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Resumen

Titulo: Nuevos Complejos Metalicos Derivados de Porfirinas Funcionalizadas e Hibridos
Porfirina-Ampicilina: Obtencion, Caracterizacion y Evaluacion de su Potencial Accion Dual
Antileishmania y Antibacteriana”

Autor: Angie Paola Tamayo Carrefio”

Palabras Clave: Porfirinas, metaloporfirinas, terapia fotodindmica, Leishmania amazonensis,

actividad antibacteriana, relacion estructura—actividad, especies reactivas de oxigeno.

Descripcion: El presente trabajo aborda el disefo, sintesis, caracterizacion y evaluacion biologica
de una nueva serie de derivados porfirinicos funcionalizados y sus complejos metalicos con Zn(II),
Ni(Il) y Sn(IV), orientados a su aplicaciéon como fotosensibilizadores en terapias fotodinamicas
(PDT) frente a Leishmania amazonensis y bacterias de relevancia clinica. Se sintetizaron los
ligandos TCPP—Ester, TCPP-GABA vy el hibrido porfirina—ampicilina (TCPP—Amp), asi como
sus correspondientes metaloporfirinas, cuya estructura e integridad fueron confirmadas mediante
técnicas espectroscopicas y analiticas.

La actividad bioldgica se evalué en condiciones de oscuridad y bajo irradiacion visible,
permitiendo diferenciar la toxicidad intrinseca de la actividad fotodindmica inducida por luz. Los
resultados antileishmania evidencian que la eficacia fotodinamica depende de manera critica de la
funcionalizacion periférica y del metal central, destacdindose Zn(II)-TCPP-GABA como el
derivado mas prometedor al combinar baja toxicidad en oscuridad con una potenciacion
significativa bajo irradiacion. En el &mbito antibacteriano, se observo una mayor susceptibilidad
frente a la PDT, especialmente en bacterias Gram-positivas, sobresaliendo los hibridos TCPP—
Amp y, de forma consistente, Zn(II)-TCPP—Amp por presentar reducciones relevantes en las
concentraciones minimas inhibitorias bajo irradiacion.

El andlisis integrado permiti6 establecer relaciones estructura—actividad, evidenciando que la
metalacion con Zn(II) favorece la generacion de especies reactivas de oxigeno y la eficacia
fotodindmica, mientras que Ni(Il) tiende a atenuarla y Sn(IV) presenta un comportamiento
intermedio dependiente del sistema bioldgico. Finalmente, los estudios in silico sugieren que estos
sistemas poseen un perfil compatible con aplicaciones topicas o locales. En conjunto, este trabajo
contribuye al desarrollo de fotosensibilizadores con potencial terapéutico dual y aporta criterios
racionales para su optimizacion futura.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: José Antonio Henao Martinez. Doctor en Quimica Aplicada.
Codirector: Arnold Rafael Romero Bohdrquez. Doctor en Quimica.
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Abstract

Title: New Metal Complexes Derived from Functionalized Porphyrins and Porphyrin—Ampicillin
Hybrids: Synthesis, Characterization and Evaluation of Their Potential Dual Antileishmanial and
Antibacterial Activity”

Author: Angie Paola Tamayo Carrefio”

Key Words: Porphyrins, metalloporphyrins, photodynamic therapy, Leishmania amazonensis,

antibacterial activity, structure—activity relationships, reactive oxygen species.

Description: This work focuses on the design, synthesis, characterization, and biological
evaluation of a new series of functionalized porphyrin derivatives and their metal complexes with
Zn(1I), Ni(IT), and Sn(IV), aimed at their application as photosensitizers in photodynamic therapy
(PDT) against Leishmania amazonensis and clinically relevant bacteria. The ligands TCPP—Ester,
TCPP-GABA, and the porphyrin—ampicillin hybrid (TCPP—Amp), as well as their corresponding
metalloporphyrins, were successfully synthesized and structurally confirmed by spectroscopic and
analytical techniques.

Biological activity was assessed under dark conditions and upon visible light irradiation, allowing
discrimination between intrinsic toxicity and light-induced photodynamic effects. Antileishmanial
assays revealed that photodynamic efficacy is strongly dependent on peripheral functionalization
and the nature of the central metal ion, with Zn(II)-TCPP—GABA emerging as the most promising
derivative due to its low dark toxicity and significant ICso reduction under irradiation. In contrast,
antibacterial studies showed a higher overall susceptibility to PDT, particularly in Gram-positive
bacteria, with TCPP—Amp hybrids and especially Zn(II)-TCPP—Amp exhibiting the most
favorable profiles, characterized by marked reductions in minimum inhibitory concentrations upon
irradiation.

Structure—activity relationship analysis demonstrated that Zn(II) metalation enhances
photodynamic efficiency through improved triplet-state population and reactive oxygen species
generation, whereas Ni(I) tends to attenuate photodynamic responses and Sn(IV) displays an
intermediate, system-dependent behavior. In silico pharmacokinetic and toxicological predictions
suggest that, although these compounds may not meet criteria for systemic drugs, they are suitable
for topical or localized PDT applications. Overall, this study provides valuable insights for the
rational design of dual-action photosensitizers and contributes to the advancement of
photodynamic strategies against parasitic and bacterial infections.

* Degree Work
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Introduccion

Las enfermedades infecciosas contintian representando uno de los principales desafios para
la salud publica a nivel mundial, particularmente en regiones tropicales y subtropicales donde
convergen factores socioecondmicos, ambientales y bioldgicos que favorecen su persistencia y
expansion. Dentro de este contexto, la leishmaniasis y las infecciones bacterianas asociadas a
procesos cutaneos y sistémicos constituyen problematicas de alto impacto clinico y social,
caracterizadas por limitadas opciones terapéuticas, aparicion de resistencia a farmacos
convencionales y efectos adversos significativos derivados de los tratamientos actuales.

La leishmaniasis, causada por protozoos del género Leishmania, es considerada una
enfermedad tropical desatendida que afecta principalmente a poblaciones vulnerables. Los
tratamientos disponibles se basan en compuestos antimoniales, anfotericina B y algunos farmacos
de segunda linea, los cuales presentan elevada toxicidad, esquemas terapéuticos prolongados y
eficacia variable seglin la especie del parasito. De manera paralela, el aumento sostenido de
infecciones bacterianas resistentes a antibioticos tradicionales ha intensificado la necesidad de
estrategias terapéuticas alternativas o complementarias, especialmente en infecciones cutaneas y
coinfecciones donde bacterias y parasitos pueden coexistir.

En este escenario, la terapia fotodindmica (PDT) ha emergido como una alternativa
prometedora debido a su mecanismo de accion no especifico, basado en la generacion localizada
de especies reactivas de oxigeno (ROS) tras la activacién luminica de un fotosensibilizador. Esta
estrategia ofrece ventajas significativas frente a terapias convencionales, tales como la reduccion
del riesgo de resistencia, la posibilidad de aplicaciones locales o topicas y la selectividad espacial
controlada por la irradiacion. Sin embargo, el éxito de la PDT depende criticamente del disefio

racional de fotosensibilizadores que combinen propiedades fotofisicas adecuadas,
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biodisponibilidad, baja toxicidad en oscuridad y capacidad de interactuar eficientemente con el
blanco biologico.

Las porfirinas y sus complejos metalicos han sido ampliamente estudiados como
fotosensibilizadores debido a su intensa absorcion en la region visible, elevada estabilidad quimica
y capacidad para generar oxigeno singlete. Estudios previos han demostrado que la
funcionalizacion periférica del macrociclo porfirinico y la incorporacion de diferentes metales
centrales pueden modular de manera significativa su comportamiento fotodinamico y bioldgico.
No obstante, persisten limitaciones asociadas a la agregacion en medios acuosos, la escasa
selectividad bioldgica y la necesidad de concentraciones relativamente altas para observar efectos
terapéuticos relevantes, especialmente en modelos parasitarios.

Adicionalmente, en los ultimos afios se ha propuesto el desarrollo de sistemas hibridos que
integren en una misma entidad molecular un fotosensibilizador y un farmaco convencional, con el
objetivo de potenciar la eficacia terapéutica mediante mecanismos combinados. En este contexto,
los hibridos porfirina—antibidtico representan una estrategia innovadora para abordar
simultdineamente infecciones bacterianas y parasitarias, particularmente en escenarios de
coinfeccidn o infecciones cutaneas complejas.

A partir de estas consideraciones, surge la pregunta de investigacién que orienta el presente
trabajo: ;es posible disefiar porfirinas funcionalizadas y sus complejos metalicos que actiien como
fotosensibilizadores eficientes con accion dual antileishmania y antibacteriana, modulando su
actividad mediante la funcionalizacion periférica y la naturaleza del metal central? Se plantea
como hipotesis que la combinacion racional de funcionalizacion periférica (éster, GABA y

ampicilina) y metalacion selectiva (Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV)) permitird obtener sistemas con perfiles
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diferenciados de toxicidad intrinseca y actividad fotodindmica, optimizando la ventana terapéutica
frente a Leishmania amazonensis y bacterias de relevancia clinica.

El objetivo general de este trabajo fue disefiar, sintetizar, caracterizar y evaluar
biologicamente una nueva serie de derivados porfirinicos funcionalizados e hibridos porfirina—
ampicilina y sus complejos metalicos, con el fin de analizar su potencial aplicacion como
fotosensibilizadores en terapias fotodinamicas con accién dual antileishmania y antibacteriana.
Para ello, se establecido como objeto de estudio la relacion entre estructura molecular, propiedades
fotofisicas y respuesta bioldgica en dos sistemas con arquitecturas celulares contrastantes:
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, y el protozoo Leishmania amazonensis.

La justificacion de esta investigacion radica, en primer lugar, en su aporte al campo de la
quimica bioinorgénica aplicada, al generar conocimiento sobre como la metalacion y la
funcionalizacién periférica influyen en el comportamiento fotodindmico de porfirinas
funcionalizadas. En segundo lugar, el trabajo contribuye al desarrollo de enfoques terapéuticos
alternativos frente a enfermedades infecciosas de alta relevancia social, particularmente aquellas
que afectan a poblaciones con acceso limitado a tratamientos convencionales. Desde una
perspectiva aplicada, los resultados obtenidos permiten identificar sistemas con potencial para
aplicaciones locales o tdpicas, reduciendo la necesidad de tratamientos sistémicos altamente
toxicos.

El enfoque metodologico empleado integra estrategias sintéticas, técnicas avanzadas de
caracterizacion espectroscopica y analitica, ensayos bioldgicos in vitro en condiciones irradiadas
y no irradiadas, andlisis estadistico de los resultados y predicciones in silico del perfil

farmacocinético y toxicologico. Este enfoque multidisciplinario permitié abordar el problema de
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investigacion de manera integral, correlacionando propiedades quimicas y fotofisicas con la
respuesta bioldgica observada.

