquest, tant la
selecci6 de descriptors efectuada mitjancant PCA com amb k-NN podrien esdevenir bons candidats
per establir el model de predicci6, mentre que el conjunt LDA podria definir incorrectament I'espai
quimic generat per la quimioteca DATA4.

Tenint en compte aquests resultats, s’'emplaca la determinacié del millor conjunt de descriptors
una vegada s’obtinguin resultats preliminars i es pugui realitzar una valoracié objectiva de la seva
capacitat de predicci6 de la localitzaci6é subcel-lular de FS.
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8.6.3 Model de predicci6 de la localitzacié mitocondrial i lisosomica

Havent trobat a la bibliografia que les xarxes neuronals artificials han estat ampliament aplicades en
I'estudi de problemes relacionats amb la localitzacié subcel-lular i la classificaci6 de biomolecules,
es decideix mantenir-les com a principals candidates per establir un model de prediccié, sense re-
nunciar definitivament a la resta de técniques. En el fons, 'obtencié d'un model lineal de predicci6é
facilitaria considerablement ’analisi dels resultats i la identificacié de les propietats caracteristiques
de cada localitzaci6 intracel-lular. Malauradament s’ha pogut comprovar experimentalment que no-
més el model obtingut aplicant ANN és capac de tractar correctament les dades de la quimioteca
creada a partir de dades bibliografiques.

Inicialment es planteja encarar la classificacié ternaria de les dades en mitocondri (MIT), liso-
somes (LIS) i altres organuls (OTH). Aquest objectiu esdevé especialment problematic d’assolir tant
amb ANN com amb altres algorismes de classificacié (arbres de decisi6 binaris i LDA). Diversos estu-
dis realitzats amb aquests meétodes (mitjancant diferents programaris) resulten en taxes de reconei-
xement maximes del 55% a causa de '’homogeneitzacié de les prediccions entorn a la classe predo-

minant.

En canvi, en un intent de portar a I’extrem la simplificaci6é del problema i realitzar una classifi-
caci6 binaria entre dos organuls (per exemple, discriminant tan sols MIT de LIS), la situacié millora
considerablement. Per aquest motiu, s’estudia la manera de simplificar el model de predicci6 glo-
bal a I'agrupaci6 i organitzacié de diferents processos de classificacié binaris que permetin obtenir

resultats ttils.

8.6.4 Arbres neuronals de decisio

La finalitat de prioritzar la correcta classificacié dels FS amb localitzacié preferent al mitocondri o als
lisosomes, radica en el fet que aquests s6n els dos organuls més rellevants des del punt de vista de
la PDT (apartat 8.4, pag.212), sent alhora els més poblats en la distribucié de les dades experimen-
tals bibliografiques. Per aquest motiu es planteja un model basat en un arbre de decisié, el criteri de
classificaci6 del qual es basi en el resultat d’'una xarxa neuronal classificatoria. Aquest esquema es co-
neix amb el nom d’arbres de xarxes neuronals (Neural Network Trees, NNTrees)33 i permet realitzar la
classificaci6 dels FS de forma seqiiencial (figura 8.16), reduint el procés a la concatenacié de diferents
classificacions binaries, ben definides, en forma d’etapes. Inicialment es defineix una primera etapa
on una ANN determina si el FS es localitza preferentment a MIT o LIS en comptes d’altres organuls
(Model A) i en cas afirmatiu, una segona ANN indica quin d’aquests dos organuls esdevé el desti final
més probable del FS (Model B), figura 8.16.
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MIT

LIS

OTH

Figura 8.16: Diagrama esquematic del model seqiiencial inicial basat en la metodologia NNTree.

Aquest plantejament fa possible I'tis de la base de dades DATA4 per a I'establiment d’ambdés
models, evitant d’aquesta manera les aproximacions introduides arrel dels problemes associats a re-

localitzacions, linia cel-lular i multiples localitzacions.

Parametres constitucionals de les xarxes

Larquitectura de cadascuna de les xarxes neuronals artificials incloses dins del model ha estat estu-
diada independentment i previa a 'adquisicié de resultats. Prenent com a punt de partida diferents
directrius empiriques proposades®? (com per exemple el test de p*), el nombre de capes i neurones
amagades han estat optimitzades en cada model (model A i model B), definint com a limits superiors
2 capes amagades i 8 neurones a cadascuna d’elles. Amb tot, la topologia es manté constant en tots
els casos i es fixa seguint I'esquema fully-connected.

Resultats preliminars permeten fixar altres parametres interns de I’algorisme: es defineixla funci6
sigmoidal com a funcié d’activacio i es manté el learning rate (n) entre 0.110.001, que garanteix un
bon balang entre velocitat i precisié del procés d’entrenament. Per la seva part, s'empra un procés
d’entrenament supervisat basat en 1’algorisme de back-propagation, on s’aplica una validacié interna
en forma d’split-half validation, per tal de millorar la capacitat de prediccié del model, que s’avalua
sobre una part de les dades inicials (que es reserven com a test set). Tant els pesos inicials com els
valors de bias s’assignen aleatoriament dins de l'interval [—0.5,0.5].

La capacitat de discernir entre la localitzacié mitocondrial i lisosomica és fonamental en el dis-
seny i desenvolupament del model de classificaci6 global. Per aquest motiu, es pren aquesta classifi-
caci6 per exemplificar la manera com es realitza I'optimitzacié de la topologia de la xarxa. El model
es crea a partir de la informaci6 descrita en les 45 dades de localitzacié MIT i LIS de DATA4 (d’aques-
tes, un 60% és utilitzat com a conjunt d’entrenament i els 18 FS restants com a conjunt de validaci6
externa).

La optimitzaci6 de la topologia de la ANN es realitza de forma seqiiencial, avaluant les diferents
combinacions que es poden generar en variar el nombre de neurones, entre 1i 8 en la primera capa
amagada i entre 0 i 8 en la segona (considerant tan sols les topologies amb un nombre parell de
neurones amagades). Aquest estudi es realitza pels tres conjunts de descriptors definits en I'apartat
anterior, fent possible identificar el millor d’ells alhora que optimitzar els parametres estructurals.
Aixi doncs, per a cada topologia s’han realitzat 30 repeticions del calcul mantenint n =0.01, i se n’ha

avaluat la capacitat de reconeixement i de prediccié. El diagrama de la figura 8.17 mostra el nombre
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de classificacions correctes —dels conjunts d’entrenament (en blau) i de prediccié (en verd)— del
millor model per a cada conjunt de descriptors i de topologia emprats.

A més, per tal d’avaluar la capacitat de generalitzacié a '’hora d’establir el model i estudiar la
seva dependéncia amb les dades inicials, es varia també la naturalesa de les dades d’entrenament.
Es defineixen un total de tres poblacions diferents: dues seleccions aleatories (randoml i random?2,
a la figura 8.17) comunes per a tots els conjunts de descriptors i una seleccié en diversitat. Mentre
que les dues seleccions aleatories sébn comunes per als tres conjunts de descriptors, la selecci6 en
diversitat sobre la quimioteca de 45 FS depén de cadascun d’ells, doncs se cerca aquell conjunt de
27 compostos més representatius de tota la poblacié segons uns descriptors concrets. La seleccié en
diversitat es realitza mitjancant els algorismes de cerca basats en algorismes genétics implementats
en el programari PRALINS,”! definint la distancia euclidiana entre descriptors com a mesura de la
dissimilitud molecular, utilitzant el metode d’encreuament fwo-point, la seleccié Roulette-Wheel i un

metode d’elitisme per evitar la homogeneitzacié prematura de la poblacié.

Diversitat Random1 Random?2 Diversitat Random1 Random?2

23 capa
0 2 4 6 8

[]

pca B >26 >16

S - PCA -

24 14

23 13

LDA 22 12
LDA —

21 11

20 10

19

k-NN B
18 k-NN 8| |

<18 <8

Figura 8.17: Resultats obtinguts per a la classificacié entre MIT i LIS segons el conjunt de descriptors i la topologia de la ANN
emprada. S’ha fixat a vuit el nombre maxim de neurones amagades en cadascuna de les capes amagades. Els resultats mos-
trats indiquen, segons l'escala de colors adjacent, el nombre de FS correctament classificats tan en el conjunt d’entrenament
(en blau, sobre un total de 27 FS) com en el de validacio externa (en verd, sobre 18 FS).

Els resultats obtinguts en l'estudi de les condicions de calcul demostren que els descriptors se-
leccionats amb el métode k-NN son els més estables, des del punt de vista de la dependencia del
model amb la identitat del conjunt d’entrenament, i presenten uns valors de prediccié més que ac-
ceptables. En canvi, els resultats amb els descriptors PCA es troben per sota del conjunt anterior,
mostrant potser un cert overfitting en les topologies amb major nombre de neurones, que podria ex-
plicar I’elevat reconeixement i la disminuci6 de la capacitat de prediccié. Tot i aixi, es comporta com
hom esperaria, mostrant millors resultats en la poblacié on s’ha realitzat la seleccié en diversitat, ja
que s’entrena el model amb els FS més representatius de tot el conjunt. Finalment, el conjunt LDA
mostra un comportament erratic que fa témer una baixa capacitat de generalitzaci6, tot i la seva ex-
traordinaria capacitat de prediccié mostrada en random?2, la qual contrasta amb els pobres resultats
de les altres dues poblacions.

Aquests resultats, juntament amb els obtinguts en la projecci6 dels diferents conjunts de descrip-
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tors sobre un espai bidimensional, porten a I'eleccié dels descriptors seleccionats mitjancant k-NN
per a ser els encarregats de generar el model de classificaci6 final, taula 8.5.

Taula 8.5: Definicio dels descriptors moleculars amb més rellevancia en la reduccié de l'espai quimic, mitjangant el metode
forward selection amb l'algorisme k-NN.

Nom del descriptor  Definici6

PEOE_VSA-6 Suma de les arees atomiques associades a la superficie de van der Waals, on les carregues atomi-

ques parcials (calculades emprant el métode PEOE336) s6n menors que —0.30.

SMR Refractivitat molar. Combina la mida del sistema molecular amb la seva polaritzabilitat!"!

SMR_VSA7 Suma de les subdivisions de les arees atomiques on SMR és major a 0.56. La informacié obtingu-
da de SMR es combina amb I'area de la superficie molecular

SlogP_VSA5 Suma de les subdivisions de les arees atomiques on la contribucié atomica al logP es troba entre
(0.15,0.20]. D’aquesta manera es posa en contraposici6 la mida de la molécula i la seva hidrofo-
bicitat.

BCUT _SlogP_2 Valors propis de la matriu d’adjacencia modificada®¥” on els elements de la diagonal principal

prenen el valor de la contribuci6 atomica de logP.!"

Pel que fa a la topologia, els resultats anteriors ressalten la necessitat d’emprar dues capes ama-
gades amb un minim de quatre neurones cadascuna d’elles. D’altra banda, també apunten a la pos-
sibilitat d’haver d’afinar el valor de 1) a utilitzar en aquells casos amb un major nombre neurones, a fi

d’evitar I'overfitting.

Identificacio de la localitzacié mitocondrial/lisosomica (Model A)

La divisi6 del model de classificacié en dos models binaris suposa modificar, de nou, la distribucié de
les dades del training set. En el cas del model A, I'agrupament de les classes MIT i LIS produeix una
nova classe (M&L) amb 45 membres, un nombre de FS molt superior als 16 FS de la classe OTH. Un
conjunt d’aquestes dades se separa per formar el grup de validacié externa (test set), permetent a les

restant entrar dins del procés d’entrenament.