En esta tesis se propone no solo evaluar la viabilidad de nuevos fotosensibilizadores
porfirinicos, sino también establecer criterios racionales de disefio que orienten futuras
investigaciones en el desarrollo de terapias fotodindmicas aplicadas a infecciones parasitarias y
bacterianas. Aunque los resultados no pretenden establecer aplicaciones clinicas inmediatas, si
proporcionan una base solida para el disefio y optimizacidn de sistemas con potencial terapéutico
dual, contribuyendo al avance del conocimiento cientifico en un area de creciente interés a nivel

local, regional e internacional.
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1. Introduccion General

La persistencia de las enfermedades infecciosas como problema global de salud publica
refleja profundas desigualdades socioecondmicas, deficiencias en el acceso a servicios de atencion
oportuna y limitaciones en el desarrollo de terapias innovadoras. Entre estas, la leishmaniasis
cutanea destaca por su carga epidemioldgica en regiones tropicales y subtropicales, donde la
pobreza, la ruralidad y la inestabilidad social favorecen su transmision. A su vez, la resistencia
bacteriana ha emergido como una amenaza silenciosa que complica el manejo de infecciones
oportunistas, amplificando la morbilidad asociada a lesiones cronicas. Este capitulo presenta el
contexto y las bases conceptuales que fundamentan la necesidad de explorar alternativas
terapéuticas mas eficaces, seguras y adaptadas a las realidades locales, resaltando el potencial de
las porfirinas funcionalizadas y sus complejos metéalicos como plataformas multifuncionales en la

buisqueda de soluciones frente a la coinfeccion parasitaria y bacteriana.

1.1 Contexto de enfermedades infecciosas: leishmaniasis y resistencia bacteriana

Las enfermedades constituyen uno de los desafios persistentes mas significativos para la
salud publica mundial, a pesar de los avances significativos en vacunas, terapias antimicrobianas
y sistemas de vigilancia epidemiologica. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas
de 17 millones de personas mueren anualmente por enfermedades infecciosas, lo que equivale a
casi un tercio de todas las muertes globales (WHO, 2024b). Esta carga es especialmente grave en
regiones de ingresos bajos y medianos, donde las condiciones de saneamiento, acceso limitado a
servicios de salud y factores socioecondmicos favorecen la propagacion de infecciones.

Entre las infecciones que siguen causando un gran impacto estan las enfermedades

tropicales desatendidas (ETD), un grupo de 20 patologias que afectan a mas de 1.700 millones de
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personas en todo el mundo. Dentro de este grupo, se destaca la leishmaniasis por su impacto
clinico, epidemiologico y terapéutico que afecta principalmente a poblaciones empobrecidas y
rurales con acceso limitado a servicios médicos (PAHO/WHO, 2024).

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por protozoos del género
Leishmania, transmitidos al ser humano por la picadura de hembras infectadas de flebétomos del
género Lutzomyia spp. Se cree que cerca de mil millones de personas viven en zonas de riesgo lo
que genera una incidencia anual de entre 700.000 y un millon de casos, y mas de 50.000 muertes
asociadas, principalmente en Africa, Asia y América Latina (Alvar et al., 2012; WHO, 2024b)
Existen tres formas clinicas principales: cutdnea, mucocutdnea y visceral (también conocida como
kala-azar), siendo la tltima la més grave y potencialmente letal si no se trata.

A pesar de los tratamientos disponibles, como los antimoniales pentavalentes, la
anfotericina B liposomal, la miltefosina y la paromomicina, las terapias actuales presentan
importantes limitaciones: alta toxicidad, duracion prolongada, necesidad de administracion
parenteral y la emergencia de cepas resistentes (Singh et al., 2023). Esto hace urgente el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas mas eficaces, menos invasivas y con menor perfil de toxicidad.

Al mismo tiempo, la humanidad enfrenta una crisis creciente de resistencia bacteriana a los
antibidticos. Esta resistencia ocurre cuando las bacterias desarrollan mecanismos para evadir la
accion de antibioticos convencionales, lo que reduce drésticamente las opciones terapéuticas. La
OMS reconoce la resistencia antimicrobiana como una de las diez principales amenazas para la
salud global, y se proyecta que, de no actuar, para 2050 podrian morir hasta 10 millones de

personas al afio por infecciones bacterianas resistentes (WHO, 2024a).
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La resistencia bacteriana tiene causas multifactoriales, incluyendo el uso indebido de
antibidticos en humanos, animales y agricultura, asi como deficiencias en el control de infecciones
en los sistemas hospitalarios.

En América Latina, y particularmente en Colombia, ambos problemas tienen un fuerte
impacto. Segun el Instituto Nacional de Salud (INS), Colombia reporta anualmente mas de 7.000
casos de leishmaniasis, la mayoria de ellos en zonas rurales y selvaticas donde la atencion médica
es limitada (Instituto Nacional de Salud, 2024). El departamento de Santander, situado en la region
nororiental del pais, ha sido histéricamente una zona endémica para la leishmaniasis cutanea,
debido a sus condiciones ecoldgicas y climaticas que favorecen la proliferacion del vector
Lutzomyia spp.

Ademas, el sistema de salud colombiano enfrenta un aumento en las infecciones por
bacterias multirresistentes, especialmente en entornos hospitalarios. La resistencia a
betalactamicos, fluoroquinolonas y carbapenémicos en bacterias como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas. aeruginosa, Staphylococcus aureus y Acinetobacter baumannii ha
sido documentada con preocupacion creciente por las autoridades sanitarias (Ministerio de Salud
y Proteccion Social, 2022b).

Este panorama resalta la urgencia de explorar nuevas estrategias terapéuticas que sean
capaces de enfrentar ambas problematicas de manera sinérgica o complementaria. La investigacion
en compuestos bioactivos con propiedades duales, como es el caso de los sistemas hibridos basados
en porfirinas funcionalizadas y coordinadas con metales, representa una via prometedora en la
busqueda de tratamientos eficaces, innovadores y multifuncionales para el tratamiento de estas

enfermedades infecciosas de alta complejidad.
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1.2 Limitaciones de los tratamientos actuales

Los tratamientos convencionales para la leishmaniasis incluyen compuestos antimoniales
pentavalentes, anfotericina B liposomal, miltefosina y paromomicina. Sin embargo, estos farmacos
presentan serias limitaciones, se ha documentado toxicidad sistémica, rutas de administracion
invasivas y periodos de tratamiento prolongados. A pesar del uso extendido de antimoniales como
primera linea terapéutica en muchos paises endémicos, su eficacia se ha visto comprometida por
la resistencia adquirida en cepas de Leishmania spp., especialmente en regiones con tratamiento
prolongado y sin supervision adecuada (Gongalves et al., 2021; Pijpers et al., 2019; Sundar et al.,
2024). Ademas, se ha documentado que la miltefosina, aunque eficaz por via oral, presenta efectos
adversos gastrointestinales severos, los cuales hacen que solo el 65 % de los pacientes completen
adecuadamente el tratamiento (Astman et al., 2024).

De igual manera, la resistencia bacteriana a los antibidticos se ha convertido en una
amenaza global para la salud publica. La Organizacion Mundial de la Salud ha advertido que, de
no tomarse acciones efectivas, muchas infecciones comunes podrian tornarse intratables en las
proximas décadas (WHO, 2024a). El uso uso excesivo e inadecuado de antibidticos en medicina
humana, veterinaria y agricultura, obstaculiza esfuerzos por controlar las infecciones y evita el
avance hacia sectores de atencion primaria en salud (Rice, 2012; WHO, 2024b).

Esta convergencia de resistencia parasitaria y bacteriana ha generado coinfecciones
frecuentes en pacientes con leishmaniasis cutdnea. Aunque se han utilizado terapias combinadas y
antibidticos de amplio espectro para prevenir infecciones secundarias, tales practicas pueden
exacerbar la toxicidad sistémica y aumentar la presion selectiva por resistencia (Suarez & Gudiol,

2009). Este contexto ha motivado la busqueda de enfoques terapéuticos alternativos que no solo
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enfrenten la infeccion parasitaria, sino también las coinfecciones bacterianas que agravan la
leishmaniasis cutanea.

Ante estos retos terapéuticos, se ha propuesto diseiiar moléculas hibridas con propiedades
antimicrobianas mejoradas y mecanismos de accion duales o sinérgicos que combinen propiedades
antileishmaniales y antibacterianas en una sola entidad. Estas moléculas permitirian mejorar la
eficacia clinica, reducir la toxicidad, facilitar la administracion y potencialmente superar
mecanismos de resistencia bacteriana (Meunier, 2008; Pokrovskaya & Baasov, 2010; Shaveta et

al., 2016).

1.3 Porfirinas como plataformas terapéuticas multifuncionales

Las porfirinas constituyen una familia de compuestos heterociclicos aromaticos
ampliamente reconocidos por su relevancia biologica y su versatilidad como base estructural para
el disefio de sistemas terapéuticos avanzados. Su estructura tetrapirrdlica, altamente conjugada, les
permite absorber radiacion visible y formar complejos estables con diversos iones metalicos,
modificando de forma controlada propiedades Opticas, electronicas y fisicoquimicas (Imran et al.,
2018; Luo et al., 2022).

En biomedicina, las porfirinas se destacan principalmente por su aplicacion como
fotosensibilizadores en terapia fotodindmica (PDT). Bajo irradiacion con luz visible, las porfirinas
transfieren energia a moléculas de oxigeno para generar especies reactivas de oxigeno (ROS)
capaces de inducir dafio selectivo en células tumorales, bacterias u otros patdogenos (Han et al.,
2023). Esta capacidad de generar ROS ha abierto la puerta a la aplicacién de porfirinas en
infecciones parasitarias como la leishmaniasis y en infecciones bacterianas multirresistentes,

combinando fototerapia y actividad directa.
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Su gran potencial radica, ademas, en la posibilidad de funcionalizacién quimica, mediante
la adicion de grupos carboxilo, amino o alquilo en posiciones periféricas del macrociclo. Esta
modificacidon permite controlar pardmetros como solubilidad, selectividad por blancos celulares y
afinidad por estructuras subcelulares, optimizando su rendimiento como agentes terapéuticos
(Imran et al., 2018; Ouyang et al., 2024). Gracias a esta versatilidad, las porfirinas pueden actuar
como plataformas para sistemas hibridos, incorporando fragmentos bioactivos adicionales, como
aminoacidos o farmacos antibioticos.

En este campo, se han investigado sistemas hibridos porfirina-antibiotico, en los que la
uniéon covalente de un fragmento antimicrobiano a la estructura de la porfirina incrementa la
eficacia antimicrobiana y amplia la gama de accién. Gao et al. (2018) describieron un aducto de
deuteroporfirina y metronidazol disefiado para aprovechar sistemas de captacion de porfirinas en
bacterias anaerobias como Porphyromonas gingivalis, demostrando una entrada dirigida y un
efecto inhibidor significativo (Gao et al., 2018). De manera similar, estudios con hibridos
porfirina-antibidtico han explorado la mejora en la penetracion de antibidticos frente a bacterias
Gram-negativas al explotar rutas activas de transporte (Pokrovskaya & Baasov, 2010).

Por otro lado, la coordinacion de metales como Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV), contribuye a
optimizar las propiedades fotoquimicas y electronicas de las porfirinas, incrementando la
eficiencia en la generacion de oxigeno singlete y otros ROS, y reforzando su estabilidad estructural
en medios bioldgicos (Giannoudis et al., 2020; Rafiee et al., 2024). Esto ha impulsado su
exploracion como componentes clave en estrategias combinadas de terapia fotodindmica y accion
antimicrobiana dirigida.

Asimismo, la incorporacion de porfirinas en sistemas de liberacion controlada, como

nanoparticulas, marcos organometalicos o conjugados sensibles a pH, permite disefiar plataformas
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con liberacion especifica en el microambiente de la infecciéon o del tumor, maximizando la
biodisponibilidad y minimizando la toxicidad sistémica (Han et al., 2023).