Lestabliment del conjunt d’entrenament es troba altament condicionat pel conjunt OTH doncs
és el menys poblat i el que, per tant, en dictaminara la mida, contribuint-hi amb 10 FS. Per tal d’asse-
gurar que aquests FS siguin representatius de tots els membres de la classe OTH, se seleccionen per
mitja d’'una selecci6 en diversitat utilitzant el programari PRALINS,”! emprant un algorisme genetic
com a meétode de seleccid i la distancia Euclidea —definida dins de ’espai dels 5 descriptors k-NN—
com a mesura de la semblanca quimica entre molecules. D’altra banda, per tal de mantenir el trai-
ning set equilibrat en ambdues classes, s’hiinclou el 33% dels membres de la classe M&L, seleccionats
aleatoriament. La distribucio final de les dades es presenta a la taula 8.6.
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Taula 8.6: Distribucio de les dades dins del conjunt d’'entrenament en el model A de localitzacio.

Grup M&L OTH Total
Training set 15 10 25
Test set 30 6 36
Total 45 16 61

Seguint les directrius exposades en la tasca d’optimitzacié dels parametres estructurals, un pro-
cés seqiiencial de prova i ajust permet identificar progressivament el nombre 0ptim de neurones en
en cada una de les dues capes amagades (6 i 4, respectivament) i finalment el valor de n (0.01). S’en-
registren cinquanta intents de classificaci6 de les dades amb els parametres optims per tal d’obtenir
el millor model de classificaci6, el qual mostra una capacitat de reconeixement del 96% i un 89% de

prediccid, i presenta les matrius de confusié corresponents a la taula 8.7.

Taula 8.7: Matrius de confusié dels conjunts d’entrenament (a) i de validacié externa (b) obtingudes en el model A de localit-
zacio.

a) b)
Prediccié Prediccié
M&L OTH M&L OTH
Bibliograf M&L 15 0 Bibliograf M&L 27
ibliografic ibliografic
& OTH 1 8 g OTH 1

Cal remarcar que els tres FS que esdevenen falsos positius de la localitzacié OTH sén les porfirines
$47, S48 i S55 que, sorprenentment, corresponen a les tiniques porfirines que cauen dins de I'espai
ocupat per clorines i feoforbids en la representacié sobre el pla 2, figura 8.14. La mala predicci6
de S55 s’atribueix a la presencia de ’atom de luteci. Des del punt de vista estructural, s’observa que
els compostos S47 i $48 s6n derivats tioporfirinics (en els quals els nitrogens de les posicions 21 i 23
s’han substituit per sofres). Si bé la preséncia de sofres dins de I’estructura molecular de les cadenes
laterals no suposa un problema, la seva presencia dins del core, si que sembla afectar significativa-

ment (probablement degut a la manca de FS representatius en el conjunt d’entrenament).

La inclusi6é d’un dels derivat tioporfirinics dins del conjunt d’entrenament (intercanviant S81 per
$47, a fi de mantenir el nombre de FS descrit en la taula 8.6), i mantenint els mateixos parametres
estructurals, no permet millorar els resultats globals anteriors: bo i que el reconeixement augmenta
fins al 100%, la capacitat de predicci6 resta al 81%. Per aquest motiu, i tot i que la seva incorporaci6
permet classificar correctament el seu congenere $48, la seva incorporacié no justifica el canvi de
model. Per tant, s’'identifica la preséncia de sofres a I'interior del nucli porfirinic com una possible
limitacié del model de predicci6, fet que es pot avaluar a priori emprant la projecci6 sobre 5#2.
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Assignaci6 de la localitzacié mitocondrial/lisosomica (Model B)

Les classes MIT i LIS mostren, ja d’entrada, una distribuci6 ben balancejada, permetent equilibrar el
nombre de FS associats al training set i al test set, i seleccionar els dos conjunts aleatdoriament, taula
8.8.

Taula 8.8: Distribucio de les dades dins del training set en el model B de localitzacio.

Grup LIS MIT Total
Training set 12 15 27
Test set 7 11 18
Total 19 26 45

Els parametres estructurals optims per a ’ANN es defineixen de la mateixa manera que en el cas
anterior. El millor model s’obté emprant una topologia 5-6-4-2 i un learning rate de 0.01, el qual
presenta unes taxes de reconeixement i prediccié del 89%, corresponents als resultats mostrats en la
taula 8.9. Donada la importancia del mitocondri, cal destacar I’absencia de falsos negatius en I’adju-
dicaci6 de la classe MIT. Per altra banda, els falsos positius corresponen als compostos §79, $85, S90
del conjunt d’entrenament i $27, S81 del conjunt de validacié. Si bé no s’identifica un motiu clar que
expliqui el comportament del model front a $27 i $90, 1a mala assignacio6 de S79 (atribuible a la man-
ca de FS de caracteristiques estructurals semblants) i $85 (inic compost del conjunt d’entrenament
coordinat amb estany), poden explicar el resultat obtingut per a S81.

Taula 8.9: Matrius de confusié dels conjunts d’entrenament (a) i de validacio externa (b) obtingudes en el model B de localit-
zacio.

a) b)
Prediccié Prediccié
LIS MIT LIS MIT
Bibliogray] LIS 9 3 Bibiiograf LIS 5 2
ibliografic ibliografic
g MIT 0 15 g MIT 0 11

Els resultats globals d’ambdues etapes del model de decisi6 NNTree es mostren en la taula 8.10.

Taula 8.10: Comparacié dels resultats obtinguts en els models de prediccio binaris per a la localitzacié subcel-lular.

Model Topologia n % reconeixement % predicci6
A. Identificaci6 M&L 5-6-4-2 0.01 96 89
B. Assignacié MIT i LIS 5-6-4-2 0.01 89 89

Comparaci6 entre els diferents esquemes

L'esquema seqiiencial proposat anteriorment no és I'tinic que es pot definir per a la classificaci6 ter-
naria de MIT, LIS i OTH. De fet, és possible agrupar les classes de tres maneres diferents, figura 8.18.
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Tot i que 'esquema 1 acabat d’analitzar, resulta el més intuitiu des del punt de vista conceptual, ja
que primer discrimina els FS pertanyents a OTH i deixa per després la classificacié concreta entre LIS

i MIT, es repeteix I’estudi anterior per la resta de possibilitats (esquema 21 3).