De este modo, la flexibilidad estructural de las porfirinas, sumada a su capacidad de formar
hibridos funcionalizados y complejos metélicos, las posiciona como plataformas terapéuticas
multifuncionales, con un potencial considerable para el desarrollo de estrategias innovadoras
dirigidas a enfermedades infecciosas complejas como la leishmaniasis y a la creciente amenaza de

resistencia bacteriana.

1.4 Planteamiento del problema

La leishmaniasis se mantiene como una de las enfermedades tropicales desatendidas (ETD)
de mayor carga a nivel mundial, afectando a més de 700.000 personas cada afio, con focos criticos
en Africa, Asia y América Latina (WHO, 2024b). En paises como Colombia, esta enfermedad
constituye un desafio persistente para la salud publica, con mas de 7.000 casos anuales reportados,
principalmente en regiones rurales y selvaticas donde la pobreza, el acceso limitado a servicios
médicos y las barreras geograficas favorecen su propagacion (Instituto Nacional de Salud, 2024a;
Maia-Elkhoury et al., 2020). Departamentos como Santander representan focos endémicos
historicos, exacerbados por factores ambientales, ocupacionales y socioecondmicos que dificultan
la interrupcion del ciclo de transmision.

Aunque existen opciones terapéuticas convencionales—entre ellas los compuestos
antimoniales pentavalentes, la anfotericina B liposomal, la miltefosina y la paromomicina— estos
medicamentos presentan limitaciones que restringen su efectividad en el control integral de la
enfermedad. La toxicidad sistémica, la via de administracion invasiva y la duracion prolongada de

los esquemas terapéuticos, sumados a la emergencia de cepas resistentes, reducen drasticamente
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las tasas de curacion, especialmente en contextos de dificil acceso a servicios de salud (Gongalves
et al., 2021; Sundar et al., 2024).

Simultaneamente, la expansion de la resistencia bacteriana agrava el escenario clinico, ya
que infecciones bacterianas oportunistas pueden complicar y prolongar la evolucioén de lesiones
cutaneas por leishmaniasis, especialmente en zonas rurales sin condiciones Optimas de
saneamiento y atencion médica oportuna. La OMS advierte que patdégenos oportunistas como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter baumannii muestran mecanismos de
evasion multiple que dificultan la efectividad de las terapias, generando coinfecciones bacterianas
recurrentes en pacientes con lesiones cutaneas por leishmaniasis y agravando la evolucion clinica
de la enfermedad (Rice, 2012; WHO, 2024Db).

Frente a esta realidad, la busqueda de estrategias terapéuticas innovadoras, eficaces y de
menor toxicidad, capaces de abordar de forma sinérgica la infeccion parasitaria y la coinfeccion
bacteriana, constituye una prioridad cientifica y de salud publica. Los sistemas hibridos basados
en porfirinas funcionalizadas y coordinadas con metales de transicion emergen como una
alternativa prometedora, dado su potencial para actuar como plataformas multifuncionales que
integran actividad fotodindmica, capacidad para generar especies reactivas de oxigeno (ROS) y
efectos antimicrobianos combinados (Han et al., 2023; Imran et al., 2018).

No obstante, la carencia de alternativas terapéuticas innovadoras, capaces de abordar de
forma conjunta la infeccion parasitaria y la coinfeccion bacteriana, plantea un desafio cientifico y
social que requiere enfoques interdisciplinarios. Aunque se han investigado moléculas hibridas
como estrategia para enfrentar la resistencia, aiin existe un vacio de conocimiento sobre la eficacia
real de sistemas basados en porfirinas funcionalizadas y su potencial como plataformas

terapéuticas multifuncionales.
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En este escenario, surge la necesidad de disefiar y evaluar nuevos derivados hibridos
porfirinicos, capaces de integrar accion fotodindmica, coordinacion con metales de transicion y
enlaces covalentes con principios antibacterianos, para explorar su actividad dual antileishmania
y antibacteriana. Este proyecto plantea resolver este vacio cientifico mediante la sintesis,
caracterizacion estructural y evaluacion experimental de nuevos complejos metalicos derivados de
porfirinas y de un hibrido porfirina-ampicilina, con miras a aportar evidencia solida sobre su
potencial accion dual antileishmania y antibacteriana. Con ello, se busca fortalecer la base
cientifica para desarrollar estrategias terapéuticas viables, con menor toxicidad y mayor

efectividad frente a los desafios de la resistencia parasitaria y bacteriana.

1.5 Justificacion

A pesar de los avances en la comprension de la biologia de Leishmania spp. y en la
optimizacion de terapias convencionales, la respuesta terapéutica para la leishmaniasis cutdnea
sigue estancada en esquemas que no se ajustan a las realidades de poblaciones rurales y dispersas,
donde los factores geograficos, la pobreza y la falta de infraestructura limitan la continuidad y
éxito de los tratamientos. Esta brecha tecnologica refleja no solo una necesidad insatisfecha de
nuevos farmacos, sino la urgencia de estrategias integrales que combinen eficacia, seguridad y
adaptabilidad a contextos locales.

En este escenario, la persistencia de coinfecciones bacterianas asociadas a lesiones
cutaneas no tratadas adecuadamente o con cuidados limitados, suma una dimension de
complejidad clinica que eleva la duracion de los cuadros, aumenta la carga de antibidticos de

amplio espectro y amplifica el riesgo de generar cepas resistentes. Estos factores acentiian el
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circulo vicioso de la resistencia microbiana, agravando los desafios que enfrentan los sistemas de
salud locales.

Frente a esta realidad, la presente investigacion propone una linea innovadora de obtencion
de sistemas hibridos basados en porfirinas funcionalizadas y complejos metalicos, disefiados no
solo como fotosensibilizadores para terapia fotodinamica, sino como plataformas terapéuticas con
potencial accion dual antileishmania y antibacteriana, ajustadas a la complejidad de lesiones
cutaneas cronicas. Este enfoque se fundamenta en evidencia emergente sobre la capacidad de las
porfirinas para generar especies reactivas de oxigeno, modular la respuesta frente a parasitos
intracelulares y, mediante hibridacion molecular, optimizar la penetracion de principios
antibacterianos (Han et al., 2023; Imran et al., 2018; Pokrovskaya & Baasov, 2010; Sundar et al.,
2024).

Este aporte no solo busca reforzar la base experimental para futuros desarrollos clinicos,
sino abrir la posibilidad de terapias mas seguras, menos invasivas y compatibles con escenarios de
limitada infraestructura hospitalaria.

De esta manera se contribuye a superar la barrera entre la investigacion bésica y la
transferencia tecnologica, al demostrar la viabilidad de nuevas arquitecturas moleculares
orientadas a resolver simultdneamente dos problematicas criticas: el control efectivo de la
leishmaniasis cutanea y la mitigacion de las infecciones bacterianas secundarias que prolongan la

morbilidad y favorecen la resistencia microbiana.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Explorar la relacion entre la estructura molecular, las propiedades fisicoquimicas y la
actividad bioldgica dual (antileishmania y antibacteriana) de una serie de derivados porfirinicos
funcionalizados y del hibrido porfirina—ampicilina, asi como de sus complejos metélicos de Zn(II),
Ni(Il) y Sn(IV), mediante su caracterizacion estructural y la evaluacion in vitro de su

comportamiento en ausencia y presencia de terapia fotodindmica.

1.6.2 Objetivos especificos

e Sintetizar la porfirina base 5,10,15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina (TCPP), sus
derivados funcionalizados y el hibrido porfirina-ampicilina, a partir de precursores
accesibles comercialmente.

e Obtener los correspondientes complejos metalicos de Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV) a partir
de los derivados porfirinicos funcionalizados y del hibrido porfirina-ampicilina, bajo
condiciones que garanticen su estabilidad para estudios estructurales y bioldgicos
posteriores.

e Caracterizar estructuralmente los derivados porfirinicos y sus complejos metélicos
mediante técnicas espectroscopicas (FTIR, UV-Vis, RMN), de masas (MALDI-TOF),
de analisis superficial (XPS), difractométricas (DRX) y térmicas (TGA-DSC), con el
fin de establecer sus modos de coordinacion y principales caracteristicas estructurales.

e Analizar la influencia del tipo de metal y de la naturaleza del derivado porfirinico en

las propiedades electronicas y estructurales de los complejos, a partir de los datos
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espectroscopicos y térmicos, discutiendo su posible impacto en procesos de generacion
de especies reactivas de oxigeno relevantes para terapia fotodinamica.

e Evaluar la actividad bioldgica dual (antileishmania y antibacteriana) de los derivados
porfirinicos funcionalizados, del hibrido porfirina-ampicilina y de sus complejos
metalicos, mediante ensayos in vitro en oscuridad y bajo condiciones de terapia

fotodinamica, estableciendo relaciones estructura—actividad.

1.7 Hipétesis

Considerando la persistente necesidad de alternativas terapéuticas mas eficaces y seguras
para el manejo de la leishmaniasis cutdnea y sus coinfecciones bacterianas, esta investigacion
plantea la sintesis, caracterizacion y evaluacion de derivados funcionalizados de porfirinas y de un
hibrido porfirina-ampicilina, junto con sus correspondientes complejos metalicos, como posibles
plataformas terapéuticas complementarias. Bajo esta premisa, se formula la siguiente hipdtesis:

e Los complejos metdlicos derivados de porfirinas funcionalizadas y del hibrido
porfirina-ampicilina presentaran propiedades estructurales y fisicoquimicas favorables
que se reflejaran en actividad biologica dual frente a Leishmania spp. y bacterias,
respaldando su potencial como alternativa terapéutica complementaria para el

tratamiento de la leishmaniasis cutanea y sus coinfecciones.
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2. Marco Referencial

El disefo racional de nuevas entidades bioactivas ha evolucionado hacia enfoques que
integran multiples funciones terapéuticas en una sola plataforma molecular. En este contexto, la
quimica supramolecular, la funcionalizaciéon de macrociclos y la incorporacion de fragmentos
bioactivos se consolidan como estrategias clave para abordar problemas de salud global como la
resistencia bacteriana y las infecciones parasitarias. La busqueda de tratamientos efectivos contra
enfermedades tropicales desatendidas, como la Ileishmaniasis, se enfrenta a obstaculos
significativos debido a la limitada eficacia, toxicidad y apariciéon de cepas resistentes a los
farmacos convencionales. A su vez, el uso indiscriminado de antibidticos ha contribuido a una
crisis creciente de resistencia bacteriana, exacerbando la carga de enfermedad en regiones
vulnerables.

Ante este panorama, el desarrollo de sistemas hibridos que combinen moléculas
reconocidas por su actividad biologica, como las porfirinas y los antibidticos B-lactdmicos,
representa una estrategia prometedora para generar compuestos con accion dual, capaces de actuar
simultdneamente sobre blancos parasitarios y bacterianos. Las porfirinas, macrociclos aromaticos
altamente versdtiles, destacan por su capacidad para formar complejos metélicos estables,
participar en procesos fotodindmicos y ser funcionalizadas covalentemente en multiples posiciones
del anillo tetrapirrélico. Estas propiedades las posicionan como plataformas idoneas para el disefio
de fotosensibilizadores terapéuticos, sistemas de liberacion controlada y moléculas hibridas
multifuncionales.

Por su parte, la ampicilina, antibidtico del grupo de las penicilinas semisintéticas, posee
grupos funcionales clave —el anillo B-lactdmico, el grupo amino y el grupo carboxilo— que

permiten su acoplamiento a otras entidades quimicas sin perder necesariamente su actividad
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antibacteriana. La posibilidad de integrar la ampicilina en arquitecturas hibridas con porfirinas
abre oportunidades para explorar mecanismos sinérgicos, mejorar la biodisponibilidad y
direccionar la accion terapéutica de los compuestos resultantes.