MIT MIT LIS
Model B Model B Model B
LIS OTH OTH
Model A Model A
OTH LIS MIT
a) Esquema 1 b) Esquema 2 c) Esquema 3

Figura 8.18: Diagrama esquematic dels tres models que es poden plantejar segons la metodologia NNTrees proposada.

Tant les condicions estructurals definides en I'esquema 1 com la metodologia emprada per iden-
tificar el millor model de classificacié es mantenen en els dos nous estudis (i.e. topologia, n, etc.). A

la taula 8.11 es mostra la capacitat de reconeixement i de predicci6 pels tres esquemes possibles.

Taula 8.11: Comparacio de la capacitat de reconeixement i de prediccio entre les diferents esquemes proposats.

Esquema
MoDEL  Procés 1 2 3
A Reconeixement 96% 100% 89%
Prediccié 89% 7% 67%
B Reconeixement 89% 100% 86%

Prediccié 89% 2% 87%

Tal i com es pot observar, 'esquema considerat inicialment (esquema 1) és el que permet obtenir
millors resultats de prediccié en ambdues etapes, i per tant, esdevé el model escollit com a definitiu
per alaidentificacié de FS tetrapirrolics que presentin localitzacié subcel-lular preferent mitocondrial

o lisosomica.

Discussio dels resultats

Donat que els FS definits en el conjunt d’entrenament d’ambdés models sén diferents, cal estudi-
ar 'eficacia del model de classificaci6 global de forma independent sobre el conjunt dels 61 FS de
DATAA. Si s'introdueixen tots els membres d’aquesta quimioteca en I'NNTree de decisi6, format per
'aplicaci6 seqiiencial dels models A i B anteriors, s'obté una capacitat de classificacié del 84% i la

matriu de classificacié corresponent a la taula 8.12.
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Taula 8.12: Matriu de classificacié obtinguda en l'aplicacié del model global sobre el conjunt de dades DATA4.

Prediccio
LIS MIT OTH

LIS 14 5 0
Bibliografic ~ MIT 0 23 3
OTH 0 2 14

Cal remarcar que la pérdua de candidats a localitzar-se preferentment a MIT o LIS és molt més
indesitjable que no pas la mala classificacié de FS amb una altra localitzaci6. Aquesta puntualitzaci6
és necessaria per adonar-se que el model de predicci6 global mostra tan sols tres falsos positius en la
classificacié de OTH (que representa menys d'un 5% de la quimioteca DATA4), evitant aixi la perdua
de FS amb les localitzacions d’interes i esdevenint especialment 1itil per 'enriquiment de seleccions
de FS amb localitzaci6é mitocondrial o lisosomica.

En una segona etapa es desitja estudiar com es comporta el model de classificaci6é en preséncia
de dades sense cribrar. Per aquest motiu, es recuperen aquells FS que presentaven més d’'una loca-
litzaci6 cel-lular —bé fos degut a processos de relocalitzaci6, dependéncia amb la linia cel-lular i/o
a I'exhibici6é de patrons de localitzacié multiples— i havien estat exclosos inicialment del conjunt
DATA4. El conjunt d’aquests 43 FS (no s’'inclouen els agregats ni els que no disposen d’estructura

coneguda) es divideix en quatre grups diferents:

/) FS que poden presentar tant localitzaci6 mitocondrial com lisosomica, exclusivament o en

combinacié amb altres organuls (12 ES).

2B) FS que presenten localitzacié inicament mitocondrial o lisosomica, juntament amb colocalit-
zaci6 amb altres organuls o dependent de la linia cel-lular, perd en qualsevol cas, sense patir
relocalitzacié (10 MIT + 5 LIS FS).

6) FS en la mateixa situaci6 que els pertanyents a 98, pero que pateixen relocalitzaci6 (11 FS).

9) FES que pateixen relocalitzaci6 entre els diferents membres de la classe OTH o diferents patrons
de localitzacié segons la linia cel-lular. En tot cas, els FS d’aquest grup no presenten en cap cas
localitzacié mitocondrial ni lisosomica (5 FS).

En ser presentats al model de classificaci6, tots els membres del grup .</ excepte dos (que repre-
senten un 15%), es classifiquen com a FS de la classe M&L. Aquest resultat es troba d’acord amb la
baixa preséncia de falsos positius obtinguda en I'establiment del model A (taula 8.12) i amb el fet que
el model sigui capac d’evitar la perdua d’individus amb localitzacié M&L, fins i tot quan aquests es
troben sotmesos a alguns dels problemes comentats anteriorment. De fet, les dues molécules que no
superarien el cribratge del model A corresponen als FS S86 i $97, la localitzacié dels quals inclou, a
més de LIS i MIT, altres organuls cel-lulars. Tot i que en aquest grup de FS no es pot avaluar 'eficacia
del model B de predicci6, si que s’evidencia, ara en molecules que presenten localitzacié mitocon-
drial i lisosdmica indistintament, la tendéncia del model a afavorir la classificacié dins la classe MIT.

Aquest comportament, ja demostrat en el procés d’entrenament (veure taula 8.9, pag. 239), suposa
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Taula 8.13: Recull de les prediccions individuals per a cadascun dels FS inclosos dins DATA4 segons el model A (Mod.A) i el
model B (Mod.B). S'adjunta també la prediccié global realitzada per NNTree (Pred.) i el resultat esperat bibliograficament
(Bibliog.).