Este capitulo presenta una revision detallada de los fundamentos conceptuales y quimicos
que sustentan el desarrollo de complejos metélicos derivados de hibridos porfirina-ampicilina. Se
abordan aspectos historicos, estructurales y funcionales de la leishmaniasis y la resistencia
bacteriana, asi como los principios de disefio, sintesis y funcionalizacion de porfirinas. También
se discuten las estrategias para la formacion de sistemas hibridos y su aplicacion en terapias
antimicrobianas avanzadas, contextualizando el potencial innovador de los compuestos estudiados

en este trabajo de investigacion.

2.1 Contexto histdrico y situacion nacional de la leishmaniasis y la resistencia bacteriana

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria reconocida como una de las mas antiguas
en registros médicos, con evidencia arqueoldgica de lesiones cutdaneas compatibles halladas en
momias preincaicas de Per y en restos humanos del antiguo Egipto (Singh et al., 2023). La
descripcion cientifica moderna se atribuye a William Leishman en 1903, quien identifico las
formas amastigotes del parésito en muestras de bazo de soldados britanicos infectados en India;
poco después, Charles Donovan confirmo la naturaleza parasitaria de estos cuerpos, estableciendo
la base para la denominacion del género Leishmania (Herwaldt, 1999).

Desde entonces, la comprension de su ciclo bioldgico, su transmision vectorial a través de
flebotomos del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en América, y su distribucion
geografica ha permitido definirla como una de las enfermedades tropicales desatendidas (ETD)

mas persistentes (WHO, 2024b). En la actualidad, se estima que més de mil millones de personas
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viven en zonas de riesgo de transmision en 98 paises, especialmente en contextos de pobreza,
conflictos armados y migracion forzada (Alvar et al., 2012; PAHO/WHO, 2024).

En el continente americano, la leishmaniasis cutanea es la forma clinica mas prevalente,
con transmision endémica en 18 paises. Colombia se ubica entre los cinco paises con mayor
numero de casos anuales reportados junto con Brasil y Pera (PAHO/WHO, 2024). Desde la década
de 1950 se implementaron politicas de vigilancia epidemioldgica que han evolucionado hasta la
notificacion obligatoria, regulada por normas como la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud. Sin embargo, factores como la deforestacion, la expansion agricola y extractiva, la
urbanizacion no planificada y la permanencia de vectores en 4reas rurales de dificil acceso
mantienen activa la transmision de la enfermedad (Instituto Nacional de Salud, 2024a).

A este escenario se suma la resistencia bacteriana, reconocida como una de las principales
amenazas para la salud publica global, que ha emergido como un desafio complementario, pues
las lesiones cutdneas de la leishmaniasis suelen complicarse con infecciones bacterianas
secundarias, favorecidas por practicas de automedicacion y el uso inadecuado de antibidticos en
contextos de atencion primaria limitada (Maia-Elkhoury et al., 2020; Rice, 2012). La persistencia
de la leishmaniasis como problema de salud publica refleja limitaciones historicas en la
disponibilidad de terapias innovadoras y adaptadas a contextos de dificil acceso. Los desafios
actuales exigen el desarrollo de alternativas terapéuticas que incorporen enfoques integrales,
incluyan nuevas plataformas bioactivas y respondan a la complejidad de la coinfeccion bacteriana,
aspecto cada vez mas documentado en lesiones cutdneas prolongadas (Gongalves et al., 2021;

WHO, 2024a).
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2.2 Estado del arte

En el abordaje terapéutico de la leishmaniasis cutanea y de las infecciones bacterianas
asociadas, el estado del arte refleja la coexistencia de dos grandes enfoques. Por un lado, los
tratamientos convencionales, basados en farmacos como los antimoniales pentavalentes, la
anfotericina B, la miltefosina y los antibidticos B-lactdmicos, han constituido historicamente la
primera linea de intervencion, aunque presentan limitaciones significativas relacionadas con
toxicidad, baja biodisponibilidad, resistencia adquirida y dificultades logisticas en contextos
endémicos (Alvar et al., 2006; WHO, 2024b). Por otro lado, se han consolidado estrategias
innovadoras, entre las que destaca la terapia fotodinamica (PDT) con fotosensibilizadores
porfirinicos y sus complejos metéalicos, que permiten generar especies reactivas de oxigeno bajo
irradiacion controlada, ofreciendo un mecanismo de accion localizado, con baja probabilidad de
inducir resistencia y potencial efecto dual frente a parasitos y bacterias multirresistentes. En este
marco los sistemas hibridos que integren moléculas bioactivas como porfirinas y antibioticos
emergen como una estrategia prometedora para el desarrollo de terapias antimicrobianas
avanzadas.

En este contexto, la investigacion en leishmaniasis cutdnea ha evolucionado desde
enfoques centrados inicamente en la quimioterapia convencional hacia la biisqueda de estrategias
multidimensionales que integren nuevas moléculas, sistemas de liberacion controlada y terapias
complementarias. Entre ellas destacan la optimizacion de esquemas combinados, el uso de terapias
fotodindmicas y el disefio de compuestos hibridos y complejos metalicos derivados de porfirinas,
que ofrecen alternativas innovadoras para contrarrestar tanto la parasitosis como las coinfecciones
bacterianas asociadas a lesiones cutaneas cronicas. Este apartado revisa los avances mas recientes,

las limitaciones persistentes y las perspectivas que orientan la investigacion hacia soluciones
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terapéuticas mas seguras, eficaces y accesibles, especialmente para comunidades rurales y regiones

endémicas (Torres-Guerrero & Arenas, 2018).

2.2.1 Avances en el tratamiento de la leishmaniasis cutinea

El tratamiento de la leishmaniasis cutinea se basa tradicionalmente en el uso de
antimoniales pentavalentes como el estibogluconato de sodio o antimoniato de meglumina (Figura
1), que atin se mantienen como primera linea en muchos paises endémicos. Sin embargo, su
administraciéon parenteral prolongada, la alta frecuencia de efectos adversos graves —como
cardiotoxicidad, hepatotoxicidad y pancreatitis— y la necesidad de hospitalizacion limitan su
efectividad, especialmente en comunidades rurales sin infraestructura adecuada para monitoreo
clinico (Alvar et al., 2006; Astman et al., 2024; L. F. Oliveira et al., 2011). Estudios recientes
confirman que hasta un 55 % de los pacientes tratados con antimoniales presentan alteraciones
bioquimicas severas, lo que obliga a suspender o ajustar dosis para prevenir complicaciones
mayores (Lyra et al., 2016).

Como alternativa, la anfotericina B (Figura 1) —especialmente en su formulacion
liposomal (AmBisome®)— ha mostrado alta efectividad, pero su elevado costo y la necesidad de
infusiones intravenosas prolongadas continian siendo una barrera significativa para su uso masivo
en zonas de dificil acceso (Uliana et al., 2018; WHO, 2024b). Ademas, persisten efectos
secundarios como nefrotoxicidad y alteraciones electroliticas, incluso con formulaciones lipidicas
(Corman et al., 2023).

La miltefosina (Figura 1), Gnico farmaco oral aprobado para la leishmaniasis cutdnea,
ofrece la ventaja de la administracion ambulatoria. Sin embargo, su uso ha estado limitado por

efectos adversos gastrointestinales severos (nduseas, vomito, diarrea) y su teratogenicidad, lo que
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restringe su uso en mujeres en edad fértil sin control de planificacion (Astman et al., 2024; L. F.
Oliveira et al., 2011). Ademas, su empleo prolongado y sin supervision ha favorecido la aparicion
de cepas resistentes en regiones como India y Brasil (de Vries & Schallig, 2022).

Figura 1

Estructuras moleculares de los farmacos utilizados actualmente para el tratamiento de la
leishmaniasis.
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Para superar estas limitaciones, investigaciones recientes se han enfocado en disefar y
diversificar las opciones terapéuticas mediante estrategias complementarias y la integracion de
plataformas bioactivas innovadoras. Por un lado, destacan nuevos derivados sintéticos como las 3-

imidazoliflavanonas y las pirazolopiridinas combinadas con miltefosina (Figura 2). Los derivados
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de 3-imidazoliflavanonas, han demostrado actividad antileishmania notable, destruyendo
promastigotes y amastigotes de L. major con concentraciones minimas inhibitorias (MIC) menores
a 8,9 ug/mL (Shokri et al., 2017). Por su parte, las pirazolopiridinas combinadas con miltefosina
lograron sinergia terapéutica, reduciendo las dosis necesarias para eliminar amastigotes
intracelulares de L. donovani, con tasas de inhibicidon superiores al 90% in vitro (Anand et al.,
2017).

Figura 2

Estructuras moleculares de a) antimicoticos azolicos derivados de 3-imidazoliflavanonas
v b) derivados de pirazolopiridinas junto con miltefosina.

>

b)

r
\ NH

3-imidazoliflavanonas Pirazolopiridinas

CH,

0\ o A
H,C Np TN
0 e | “cH,

14 o H,C

Miltefosina

De forma similar, la naloxonazina (Figura 3), un alcaloide con efecto modulador del
hospedero, demostré reducir significativamente la carga parasitaria intracelular mediante la
activacion de vias de sefializacion que inducen apoptosis o autolisis selectiva en macrofagos
infectados, sin afectar directamente a promastigotes libres (De Muylder et al., 2016). Este hallazgo
sugiere que la modulacion del ambiente celular puede potenciar la eficacia de tratamientos

combinados. Paralelamente, la formulacion de sistemas de liberacion dirigida —como
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nanoparticulas, nanoemulsiones y encapsulacion en B-(1,3)-D-glucano— ha mostrado resultados
prometedores. Volpato et al. (2018) evidenciaron que la encapsulacion del compuesto sintético T6
(Figura 3) en microparticulas de B-(1,3)-D-glucano derivadas de Saccharomyces cerevisiae mejora
la liberacion continua y dirigida a macréfagos, manteniendo alta actividad antileishmania in vitro
y bajo perfil citotoxico en células sanas, gracias a la afinidad natural de estos receptores (Volpato
et al., 2018).

Figura 3
Estructura molecular del alcaloide naloxonazina y del compuesto sintético T6
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Asimismo, el uso de aceites esenciales y extractos vegetales como coadyuvantes ha ganado
relevancia. Ensayos con aceite esencial de Myracrodruon urundeuva y otros fitocompuestos
demostraron actividad leishmanicida significativa (ICso ~15.4 ng/mL) contra promastigotes de L.
amazonensis, con citotoxicidad moderada en lineas células de mamifero, lo que respalda su
potencial en esquemas terapéuticos combinados (Carvalho et al., 2017).

Otra estrategia complementaria es la terapia fotodindmica (PDT), que emplea

fotosensibilizadores —principalmente porfirinas, ftalocianinas y colorantes como el azul de
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metileno— activados con luz visible para inducir la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) capaces de interrumpir estructuras celulares criticas y eliminar parasitos in situ. En este
contexto, de Oliveira de Siqueira et al. (2017) desarrollaron una nanoemulsion de ftalocianina de
zinc (Figura 4) formulada con aceite de clavo y Pluronic® F-127 para aplicacion topica, estable y
con pH adecuado para uso cutdneo. Bajo irradiacion con laser (660 nm, 27.86J/cm?), la
nanoemulsion mostrd una eficacia de 7.5 veces mayor para L. amazonensis y 12.8 veces para L.
infantum, logrando ICso de 0.06—-0.043 ng/ml y reduciendo hasta 91 % la carga de amastigotes en
modelos intracelulares. Ademas, la citotoxicidad fue baja (CCso ~0.73 pg/ml) y los indices de
selectividad superaron los valores de referencia de anfotericina B, respaldando su potencial como
alternativa topica eficaz y de bajo riesgo (De Oliveira De Siqueira et al., 2017).