id Mod.A Mod.B Pred. Bibliog. id Mod.A Mod.B Pred. Bibliog.
S2 OTH N/A OTH OTH S65 M&L LIS* LIS LIS
S3 OTH* N/A OTH OTH S67 M&L MIT* MIT MIT
S4 OTH* N/A OTH OTH S68 M&L*  MIT MIT MIT
S6 OTH* N/A OTH OTH S71 M&L MIT* MIT MIT
S7 M&L LIS* LIS LIS S72 M&L MIT* MIT MIT
S8 M&L MIT MIT LIS S73 M&L*  MIT MIT MIT
S9 M&L*  LIS* LIS LIS S74 M&L MIT MIT MIT
S12 M&L*  MIT* MIT MIT S75 M&L MIT* MIT MIT
S13  M&L MIT* MIT MIT S78 OTH N/A OTH OTH
S17 OTH* N/A OTH OTH S79 M&L*  MIT* MIT LIS
S18 M&L MIT* MIT MIT S80 OTH* N/A OTH OTH
S19 M&L* MIT* MIT MIT S81 M&L*  MIT MIT LIS
S21 OTH N/A OTH OTH S82 M&L*  LIS* LIS LIS
§$22 M&L*  MIT* MIT MIT S83 OTH* N/A OTH OTH
S$25 OTH N/A OTH OTH S85 M&L MIT* MIT LIS
S$26 M&L MIT* MIT MIT S88 M&L* N/A OTH OTH
S27 M&L MIT MIT LIS S90 M&L MIT* MIT LIS
S29 OTH N/A OTH OTH S91 M&L MIT MIT MIT
S$33 M&L*  MIT* MIT MIT S92 M&L MIT MIT MIT
S34 M&L MIT* MIT MIT S93 M&L MIT* MIT MIT
S36 OTH* N/A OTH OTH S94 M&L MIT* MIT MIT
S37 M&L* LIS LIS LIS S95 M&L*  MIT MIT MIT
S$38 oOTH MIT OTH MIT S98 OTH* N/A OTH OTH
S47 OTH MIT OTH MIT S99 M&L*  MIT MIT MIT
S48 OTH MIT* OTH MIT S100 M&L MIT MIT MIT
S51 M&L*  LIS* LIS LIS S103 M&L MIT MIT MIT
S52 M&L LIS* LIS LIS S104 M&L LIS LIS LIS
S55 M&L LIS* LIS LIS S106 M&L LIS LIS LIS
S56 M&L LIS* LIS LIS S$108 M&L*  LIS* LIS LIS
S57 M&L LIS LIS LIS S110 OTH N/A OTH OTH

§59 OTH N/A OTH OTH *: FS inclosos dins el conjunt d’entrenament

N/A : FS no utilitzats en I'’establiment del model
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d’altra banda un gran avantatge pel que fa a la determinaci6 de FS amb localitzacié lisosomica, doncs
I'assignacié d’aquesta classe té una fiabilitat molt elevada.

Tot i que I'avaluaci6 dels FS de 8 i ¢ no permet discutir directament la bondat de cap dels dos
models, doncs hi pertanyen FS que tant podrien superar la primera etapa de cribratge com no. Tan-
mateix, poden emprar-se per avaluar la utilitat del model, en ’enriquiment de seleccions de FS (se-
gons les localitzacions d’interes), quan aquests s6n susceptibles de presentar diferents patrons en la
distribucié intracel-lular. En aquest sentit, els FS del conjunt 9 demostren una clara capacitat d’enri-
quiment, fent que tan sols dos del FS que presenten localitzacié mitocondrial en certes ocasions (S20
i §89) s’assignin a altres localitzacions intracel-lulars (OTH). Aquest comportament es troba d’acord
amb els resultats obtinguts tant en el conjunt d’entrenament i validacié, com sobre els FS del conjunt
.«/ pel que fa al model A. D’altra banda, el model per a distingir entre la localitzacié mitocondrial i
lisosomica (model B) presenta falsos negatius de LIS de la ma dels FS 850 i S$70 (amb localitzacions

mitocondrials que pateixen relocalitzacié a RE i AG respectivament).

Per altra part, els FS amb un patré de localitzacié similar a aquests perd que presenten una clara
relocalitzaci6 (%), no son tractats correctament pel model de predicci6, taula 8.14. Es posa en evi-

dencia una segona limitacié del model NNTree referent als FS amb aquest tipus de comportament.

Taula 8.14: Prediccions del model NNTree (Pred.) pels 43 FS descartats inicialment (id), que presenten diferents patrons de
localitzacio segons els conjunts </ -2 (Grup). S'inclou també la informacio descrita bibliograficament (Bibliog.) referent a la
seva localitzacio intracel-lular.

id Grup Pred. Bibliog. id Grup Pred. Bibliog.
S1 .of LIS RE(MIT), MIT, LIS S66 B MIT MIT, AG
S5 .o LIS LIS(MIT),MIT S69 B MIT MIT, AG
S10 .o LIS MIT, LIS, AG S70 B LIS MIT, AG
S11 .o MIT MIT, LIS, AG S87 B MIT MIT, MC
S24 .of MIT MIT(LIS), DIF S89 B OTH MEM, MC
S30 .of MIT MIT(LIS) S23 € LIS DIF(LIS), LIS
S32 .o MIT MIT(LIS) S31 € MIT DIF(LIS)
S62 .of MIT MC, MIT, RE, AG S40 € MIT DIF(LIS)
S84 .o MIT LIS, MIT, DIF S41 € OTH LIS(MC)
S86 .of OTH AG, MC, MIT, LIS, DIF, RE S43 € OTH LIS(MC)
S96 .of MIT MIT, LIS, RE S44 € OTH LIS, LIS(DIF)
S97 N OTH MEM, LIS, MIT S45 € OTH LIS(NUC), NUC, DIF
S101 .o MIT MIT, LIS S61 € MIT AG, AG(MIT)
S14 B LIS LIS, DIF S63 € LIS LIS(DIF)
S20 B OTH MIT, RE S64 € LIS LIS(NUC)
S28 B MIT DIE LIS S76 € MIT LIS(NUC)
S39 B MIT DIE LIS S35 7 OTH LIS, NUC, MC
S$49 B MIT RE, MIT S$42 7 MIT MEM, DIF
S50 B LIS RE, MIT S46 P LIS AG(RE), DIF(MC)
S53 B MIT RE, MIT S60 7 OTH DIF, MC
S54 B MIT MIT, MC S77 7 OTH AG(DIF)
S58 B LIS LIS, MEM, DIF

() : localitzaci6 secundaria deguda a relocalitzacié
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Finalment, tres dels cinc FS pertanyents al grup 2 sén classificats correctament com compostos
amb localitzacions diferents a la mitocondrial o lisosomica, excepte S42 i $46.

De tots els conjunts avaluats, ¥ és I'tinic que conté una sola classe de localitzaci6. En un intent
d’aprofitar la informacié continguda en aquest conjunt de FS i amb la intenci6é d’adaptar el model
de predicci6 a diferents patrons de localitzaci6, s’estudia la inclusié de 2 dins la quimioteca DATA4
en el procés d’entrenament i validacié del model A de prediccié. Els resultats obtinguts en I'entrena-
ment d’'una ANN 5-6-4-2, definint un 1 de 0.01 i descrivint I'espai per mitja dels descriptors k-NN,
permeten assolir un nivell de reconeixement del 92% sobre un conjunt d’entrenament de 37 FS es-
collits aleatoriament i una capacitat de prediccié del 90%. Tot i I'aparent millora obtinguda en la
capacitat de classificacié de la primera etapa de NNTree, en aquest cas els falsos positius assignats
a OTH (87 i S79) no presenten aparentment cap caracteristica estructural que justifiqui la seva mala
classificaci6. A més, si hom avalua la capacitat de classificaci6 del model A, no només sobre els FS
d’entrenament siné sobre el conjunt de les 110 molécules de la quimioteca inicial (és a dir, tenint
en compte basicament .¢f, que és el conjunt ideal per criticar el model A), es perd sensiblement la
capacitat d’enriquiment comentada per .«/, passant d'un 85% de ben classificats a un 75%. La in-
corporacié de molecules amb multiples localitzacions, dependéncia cel-lular i relocalitzacié (entre
organuls diferents a MIT i LIS) dins de la classe OTH, sembla ajudar a que aquesta tltima adquireixi
una definici6 més amplia, podent-se adjudicar un ventall més ampli de FS. Per tant, no es considera
adequat modificar el model inicial, que tot i les limitacions posades en evidéncia, defineix un ventall
d’aplicabilitat ben delimitat dins del qual els resultats obtinguts sén coherents amb les observacions

experimentals.

El fet que la incorporacié6 de FS amb patrons de localitzacié multiple o amb relocalitzacié dins del
conjunt d’entrenament no permetin millorar significativament la generalitzacié del model, recolza
la idea (ja posada de manifest anteriorment) que tal vegada I'espai quimic definit pels descriptors
emprats és sensible a aquest tipus de comportament. Aixo podria significar poder identificar aquells
FS amb una possible tendéncia a mostrar aquestes situacions. Si fos aixi, la projecci6 sobre s#2 del
conjunt global de FS, colorats segons el seu patré de localitzaci6, hauria de permetre corroborar-ho.
La figura 8.19 mostra el resultat de la projecci6, en la qual es pot observar que els FS amb multiples
localitzacions (de color groc al grafic) tendeixen a situar-se clarament a un extrem del ntivol de punts.
Tanmateix, aquest conjunt es troba integrat dins del global de les dades, de manera que només es pot

parlar de tendéncia i no es pot emprar directament com a criteri discriminant.
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Figura 8.19: Projeccié sobre 52 de l'espai quimic definit pels 110 FS de la quimioteca inicial. [e no problematics,  reloca-
litzacio, » relocalitzacié amb dependéncia de la linia cel-lular, o dependéncia de la linia cel-lular, - multiples localitzacions
amb dependencia de la linia cel-lular, - miiltiples localitzacions, e combinacio dels tres factors]

Donada la complexitat associada a les dades bibliografiques i a I'evitable dispersi6 de resultats
experimentals entorn a la localitzacié subcel-lular de FS, les taxes de classificacié obtingudes en el
model anterior es consideren acceptables per a la seva finalitat. De fet, es troben per sobre de la
capacitat de prediccio dels tltims models de localitzaci6 en proteines.3??2 A més, donat un conjunt de
FS, el model de classificaci6 permet orientar i millorar la seleccié d’aquells individus amb localitzaci6
mitocondrial o lisosomica, augmentant el seu factor d’enriquiment. Actualment (setembre 2011)

s’esta treballant en la publicacié dels resultats d’aquests estudis.

8.6.5 Comparacié amb altres models bibliografics

Al laboratori de Disseny Molecular del GEM s’havia proposat amb anterioritat un model de predic-
ci6 de la localitzaci6 subcel-lular de derivats porficenics basat en el valor del coeficient de particié
octanol/aigua (logP)!3? calculat a nivell semiempiric AM1 mitjangant el programari Gamesol.!4>

Es conegut que la hidrofobicitat, expressada com el coeficient de partici6 octanol/aigua (logP),
esdevé normalment un parametre fonamental per a I’establiment de models QSAR i QSPR de predic-
ci6 de diferents families de FS.17%195,197,199,200,211,239,338 A még, el logP esta implicat tant en el procés
d’uptake com en el transport intracel-lular.3?6 Per aquest motiu no sorprén que aquest parametre
pugui trobar-se correlacionat amb la localitzacié subcel-lular de diferents FS.173,179,291,298,306,338,339
Estudis recents han demostrat la possibilitat de correlacionar qualitativament la localitzaci6 de son-
des fluorescents?6:328 j de bacterioclorines3%* amb el valor de logP calculat computacionalment.

Concretament, 1'aproximacié realitzada en treballs anteriors al GEM, es trobava recolzada per

models bibliografics, establerts sobre sondes fluorescents, que associen la distribuci6 intracel-lular a
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la permeabilitat dels compostos organics front els diferents organuls membranosos3°® (mitocondri,
membrana citoplasmatica, nucli i aparell de Golgi).