Figura 4

Estructura molecular de la ftalocianina de zinc utilizada como nanoemulsion.

Estudios recientes fortalecen esta evidencia. Sheikh et al. (2024) subrayan en su revision
la seguridad clinica de la PDT, destacando la baja incidencia de efectos adversos (eritema leve,
edema) y su eficacia en lesiones resistentes cuando se combina con agentes antiparasitarios

(Sheikh et al., 2024). Chang et al. (2024) demostraron que la optimizacion molecular de
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fotosensibilizadores porfirinicos y ftalocianinas, junto con estrategias de transgénesis, puede
potenciar la generacion intracelular de oxigeno singlete ('O2) en Leishmania, mejorando la
destruccion de promastigotes con alta especificidad y sin generar resistencia. Su enfoque combind
el uso de porfirinas acumuladas citosolicamente y fotosensibilizadores aminoftalocianinicos (PCl1,
Figura 5) activados con luz roja, logrando inactivacion eficaz con dosis letales medias menores a
1 uM y potencial aplicacién como vacunas vivas inactivadas, ampliando el potencial de la PDT
para aplicaciones preventivas e inmunoterapéuticas (Chang et al., 2024).

Figura §

Fotosensibilizador de aminoftalocianinas (PC1) con grupos hidrofilos (recuadro rojo).
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Nota: Adaptado de Chang et al., (2024).

Liu et al. (2023) reportaron tasas de respuesta clinica superiores al 80 % con PDT sola o
combinada con antimoniales intralesionales en lesiones refractarias, con bajo riesgo de recurrencia
a seis meses (Liu et al., 2023). Por su parte, Ullah et al. (2024) resaltan la tendencia creciente de
integrar PDT con sistemas lipidicos y nanoparticulas para mejorar la biodisponibilidad y
penetracion dérmica del fotosensibilizador, aspecto clave para zonas endémicas de dificil acceso

(Ullah et al., 2024).
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En conjunto, estos avances evidencian que superar las limitaciones de la quimioterapia
convencional requiere enfoques interdisciplinarios que combinen quimica medicinal,
nanotecnologia y estrategias biofotonicas. Masne et al. (2024) y Sheikh et al. (2024) coinciden en
que la encapsulacion de farmacos y el disefio de plataformas hibridas mejoran la biodisponibilidad,
reducen la toxicidad sistémica y favorecen la accion dirigida en macrofagos infectados, elementos
clave para enfrentar formas cutaneas persistentes y coinfecciones bacterianas. Esto refuerza la
necesidad de desarrollar sistemas multifuncionales basados en porfirinas funcionalizadas y

complejos metalicos con potencial accion dual antileishmania y antibacteriana.

2.2.2 Estrategias frente a la resistencia bacteriana y su impacto en la leishmaniasis cutdnea

La resistencia bacteriana se reconoce hoy como una de las amenazas mas criticas para la
salud publica global, con proyecciones que advierten de hasta 10 millones de muertes anuales
hacia 2050 si no se implementan medidas de control efectivas (WHO, 2024b). Esta problematica
obedece a multiples factores, entre ellos la prescripcion inadecuada de antibioticos, la
automedicacion, la falta de vigilancia microbioldgica y la persistencia de infecciones hospitalarias,
que favorecen la propagacion de cepas multirresistentes (O’Neill, 2016). Patégenos como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter baumannii figuran entre los organismos
prioritarios debido a su capacidad de desarrollar resistencia frente a multiples clases de
antimicrobianos, limitando asi la efectividad de los tratamientos convencionales (Tacconelli et al.,
2018).

Tradicionalmente, los programas de uso racional de antibidticos (antimicrobial
stewardship), la rotacion de antimicrobianos y el monitoreo constante de la sensibilidad bacteriana

han constituido la base de las estrategias de contencion. Sin embargo, la rapida aparicion de cepas
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multirresistentes ha impulsado la busqueda de alternativas innovadoras que refuercen estas
medidas. Entre estas destacan las moléculas hibridas, disefiadas para combinar en una sola
estructura dos o mas mecanismos de accion complementarios. Un ejemplo relevante son los
antibidticos hibridos que integran un nucleo B-lactamico con un sideréforo o una fluoroquinolona
con un fragmento triazolico, lo que les permite evadir bombas de eflujo bacteriano y aprovechar
rutas activas de captacion de hierro, siguiendo el principio del “caballo de Troya” (Pokrovskaya
& Baasov, 2010).

En el contexto de la leishmaniasis cutdnea, la coinfeccion bacteriana es un factor agravante
que intensifica la inflamacion, prolonga la evolucion clinica de las lesiones y compromete la
eficacia de la quimioterapia antiparasitaria (Maia-Elkhoury et al., 2020). Estudios recientes
confirman que mas del 60% de las ulceras por leishmaniasis cutinea albergan bacterias
oportunistas como Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, E. coli y Pseudomonas
aeruginosa, muchas de ellas con perfiles de multirresistencia a penicilinas, cefalosporinas y
fluoroquinolonas (Al-Alousy & Al-Nasiri, 2025; Ayalew et al., 2025).

Modelos experimentales han demostrado que S. aureus puede agravar la inmunopatologia
de forma dependiente de la cepa (Figura 6), Lovins et al. (2025) demostraron que esta bacteria
activa la via inflamatoria mediada por interleucina-1p (IL-1p), intensificando el reclutamiento de
neutrofilos y la necrosis tisular. El bloqueo experimental de esta citocina logro reducir
significativamente la inflamacion y acelerar la curacion, lo que sugiere que la inmunomodulacion
dirigida podria ser una herramienta valiosa para controlar la coinfeccion bacteriana en lesiones de

leishmaniasis cutanea (Lovins et al., 2025).
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Figura 6

Influencia cepa-dependiente de Staphylococcus aureus en la evolucion de la leishmaniasis
cutanea.
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Nota: La figura muestra como cepas distintas de Staphylococcus aureus modulan diferencialmente
la respuesta inmune en lesiones de leishmaniasis cutanea. A la izquierda, una cepa virulenta (S.
aureus CLSAS50) induce una respuesta inflamatoria exacerbada mediada por interleucina-1p (IL-
1B) y la sobreexpresion de quimiocinas (CXCL-1, CXCL-2, CXCL-5). Esto intensifica el
reclutamiento de neutréfilos, genera necrosis tisular y favorece la persistencia bacteriana,
retrasando la cicatrizacion. A la derecha, una cepa menos virulenta (S. aureus CLSA2) mantiene
niveles controlados de IL-1P y quimiocinas, permitiendo una inflamaciéon moderada, reduccion de
la carga bacteriana y una adecuada regeneracion tisular adecuada (Adaptado de Lovins et al.,

2025).
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Ademas, la formacion de biofilms bacterianos representa una barrera fisica y bioquimica
que dificulta la penetracion de antibidticos y la accion del sistema inmune, prolongando la
cronicidad de las lesiones (Borbon et al., 2019; Chakravarty & Sundar, 2010). Estos biofilms se
generan cuando las bacterias adheridas a la superficie tisular de la lesion secretan una matriz
extracelular compuesta por polisacaridos, proteinas y ADN extracelular, formando una estructura
organizada que protege a la comunidad microbiana y facilita su persistencia frente a la respuesta
inmune y a los tratamientos convencionales (Donlan & Costerton, 2002). Para contrarrestar este
fendmeno, estrategias emergentes incluyen la aplicacion de tecnologias biofotonicas como la
terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT). Makarani et al. (2025) destacan que la PDT,
mediante la generacion localizada de especies reactivas de oxigeno, actia de forma sinérgica sobre
parésitos intracelulares y estructuras bacterianas, desestructurando biofilms y potenciando la
accion de antibioticos convencionales (Makarani et al., 2025).

Este panorama respalda la necesidad de adoptar enfoques integrales para enfrentar la
resistencia bacteriana asociada a la leishmaniasis cutanea, que articulen vigilancia microbioldgica
y antibiogramas personalizados, diseno de moléculas hibridas, tecnologias biofotonicas, sistemas
de liberacion dirigida y estrategias inmunomoduladoras (Ayalew et al., 2025). Este enfoque
interdisciplinario es clave para optimizar el control de las coinfecciones bacterianas, reducir la
carga parasitaria de forma eficaz y limitar la dependencia de esquemas terapéuticos prolongados

que perpetuan la presion selectiva de resistencia (WHO, 2024b).
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2.2.3 Sistemas hibridos en terapias antimicrobianas

La propagacion acelerada de la resistencia bacteriana y fungica a antibioticos
convencionales plantea un desafio prioritario para la salud piblica mundial. Ante este contexto, el
desarrollo de sistemas hibridos surge como una estrategia prometedora, capaz de integrar en una
misma plataforma diferentes mecanismos de accion para potenciar la eficacia y reducir la
probabilidad de generar nuevas resistencias (Meunier, 2008; Pokrovskaya & Baasov, 2010).

Estos sistemas hibridos se caracterizan por combinar fragmentos farmacoféricos
complementarios, unidos mediante enlaces covalentes estables o interacciones supramoleculares,
con el fin de sincronizar efectos sinérgicos. La Figura 7 muestra un esquema general de moléculas
hibridas. Ejemplos pioneros incluyen hibridos que enlazan antibidticos [-lactdmicos con
inhibidores de B-lactamasas —como el clasico amoxicilina-clavulanato—, asi como conjugados
de nueva generacion que fusionan quinolonas con fragmentos dirigidos a enzimas especificas,
ampliando el espectro bactericida (Bremner et al., 2007; Cherian et al., 2017; Nepali et al., 2014;

Pokrovskaya & Baasov, 2010; Prati et al., 2016; Shaveta et al., 2016; Zhao & Huang, 2017).
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Figura 7

Representacion esquemdatica de diferentes tipos de moléculas hibridas.

Farmaco A Farmaco B
- —— ————
I’ a ] :
1 : 1
1
Vot |
Farmacaforo Farmacaforo

Moléculas Hibridas

Receptor A Receptor B
Hibridacién farmaco-farmaco Hibridacién farmacéforo-farmacoéforo
Farmacos Ay B unidos Farmacos Ay B unidos a Farmacéforos unidos Farmacdforos unidos a
directamente través de un enlace directamente través de un enlace

Hibrido combinado Enlace rigido . ' Enlace rigido

Hibrido fusionado Enlace flexible Enlace flexible

Nota. Adaptado de Nepali et al., (2014).

Breijyeh et al. (2023) describen multiples disefios de moléculas hibridas como respuesta a
la crisis de resistencia bacteriana. Ademés de los hibridos ciprofloxacino—sideroforo, que
aprovechan transportadores de hierro para facilitar la entrada activa y superar bombas de eflujo en
Gram-negativos, destacan conjugados cefalosporina—sider6foro, como cefiderocol (Figura 8), ya
aprobado clinicamente. También analizan hibridos que combinan péptidos antimicrobianos con
antibidticos tradicionales para atacar la pared celular y la membrana simultaneamente, asi como
conjugados que unen antibidticos a inhibidores de bombas de expulsion o fragmentos lipofilicos
que optimizan la permeabilidad. Estos sistemas muestran mejoras experimentales en la reduccion
de la concentracién minima inhibitoria (MIC) frente a cepas multirresistentes, confirmando que el

enfoque hibrido es modular y versatil (Breijyeh & Karaman, 2023).



COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 65

Figura 8

Estructura molecular del hibrido cefalosporina—sideroforo conocido como cefiderocol.
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Por su parte, Shaveta et al. (2016) describen disefios de hibridos basados en quinolonas,
como combinaciones con fragmentos hidrazida, triazol u oxazolidinona, orientados a ampliar el
espectro y reforzar la eficacia frente a bacterias multirresistentes. Estos hibridos combinan la
capacidad de inhibir topoisomerasas bacterianas (propia de las quinolonas) con fragmentos que
mejoran la permeabilidad y reducen la susceptibilidad a bombas de eflujo. Estudios comparativos
indican que algunos hibridos quinolona—hidrazida (Figura 9) lograron valores MIC mas bajos
frente a cepas Gram-negativas resistentes, mientras que los hibridos quinolona—oxazolidinona
ampliaron la potencia contra bacterias Gram-positivas, validando el enfoque de accion dual como

via para optimizar terapias frente a infecciones persistentes (Shaveta et al., 2016).
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Figura 9

Estructuras representativas de hibridos quinolona — hidrazida.
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Otra vertiente combina estos principios con soporte nanotecnoldgico. Zou et al. (2024)
describen nanosistemas metal-organic frameworks (nMOFs) basados en porfirinas, disefiados para
integrar terapia fotodinamica y liberacion controlada de iones metéalicos como Fe** o Zn?*. En
estudios in vitro se observo una reduccion de biomasa de biofilms de hasta un 70-80 % y una
disminucion significativa de la viabilidad bacteriana al combinar irradiacion y liberacion metélica,
confirmando su capacidad para desestructurar biofilms maduros (Zou et al., 2024). De forma
complementaria, Martinez-Carmona et al. (2019) reportan nanoparticulas de silice mesoporosa
funcionalizadas con la lectina Concanavalina A, la cual reconoce especificamente carbohidratos
presentes en la matriz extracelular de biofilms. Esta funcionalizacion incrementd la acumulacion
localizada de las nanoparticulas dentro de biofilms de E. coli, demostrando una retencion 1,5 a 2
veces mayor en comparacion con nanoparticulas sin funcionalizar. Ademas, el sistema facilit6 la
liberacion localizada de antibidticos como levofloxacino, logrando una reduccion de viabilidad
bacteriana aproximadamente 40 % superior a la del antibidtico libre tras 24 horas de tratamiento
(Martinez-Carmona et al., 2019). Estos resultados confirman su potencial para superar barreras

fisicas clave en infecciones cronicas.
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Finalmente, Gao et al. (2018) aportan un disefio innovador basado en un hibrido
deuteroporfirina—metronidazol (Figura 10), que utiliza la proteina del sistema de captacién hemo
A (HusA) de Porphyromonas gingivalis como vector para transporte intracelular selectivo. Este
sistema aprovecha la via natural de captacion de porfirinas para ingresar a la bacteria, donde
combina la accion antibiotica del metronidazol con la generacion de especies reactivas de oxigeno
mediante irradiacion de la deuteroporfirina. En cultivos in vitro, el hibrido demostrd una afinidad
hasta 10 veces superior por HusA en comparacion con la porfirina libre, logré una reduccion
significativa de la biomasa de biofilms y elimin6 bacterias anaerobias persistentes con reducciones
superiores a 4-log (equivalente a mas del 99.99 % de eliminacion bacteriana) bajo irradiacion
controlada. Ademas, mostrd eficacia para limitar la recurrencia de la infeccion, evidenciando el
potencial de los sistemas hibridos multifragmento para superar barreras de penetracion y tratar
microambientes infecciosos dificiles (Gao et al., 2018).

Figura 10

Estructura molecular del aducto de deuteroporfirina-lisina-metronidazol.
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Estos desarrollos ponen de relieve la importancia de las estrategias hibridas que integran
multiples mecanismos de accién en una sola plataforma, permitiendo abordar infecciones
multirresistentes, biofilms complejos y microambientes de dificil acceso con terapias mas potentes

y especificas.

2.2.4 Porfirinas funcionalizadas y complejos metdlicos en el control de infecciones

Las porfirinas funcionalizadas y sus complejos metélicos representan una de las estrategias
mas versatiles y avanzadas en el disefio de agentes antimicrobianos de nueva generacion. Su
capacidad de actuar como fotosensibilizadores altamente eficientes, junto con su flexibilidad
estructural para ser modificadas quimicamente, permite optimizar su interaccion con estructuras
celulares y aplicar estos sistemas en terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDI) y en el tratamiento
de infecciones persistentes (Souza et al., 2021; Zhang et al., 2024).

Souza et al. (2021) destacan que, entre los derivados de porfirina de Zn(II) revisados, las
porfirinas cationicas como Zn(II)-TMePyP (Figura 11) se posicionan entre las mas efectivas para
la inactivacion fotodindmica de bacterias, gracias a su elevada eficiencia cudntica para generar
oxigeno singlete (PA > 0.70) y su estabilidad estructural. Estas caracteristicas, junto con la
posibilidad de modificar su carga periférica, favorecen la interaccion electrostatica con membranas
bacterianas, especialmente en cepas Gram-negativas. Experimentos revisados muestran
reducciones de carga bacteriana superiores a 5-log (eliminacién de mas del 99.999 % de bacterias
viables) bajo irradiacion controlada, consolidando su potencial para aplicaciones clinicas

combinadas con sistemas de liberacion regulada (Souza et al., 2021).
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Figura 11

Porfirinas cationicas de Zn(Il) tipo TMePyP y derivados similares.

Dando continuidad a esta linea, Zhang et al. (2024) desarrollaron el derivado porfirinico
catiénico TMP®" (Figura 12), que combina una alta generacion de oxigeno singlete con fragmentos
de amonio cuaternario. Este disefio reduce la agregacion n—n tipica de los anillos porfirinicos,
incrementa la dispersion del fotosensibilizador y potencia su fijacion electrostatica sobre
membranas bacterianas. En ensayos in vitro, TMP™ logro reducir mas del 99 % de la carga
bacteriana en cultivos de S. aureus y E. coli. Ademas, al ser integrado en nanofibras electrohiladas
de policaprolactona y colageno, se probd como apoésito inteligente para heridas infectadas,
acelerando la cicatrizacion y mostrando estabilidad fotodindmica tras multiples ciclos de uso, lo
que demuestra su potencial como material reutilizable y de liberacion localizada (Zhang et al.,

2024).
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Figura 12

Estructura molecular del derivado porfirinico catiénico TMP™
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Este enfoque se complementa con los hallazgos de Manathanath et al. (2022), quienes
describieron derivados triazina—porfirina coordinados con metales como Zn(Il) y Cu(Il) (Figura
13a). Estos hibridos mostraron una alta eficiencia fotodinamica, con ®A ~0.69 para Zn(Il) y ~0.61
para Cu(Il), bajo irradiacion visible. Frente a Leishmania donovani, ambos sistemas lograron ICso
inferiores a 1 uM, destacando la capacidad de la coordinacion metalica para modular la generacion
de '0O.. La citotoxicidad en células sanas se mantuvo baja para Zn(II) (viabilidad >85 %) y algo
mayor para Cu(Il) (viabilidad 75-80 %), evidenciando un buen perfil de selectividad. La inclusion
de anillos triazina y metales de transicion aport6 estabilidad y mejor6 la solubilidad, proyectando
su uso en microambientes infecciosos y tumorales resistentes (Manathanath et al., 2022).

Asimismo, Glowacka-Sobotta et al. (2024) resaltan que Verteporfin® (Figura 13b)—un
derivado benzoporfirinico formulado en liposomas— sirve como referencia clinica para validar la

efectividad de porfirinas funcionalizadas encapsuladas para liberacion dirigida. Aunque se usa
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principalmente en la degeneracion macular, su disefio con portadores lipidicos solventa
limitaciones clave como la baja solubilidad en medios acuosos y la tendencia a la autoagregacion,
demostrando que la liberacion controlada y la activacion fotodinamica localizada pueden aplicarse
a lesiones cutaneas cronicas y heridas infectadas donde biofilms y reservorios microbianos
complican la accion de terapias convencionales (Glowacka-Sobotta et al., 2024).

Figura 13

Estructura molecular de los hibridos derivados de triazina—porfirina a) y la benzoporfirina
Verteporfin® b).
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De esta forma, la activacion fotodindmica localizada se posiciona como una estrategia
promisoria para superar barreras fisicas y microbioldgicas, y para potenciar la accidn combinada
con otros antibidticos o sistemas hibridos més avanzados. En conexidn con estos aportes, Espitia-
Almeida et al. (2019) llevaron a cabo la sintesis y caracterizacion estructural de la 5,10,15,20-
tetrakis(4-etilfenil)porfirina (TEtPP) y una serie de derivados metalados con Zn(II), Sn(II), Mn(II),
Ni(Il), AL(IIT) y V(III) (Figura 14). Los resultados mostraron que los complejos coordinados con

Zn(I) y Mn(II) destacaron por su mayor intensidad de fluorescencia y rendimientos cudnticos
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intermedios (®A de hasta 0.38), mientras que el complejo con V(III) registré los valores mas bajos
dentro de la serie (Espitia-Almeida et al., 2019).

Posteriormente, los mismos autores evaluaron la actividad fotodinamica frente a
promastigotes de L. braziliensis y L. panamensis, observando que el derivado con Zn(II) presento
el mejor desempefio, alcanzando un @A cercano a 0.90 bajo condiciones de irradiacion visible y
logrando una reduccion significativa de la carga parasitaria. Estos hallazgos respaldan el interés
de este tipo de porfirinas funcionalizadas como candidatos para PDT dirigida, con potencial para
aplicaciones antiparasitarias y posibles extensiones hacia infecciones cutdneas con coinfeccion
bacteriana (Espitia-Almeida et al., 2020).

Figura 14

Estructura molecular de la TEtPP, M representa los metalo-derivados.
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Complementando estos hallazgos desde la perspectiva de materiales hibridos, Dong et al.

(2024) describieron la sintesis modular de hibridos porfirinicos (2—1-2—1) formados por bloques

porfirina-fenileno alternantes (Figura 15). Estos sistemas hibridos modulares, muestran una



COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 73

disposicion ordenada que optimiza la orientacion de los centros activos metalicos, favoreciendo la
coordinacion con Zn(Il) y Cu(Il). Los ensayos espectroscopicos evidenciaron desplazamientos en
la banda Soret, confirmando interacciones metal-ligando, y revelaron estabilidad estructural y
térmica, lo que respalda su potencial para ser integrados como sensores moleculares, plataformas
cataliticas o materiales optoelectronicos en sélidos y peliculas delgadas con aplicaciones
antimicrobianas basadas en fotoinactivacion dirigida y liberacion controlada de iones metalicos
con efecto sinérgico bactericida (Y. Dong et al., 2024).

Figura 15

Porfirinas hibridas tipo (2—1-2—1) formadas por fragmentos porfirinicos y fenilénicos de
forma alternante mediante enlaces covalentes (ensamblaje modular) tipo Iy Tipo IL.
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Nota: Adaptado de Dong et al., (2024).