Des del punt de vista del model NNTree, aquesta informacié queda codificada tan sols en les
classes MIT i OTH, deixant deserta la corresponent a la localitzaci6 lisosomica. Tot i aixi, es desitja
estudiar la viabilitat d’emprar el criteri basat en el valor de logP en la prediccié de la localitzaci6 de
fotosensibilitzadors tetrapirrolics al mitocondri o com a complement del model NNTree establert.
Donat que durant el seu establiment no es disposava de dades experimentals, el primer pas a realit-
zar consisteix en validar el model basat en logP. S’utilitza la informacié pertanyent a la quimioteca
DATA4 per avaluar la capacitat d’aquest model d’identificar els FS que presentin preferentment una
localitzacié mitocondrial (els quals, segons ell, haurien de presentar un valor de logP compres entre
0i5).

Aix0 suposa haver de determinar, de forma aproximada, el valor del logP de tots els FS de la base
de dades in silico, i malauradament no existeix una iinica manera de fer-ho. Degut a la necessitat de
disposar una manera fiable de predir computacionalment la hidrofobicitat dels FS tetrapirrolics (per
aquesta i per altres finalitats), es va avaluar I'Gs de diferents metodes de prediccié d’aquest parametre
(I'estudi complet es recull a 'apartat 7.4). Serveixi només de conclusid, que les millors metodologi-
es provades per la prediccio del logP de FS tetrapirrolics han estat ALOGPs34? i COSMOFrag.?4! La
facil disponibilitat del primer algorisme ha fet que s’acabi utilitzant ALOGPs per la comparaci6 dels

metodes de prediccié de localitzacié subcel-lular.

Calculant el valor de logP mitjancant el métode ALOGPs per tots els FS continguts dins DATA4,
s’assigna la localitzacié preferent de cada FS segons el criteri establert anteriorment sobre el valor
del logP (és a dir, es considera que un FS presentara localitzacié mitocondrial cas que 0<logP<5).
Els valors obtinguts per a cadascun dels FS es mostren en la taula 8.15 (pag. 247), juntament amb
la prediccié de la localitzacié que s’extreu d’ells quan aquesta és mitocondrial (en cas contrari no
s’assigna cap classe) i la descripci6 bibliografica.
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Taula 8.15: Valors de logP calculats amb el programari ALOGPs3% per als FS inclosos dins de la quimioteca DATA4 i les
prediccions de localitzacio derivades d’ells.

id logP Pred. Bibliog. id logP  Pred. Bibliog. id logP Pred. Bibliog.

S2 732 — OTH S37 9.05 — LIS S81 114 MIT LIS
S3  6.05 — OTH S38 7.08 — MIT §$82 251 MIT LIS
S4 749 — OTH S47 8.04 — MIT §$83 127 MIT OTH
S6 645 — OTH S48 747 — MIT S85 460 MIT LIS
S7 8.8 — LIS S51 382 MIT LIS $88 233 MIT OTH
S8 553 — LIS §$52 321 MIT LIS S90 5.98 — LIS
S9 617 — LIS $55 -05 — LIS S91 515 — MIT
S12 6.25 — MIT S56 -0.32 — LIS S92 537 — MIT
S13 9.4 — MIT S57 -0.07 — LIS S93 5.9 — MIT
S17 116 MIT OTH S59 8.02 — OTH S94 6.34 — MIT
S18 4.08 MIT MIT S65 035 MIT LIS S95 6.57 — MIT
S19 551 — MIT S67 0.75 MIT MIT S98 +6.14 — OTH
S21 487 MIT OTH S68 -0.16 — MIT S99 +6.19 — MIT
S22  5.07 — MIT S71 037 MIT MIT S100 +6.76 — MIT
S25 3.58 MIT OTH §$72 169 MIT MIT S103 7.30 — MIT
S26 3.94 MIT MIT S73  -0.03 — MIT S104 758 — LIS
S27 6.46 — LIS S74 206 MIT MIT S106 7.98 — LIS
S29 457 MIT OTH S75 047 MIT MIT S108 8.27 — LIS
S33 4.07 MIT MIT §$78 410 MIT OTH S110 5.44 — OTH
S34 346 MIT MIT S79 755 — LIS

S36 0.77 MIT OTH S80 065 MIT OTH

A partir d’aquests resultats es pot calcular la capacitat de classificar correctament els FS mitocon-
drials, la qual se situa entorn el 48%, mostrant un 24% de falsos positius (el model prediu localitzaci6é

mitocondrial quan no és aixi) i un 28% de falsos negatius (la situaci6é oposada).

Aixi doncs, es posa de manifest que el model basat en un tinic descriptor de la lipofilia molecular,
no s’ajusta a les caracteristiques que requereixen els FS tetrapirrolics, i recolza la consideracio realit-
zada inicialment que la naturalesa dels FS és critica en I'establiment del model, fent que un model
elaborat mitjancant sondes fluorescents pugui no ser generalitzable a altres families de compostos.
També al revés, un model de predicci6 subcel-lular de FS tetrapirrolics podria no ser extrapolable a

altres sistemes moleculars.

Per estudiar aquesta ultima situaci6 i avaluar fins a quin punt el model NNTree esdevé generalit-
zable a altres families de compostos, s’aprofiten les dades experimentals de localitzacié publicades
en un dels estudis que proposaren el model basat en logP.3% Sobre elles es realitza la mateixa analisi
que en el cas anterior, és a dir, avaluar la capacitat de discriminar els compostos que es localitzen al

mitocondri dels que no.