En este contexto, distintos autores han destacado enfoques complementarios que refuerzan
el potencial de estos sistemas hibridos porfirinicos en aplicaciones antimicrobianas, deteccion y
terapias localizadas. Francis et al. (2024) analizan desarrollos en sensores Opticos y arreglos
supramoleculares basados en porfirinas y metaloporfirinas, resaltando su fotostabilidad y

versatilidad estructural. Su andlisis destaca como la incorporacion de metales de transicion y la
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integracion en MOFs, micelas o superficies funcionalizadas potencian su sensibilidad y
especificidad para la deteccion de biomarcadores y especies reactivas, sentando las bases para
extender su aplicacion en terapias fotodinamicas localizadas y control de infecciones persistentes
(Francis et al., 2024). Asimismo, Percastegui y Jancik (2020) profundizan en la autoorganizacion
dirigida por coordinacion, mostrando como se pueden construir arreglos multiporfirinicos y
macroestructuras meso-metaloporfirinicas para encapsular fotosensibilizadores y mejorar la
estabilidad, permitiendo una liberacion controlada y reforzando la selectividad, factores clave para
aplicar estas arquitecturas en entornos clinicos complejos (Percastegui & Jancik, 2020).

En complemento, Lembo et al. (2025) aportan desde la sintesis avanzada, destacando la
funcionalizacion de porfirinas mediante la reaccion de Heck, que permite extender el sistema 7-
electronico y ajustar las propiedades de absorcion y transferencia de energia. Esta estrategia,
basada en acoplamientos cruzados con catalizadores de paladio, facilita modular la reactividad del
nucleo porfirinico y optimiza su integracion en plataformas hibridas con liberacion dirigida,
manteniendo un alto potencial como fotosensibilizadores antimicrobianos (Lembo et al., 2025).

Estos enfoques demuestran que la unidon de sensoristica avanzada, arquitecturas
autoensambladas y sintesis funcionalizada refuerza el papel de las porfirinas y sus derivados
metalicos como ejes multifuncionales para innovar en la deteccion, la inactivacion selectiva y el
tratamiento de infecciones resistentes, abriendo nuevas rutas para sistemas terapéuticos hibridos y
localizados.

Finalmente, los resultados de Garcia Ortega (2003) sobre la homoasociacion de porfirinas
sulfonadas, especificamente TPPS (Figura 16), muestran como la agregacion supramolecular entre
anillos porfirinicos es altamente sensible al pH y la fuerza ionica del medio. Este proceso,

determinado por interacciones m—m y el grado de ionizacién de los grupos sulfonato, genera
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desplazamientos caracteristicos en la banda Soret y modifica la absorcion visible, lo que impacta
directamente la eficiencia de generacion de oxigeno singlete (®A). La investigacion comprobd que
una homoasociacion moderada, controlada mediante ajuste de pH y concentracion salina, puede
optimizar la orientacion molecular y la estabilidad de los agregados, permitiendo disenar
fotosensibilizadores con comportamiento fotofisico mejorado para potenciar su eficacia en la
fotoinactivacion de microorganismos (Garcia Ortega, 2003).

Figura 16

Estructura molecular de porfirinas sulfonadas 5,10,15,20-tetraquis(4-sulfonatofenil)
porfirina (TPPSy)
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Esta evidencia respalda la vision de que la combinacion de estructuras porfirinicas
funcionalizadas, coordinacion metdlica, arquitecturas hibridas y estrategias de liberacion dirigida
consolida a las porfirinas y metaloporfirinas como plataformas multifuncionales de alto valor. Su
versatilidad permite integrar deteccion, activacion fotodinamica localizada y control de
infecciones resistentes, aportando soluciones alineadas con los desafios actuales en terapias

antimicrobianas e impulsando el desarrollo de sistemas hibridos més eficaces y especificos.
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En sintesis, la evidencia cientifica disponible confirma que, si bien los tratamientos
convencionales han constituido la base para el manejo de la leishmaniasis y de las infecciones
bacterianas oportunistas, sus limitaciones en términos de eficacia, toxicidad y resistencia hacen
necesaria la exploracion de alternativas innovadoras. Entre ellas, la terapia fotodinamica, apoyada
en la versatilidad estructural de las porfirinas y sus complejos metalicos, ha demostrado un alto
potencial para superar dichas barreras gracias a su capacidad de generar especies reactivas de
oxigeno de manera localizada y a su aplicabilidad frente a parésitos y bacterias multirresistentes.
En este contexto, la integracion de antibidticos como la ampicilina en arquitecturas hibridas
porfirinicas plantea un enfoque dual con efectos sinérgicos, capaz de abordar simultdneamente la
infeccion parasitaria y la coinfeccion bacteriana.

La Figura 17 sintetiza comparativamente las principales diferencias entre los tratamientos
convencionales y la terapia fotodindmica, destacando las limitaciones historicas de la
quimioterapia y los antibidticos frente a la versatilidad y el potencial de los fotosensibilizadores
porfirinicos como alternativas terapéuticas de nueva generacion. Estos avances constituyen el
fundamento conceptual que orienta la presente investigacion y justifican la necesidad de
profundizar en los aspectos estructurales, quimicos y fotodindmicos que se desarrollan en el marco

tedrico y conceptual.
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Figura 17

Comparacion conceptual entre tratamientos convencionales y terapia fotodinamica frente
a Leishmania spp. y bacterias multirresistentes
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2.3 Marco tedrico y conceptual

El desarrollo de sistemas hibridos basados en porfirinas funcionalizadas, coordinacion
metalica y estrategias de liberacion dirigida requiere una comprension detallada de los
fundamentos estructurales, quimicos y fotofisicos que sustentan su aplicacion. Esta seccion aborda
los conceptos clave relacionados con la estructura y propiedades de las porfirinas, su
funcionalizacion especifica —con énfasis en la TCPP como macrociclo modelo—, el disefio de
hibridos moleculares, la influencia de la metalacion, las bases de la generacion de especies
reactivas de oxigeno y su relevancia terapéutica, asi como las técnicas analiticas fundamentales

para la caracterizacion de estos compuestos. Este marco tedrico y conceptual provee el sustento
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cientifico que respalda la propuesta de nuevos complejos porfirinicos como agentes con potencial

accion dual antileishmania y antibacteriana.

2.3.1 Estructura y propiedades de las porfirinas

Las porfirinas son compuestos heteroaromaticos cuya estructura basica corresponde a un
macrociclo tetrapirrélico, constituido por cuatro unidades pirrdlicas enlazadas a través de puentes
de metino (=CH-) (Figura 18). Esta disposicion confiere al anillo una elevada planaridad y
conjugacion electronica, responsable de su aromaticidad, la cual se explica por la regla de Hiickel:
la conjugacion de 18 electrones m estabiliza el sistema y justifica su fuerte absorcion de luz visible
(Amos-Tautua et al., 2019; Wijesekera & Dolphin, 1985). Gracias a esta caracteristica, las
porfirinas presentan bandas de absorcion intensas —principalmente la banda Soret (400—450 nm)
y las bandas Q (500—700 nm)—, lo que las convierten en materiales idoneos como sensibilizadores
fotoquimicos, catalizadores y componentes clave en dispositivos Opticos y biomédicos (Jiang et
al., 2016).

Figura 18

Estructura de la porfirina enumerada del 1 al 24 de acuerdo con la nomenclatura IUPAC.
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Desde el punto de vista bioldgico, las porfirinas cumplen funciones como cofactores
naturales esenciales, participando en multiples procesos metabodlicos vitales. La clorofila (Figura
19), derivada de una estructura porfirinica modificada (clorina), es el pigmento responsable de la
fotosintesis, capturando la energia luminosa y facilitando la conversion de didéxido de carbono y
agua en compuestos organicos (Amos-Tautua et al., 2019; Jiang et al., 2016). En animales y
humanos, el grupo hemo (Figura 19), formado por una protoporfirina IX coordinada con Fe(Il), es
clave para el transporte y almacenamiento de oxigeno a través de proteinas como hemoglobina y
mioglobina, ademas de intervenir en reacciones redox criticas en citocromos y enzimas como la
catalasa y la peroxidasa (Shi et al., 2021).

Este papel central refleja como la planaridad y conjugacion electronica del macrociclo
permiten la fijacion y liberacion controlada de 4&tomos o iones metalicos, actuando como nticleos
activos en rutas metabdlicas complejas. Ademads, otras corrinas modificadas, como la vitamina
B12 (cobalamina, Figura 19), ilustran cémo variaciones en la estructura del anillo expanden su
rango funcional hacia la sintesis de ADN y la transferencia de grupos metilo en organismos

superiores (Gjuroski et al., 2021).
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Figura 19

Porfirinas presentes en la naturaleza que participan en procesos bioquimicos vitales.
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Quimicamente, el nticleo porfirinico posee una cavidad central capaz de coordinar metales
de transicion, modulando asi propiedades electronicas, estabilidad térmica, transferencia de carga
y generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), factores decisivos para su desempefio como
fotosensibilizador y catalizador (Shi et al., 2021; Wijesekera & Dolphin, 1985). La eleccion del
metal influye directamente en la eficiencia cuantica, la reactividad y el rango de absorcion
luminica.

Junto con la coordinacion central, la estructura del macrociclo ofrece amplias posibilidades
de funcionalizacion periférica, mediante la incorporacion de grupos carboxilo, sulfonato, alquilo
o fragmentos aromaticos (Hiroto et al., 2017; Kiselev et al., 2022). Estas modificaciones ajustan
parametros como la solubilidad, la afinidad bioldgica y la interaccion con membranas celulares,
favoreciendo la estabilidad en medios fisiologicos y la especificidad hacia blancos terapéuticos.

Un caso representativo es la homoasociacion supramolecular de porfirinas sulfonadas en solucion,
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que genera agregados m—m estables bajo ciertas condiciones de pH y fuerza i6nica, impactando
directamente su rendimiento fotoquimico (Garcia Ortega, 2003).

Adicionalmente, en algunos sistemas metaloporfirinicos, la sustitucion axial —
caracteristica de complejos de Sn(IV) o metales con estados de oxidacion mas altos— constituye
una ruta complementaria para ajustar la orientacion tridimensional del complejo, su reactividad y
la afinidad de anclaje a biomoléculas especificas (Amos-Tautua et al., 2019; Kiselev et al., 2022).

Estas tres rutas de modificacion —coordinacién metalica central, funcionalizacion
periférica y sustitucion axial— amplian considerablemente las posibilidades de disefio y explican
la versatilidad de las porfirinas como plataformas base para sistemas hibridos avanzados. La Figura
20 ilustra de forma esquematica estas estrategias estructurales, destacando su relevancia para
optimizacién molecular en aplicaciones biomédicas y terapias combinadas.

Figura 20

Esquema general de los posibles sitios de funcionalizacion de la estructura porfirinica.
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Otro aspecto fundamental es la clasificacion de las porfirinas en naturales y sintéticas. Las
naturales abarcan derivados como las clorinas y corrinas; las sintéticas —como la

tetrafenilporfirina (TPP) y la 5,10,15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina (TCPP)— se disefian
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para aplicaciones especificas como terapia fotodindmica, sensores, catalisis y sistemas hibridos de
liberacion controlada (Amos-Tautua et al., 2019).