Lavaluacié de 31 colorants (que entrarien en les anomenades small molecules) dins del model de
predicci6 establert pels FS ha donat com a resultat taxes de reconeixement notablement inferiors a

les esperades, mostrant gairebé una homogeneitzacié entorn la classe OTH.
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Taula 8.16: Resultats obtinguts en l'aplicacio del model NNTree sobre un conjunt de colorants de localitzacié subcel-lular
coneguda.’%

Nom logP* Pred. Bibliog. Nom logP* Pred. Bibliog.
Acridine orange -0.7 LIS — Methylene green -0.8  MIT —
Acridine yellow G -1.3  OTH — Neutral red -1.0 OTH —
Acriflavine -25 OTH — New fuchsin 0.5 OTH —
5-aminoacridine 0.0 OTH — Night blue 6.3 OTH —
Astrazone red 6B 1.8 OTH MIT Nile blue -34 OTH —
Auramine O -1.3  OTH — Nuclear yellow -0.8 OTH —
Brilliant cresyl blue -1.6  OTH — Orcein 1.0 OTH MIT
Coriphosphine O -2.3  OTH — Propinium iodide -09 OTH —
Ethidium bromide -1.3 LIS — Quinacrine 1.3 OTH MIT
Euchrysine -0.6 OTH — Rhodamine B 04 OTH MIT
Janus black 27 OTH MIT Rhodamine 3B 1.0 OTH MIT
Janus green B 40 OTH MIT Rhodamine 6G 3.5 OTH MIT
Janus red B 2.2 MIT MIT Safranin O 04 OTH MIT
Methyl violet 2B 0.5 MIT — Thioflavine T 1.9 OTH —
Methylene blue -09 MIT — Thionin -2.1  OTH —
Toluidine blue O -0.9 OTH —

*: valor de logP bibliografic

Es comprova d’aquesta manera que el model de prediccié de la localitzacié subcel-lular de FS en
MIT, LIS i OTH no és extrapolable a altres tipus de sistemes moleculars, de la mateixa manera que
el model basat en el valor del logP per a small molecules no ho és per a FS tetrapirrolics. Encara
que no ho sigui el model, la metodologia NNTree emprada si que és generalitzable; s’ha comprovat
que 'entrenament mitjancant el conjunt de 31 colorants, permet obtenir millors classificacions per

aquest tipus de molecules.

8.7 Resum

S’ha establert un model matematic per predir la localitzacié subcel-lular de FS tetrapirrolics. De-
gut a les dificultats trobades a I’hora d’obtenir un model determinista, el problema s’ha redefinit com
un arbre de decisié binari basat en xarxes neuronals que permet identificar aquells FS amb loca-
litzaci6 mitocondrial i/o lisosomica de la resta, classificant-los posteriorment en un d’aquests dos
organuls mitjancant una segona etapa.

Les xarxes neuronals artificials han demostrat ser uns excel-lents algorismes per realitzar classifi-
cacions binaries. L'aplicaci6 seqiiencial dels models binaris obtinguts permeten obtenir un metode
per distingir els FS localitzats en dos dels organuls més importants, tant des del punt de vista farma-
ceutic com de la PDT: el mitocondri i els lisosomes.

Els models de predicci6 estructura-localitzacio6 resulten ser extremadament dependents de la fa-
milia de compostos definida en el procés d’entrenament. Per aquest motiu, el model de predicci6é
proposat és valid tan sols per a FS tetrapirrolics. S’ha identificat la preséncia d’atoms de sofre en el

248



8.7. RESUM

nucli porfirinic com una possible limitacié del model, de manera que es recomana precauci6 a’hora
d’avaluar tioporfirines.

L'abséncia de falsos negatius en la identificacié dels FS amb localitzacié preferent en algun d’a-
quests dos organuls, combinada amb el percentatge d’exit de la posterior assignacioé entre mitocondri

ilisosomes, permet I'tis d’aquest model pel cribratge virtual de possibles FS per a ser usats en la PDT.
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1. S’ha desenvolupat i validat el programari ArIS (Artificial Intelligence Suite) que disposa dels
principals algorismes, basats en les xarxes neuronals artificials (ANN), per ala realitzacio de tas-
ques de classificaci6 i predicci6é quantitatives necessaries en I’establiment de relacions quanti-
tatives d’estructura-activitat (QSPR i QSAR). Els metodes implementats han demostrat ser efi-
cacos per a la descripcié i simulacié de diferents problemes relacionats amb la descoberta de
farmacs i amb la prediccié de propietats moleculars d’interées farmacologic i terapéutic.

2. Per tal de facilitar la interpretaci6 de les dades multidimiensionals implicades en els models
desenvolupats, s’ha aplicat la projeccié de les dades sobre un disc de Poincaré per permetre
la seva visualitzaci6é sobre un pla bidimensional. S’ha desenvolupat un programari especific
amb aquesta finalitat. L'estrategia, plantejada com a alternativa als Self Organizing Maps (ac-
tualment en desenvolupament al GEM), ha demostrat ser eficac en la identificaci6 de grups
presents en les dades, fent-la idonia com a metode de classificaci6 o per avaluar 'adequacié6 de

les variables utilitzades per a la descripcié del problema a tractar.

3. Lestudide les propietats fisicoquimiques d’interes pel disseny de fotosensibilitzadors (FS) com
a candidats per a la terapia fotodinamica (PDT) del cancer, ha permés proposar un metode QS-
PR basat en les ANN implementades en ArIS per a la prediccié del valor maxim d’absorci6 de
fotosensibilitzadors tetrapirrolics. El model obtingut amb una ANN multicapa d’arquitectura
fully connected i entrenada amb retropropagacié de l'error, presenta un error mitja menor al
metode TD-DFT, esdevenint-ne una bona alternativa. Per altra banda s’ha identificat el mi-
llor model computacional, de 12 disponibles, per a la determinacié del coeficient de particié
octanol/aigua (logP) per a FS tetrapirrolics.

4. Donada la importancia de la localitzacié subcel-lular dels FS en PDT, s’ha establert un model
de predicci6 per a FS tetrapirrolics que serveix per identificar els FS amb localitzaci6 lisosomal
i mitocondrial. La classificaci6 es realitza per mitja d'un arbre de decisié neuronal en dues eta-
pes: una primera ANN destria els FS amb localitzacié diferent a mitocondri i lisosomes, mentre
que la segona els classifica en un d’aquests dos organuls. Els resultats obtinguts permeten ob-
tenir una capacitat de predicci6 global del 84%. Aquest fet, combinat amb el baix nombre de
falsos negatius en I'assignaci6 lisosomal i mitocondrial, el fan especialment idoni pel cribratge

virtual de possibles FS per a ser usats en la PDT.
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