Para su obtencién, se utilizan rutas sintéticas clasicas y robustas como la sintesis de
Rothemund, la sintesis de Adler—Longo y la sintesis de Lindsey (Figura 21). Estos métodos se
basan en la condensacion controlada de pirrol y aldehidos aromaticos bajo distintas condiciones
de temperatura, disolventes y catalizadores, logrando macrociclos con alta pureza y rendimientos
optimizados. Actualmente, variantes modernas como la sintesis asistida por microondas han
reducido los tiempos de reaccion y mejorado la reproducibilidad (Amos-Tautua et al., 2019;

Kiselev et al., 2022).

Figura 21
Esquema general de la sintesis de porfirinas por los métodos de Rothemund, Adler—Longo
y Lindsey.
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Finalmente, la rigidez estructural y la elevada simetria del macrociclo favorecen su

fotostabilidad y su capacidad para participar en autoensamblajes dirigidos, lo cuales se aprovechan
en la construccidon de materiales funcionales, redes metal-organicas (MOFs) y superficies hibridas
para liberacion controlada (Gjuroski et al., 2021). Asi, la versatilidad estructural y funcional de las

porfirinas, junto con su robustez quimica y adaptabilidad, consolidan su rol como moléculas clave
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para disenar fotosensibilizadores de segunda generacion, materiales bioactivos y plataformas con

aplicaciones potenciales en sistemas hibridos antimicrobianos y antiparasitarios.

2.3.1.1 Quimica de la TCPP y estrategias de funcionalizacion.

Entre las porfirinas sintéticas de mayor relevancia para aplicaciones biomédicas y de
catalisis, la 5,10,15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina (TCPP, Figura 22) destaca por su
arquitectura versatil y su facilidad para ser modificada quimicamente. La TCPP se caracteriza por
la presencia de cuatro grupos carboxilo en posiciones meso, los cuales amplian significativamente
sus posibilidades de funcionalizacion covalente y su compatibilidad con sistemas hibridos (Chen
et al., 2015). La estructura cristalina de la TCPP (Figura 22) revela un macrociclo levemente
distorsionado tipo “silla de montar”, rasgo que favorece interacciones intermoleculares,
autoensamblaje y formacion de redes supramoleculares mediante enlaces de hidrogeno (Chen et
al., 2015).

Figura 22

Estructura molecular (izquierda) y estructura cristalina (derecha) de la 5,10,15,20-
tetrakis(4-carboxifenil)porfirina (TCPP).
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Nota: Adaptado de Chen et al., (2015).
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Una estrategia central para aprovechar la versatilidad de la TCPP es la activacion especifica
de sus grupos carboxilo, lo que permite la formacion controlada de enlaces covalentes tipo éster o
amida. Esta activacion implica transformar el 4cido carboxilico en un intermediario acilante, capaz
de reaccionar con nucle6filos como aminas o alcoholes, dando lugar a derivados estructuralmente
estables y funcionales (Joulli¢ & Lassen, 2010; Ren, 2008).

e Enlaces amida mediados por carbodiimidas.

La activacion de grupos carboxilo mediante carbodiimidas (como EDC, DCC, DIC) sigue
siendo uno de los métodos mas extendidos para construir enlaces amida. Estas reacciones siguen
un mecanismo de acoplamiento por etapas bien definido: primero, la carbodiimida activa el acido
carboxilico formando un intermediario O-acilisourea, una especie reactiva que puede derivar hacia
productos indeseables (N-acilureas) si no se controla adecuadamente (El-Faham & Albericio,
2011; Wigman et al., 2014).

Para evitar rutas secundarias y mejorar la eficiencia, se incorporan aditivos como N-
hidroxisuccinimida (NHS) o HOBt (1-hidroxibenzotriazol), que convierten la O-acilisourea en un
¢éster activo (éster NHS). Este éster es mas estable y facilita la reaccion con la amina nucleofilica
seleccionada, generando el enlace amida de forma limpia y con menor riesgo de subproductos
(Figura 23). La reaccion tipicamente se lleva a cabo en condiciones suaves, frecuentemente en
presencia de una base como DIPEA (N, N-diisopropiletilamina) o TEA (trietilamina), que captura
protones liberados y favorece la aminolisis eficiente (Al-Warhi et al., 2012; El-Faham & Albericio,

2011; Tsakos et al., 2015).
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Figura 23

Mecanismo de formacion de enlace peptidico mediado por carbodiimidas.
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e Amidacién con haluros de acilo (via one pot o Schotten Baumann).
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Esta metodologia se basa en la conversion in situ del acido carboxilico mediante haluros
de acilo generados directamente en el medio de reaccion. En este caso, reactivos como cloruro de
tionilo (SOCI2) o cloruro de oxalilo transforman rapidamente el grupo carboxilo en un cloruro de
acilo reactivo, que reacciona de forma inmediata con la amina presente en presencia de base
(Figura 24). Este enfoque one pot evita pasos intermedios y permite amidaciones limpias (Leggio
et al., 2016). O bien se puede preparar el haluro por separado para luego hacer reaccionar con la
amina en presencia de una base organica (DIPEA, piridina). Esta via —conocida como acilacion
de Schotten—Baumann— es versatil y efectiva, especialmente cuando se busca rapidez y altos
rendimientos en sistemas aromaticos (Ren, 2008).

Figura 24

Sintesis one pot de amidas a partir de dcidos carboxilicos utilizando SOCI> y Et;N.
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Nota: Adaptado de Leggio et al., (2016).

e M:¢étodos con anhidridos mixtos.

Implica la activacion de un &cido carboxilico por reaccion con un cloroformiato,
tipicamente isobutilcloroformiato (IBCF) o etilcloroformiato, en presencia de una base terciaria
como N-metilmorfolina (NMM) o trietilamina (TEA). Esta activacion da lugar a un intermedio
reactivo —el anhidrido mixto— que puede ser atacado nucleofilicamente por una amina para
formar un enlace amida de manera eficiente (Figura 25). El método se caracteriza por su alta

velocidad de reaccion, baja tendencia a la racemizacion y buena compatibilidad con grupos
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funcionales sensibles. Es ampliamente utilizado en la sintesis de péptidos y estructuras
funcionalizadas, especialmente cuando se requiere una activacion suave y eficiente sin
acumulacion de subproductos insolubles. Sin embargo, debe controlarse rigurosamente el uso de
bases y la temperatura para evitar la formacion de productos colaterales como uretanos o
reacciones no deseadas con el cloroformiato (El-Faham & Albericio, 2011).

Figura 25

Formacion de enlace peptidico a partir de una reaccion mediada por cloroformiato.
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Nota: Adaptado de El-Faham & Albericio, (2011).

e Acoplamiento con acilazoles (acilimidazoles, benzotriazoles).

Una via ampliamente utilizada para formar enlaces amida, es la activacion de grupos
carboxilo mediante 1,1'-carbonildiimidazol (CDI). Este reactivo genera in situ intermedios
acilimidazol, que actiian como derivados acilantes estables y altamente reactivos frente a aminas
nucleofilicas. El mecanismo se basa en dos pasos clave: primero, el CDI reacciona con el acido
carboxilico para producir el acilimidazol junto con imidazol libre; posteriormente, el acilimidazol

intermedio se acopla con la amina deseada, formando el enlace amida y liberando una segunda
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molécula de imidazol como subproducto (Figura 26) (Al-Warhi et al., 2012). Esta estrategia ofrece
ventajas practicas notables: opera bajo condiciones suaves, genera subproductos facilmente
eliminables y muestra alta compatibilidad con grupos funcionales sensibles, sin necesidad de
aditivos complejos (El-Faham & Albericio, 2011).

Figura 26

Mecanismo de formacion de enlace peptidico usando CDI.
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Nota: Adaptado de El-Faham & Albericio, (2011).

e M¢todo con azidas (Curtius).

Consiste en la conversion de un 4cido en una azida mediante hidrazidas o DPPA permite
generar amidas con minima racemizacion. Las azidas reaccionan suavemente con aminas incluso
a bajas temperaturas, pero deben manipularse con precaucion por su reactividad y potenciales
productos secundarios (El-Faham & Albericio, 2011).

e Uso de sales de uronio o fosfonio

Los reactivos basados en sales de uronio (HBTU, HATU, Figura 27) y fosfonio (PyBOP,

BOP, Figura 28) representan estandares de oro para acoplamientos peptidicos. Estos activadores
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transforman rapidamente el dcido carboxilico en un intermedio reactivo (éster activado o especie
O-aciluronio), permitiendo la formacion de amidas con altos rendimientos y minimos
subproductos racémicos (Al-Warhi et al., 2012; El-Faham & Albericio, 2011). Su uso es

predominante en sintesis de péptidos y sistemas hibridos bioactivos debido a su alta eficiencia y

compatibilidad con condiciones suaves.

Figura 27

Sintesis de sales de uronio a partir de tetrametilurea (TMU).
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Nota: Adaptado de El-Faham & Albericio, (2011).

Figura 28

Mecanismo de acoplamiento peptidico mediado por BOP.
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Nota: Adaptado de Al-Warhi et al., (2012).
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e [Esteres activos derivados de hidroxilaminas.

Incluyen derivados como HOBt, HOSu, HOAt, HONB, Pfp, los cuales generan ésteres
reactivos con alta estabilidad y bajo riesgo de racemizacién. Son utiles tanto en sintesis en solucion
como en fase solida. La activacion del acido se realiza mediante la formacion de un éster reactivo,
como los derivados de p-nitrofenol, HOBt, o pentafluorofenol. Estos ésteres reaccionan facilmente
con aminas para formar amidas sin necesidad de otras activaciones. Son estables y almacenables,
lo que facilita su manejo (EI-Faham & Albericio, 2011).

e Formacion de ésteres mediante el método de Yamaguchi.

La estrategia Yamaguchi es ampliamente reconocida por su eficiencia para la formacion
de ésteres, especialmente cuando se busca construir enlaces éster macrociclicos o lactonas bajo
condiciones suaves. Este método emplea cloruro de 2,4,6-triclorobenzoil (TCBC) para activar el
acido carboxilico y generar un anhidrido mixto altamente reactivo. Dicho anhidrido reacciona de
forma selectiva con alcoholes en presencia de DMAP (4-dimetilaminopiridina) como catalizador
nucleofilico, promoviendo la formacién del enlace éster con alto rendimiento y minimos
subproductos (Figura 29). Su alta eficiencia y control estérico hacen de esta via una opcion clave,
cuando se requieren enlaces éster especificos, por ejemplo, para unir fragmentos hidrofilicos,
cadenas poliméricas o espaciadores flexibles (Tsakos et al., 2015).

Figura 29

Formacion de ésteres mediante la reaccion de Yamaguchi.
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Nota: Adaptado de Dhimitruka & SantalLucia, (2006).
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e Formacion de ésteres mediante la reaccion de Mitsunobu.

La reaccion de Mitsunobu es una estrategia eficiente para la formacion de ésteres, bajo
condiciones suaves y con control estérico. Este proceso se basa en la reaccion de un alcohol con
un acido nucleofilico (cominmente un acido carboxilico) en presencia de fosfina (PPhs) y
azodicarboxilato (DIAD O DEAD) (Figura 30). Esta reaccion ofrece inversion de configuracion,
condiciones suaves y alta especificidad, aunque no es adecuada para compuestos sensibles a la
humedad. Si se requiere convertir el éster resultante en una amida, es posible realizar una
aminolisis posterior, aunque esta no constituye la via directa de la reaccion (Mitsunobu, 1981;
Tsakos et al., 2015).

Figura 30

Formacion de ésteres mediante la reaccion de Mitsunobu.
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Nota: Adaptado de Tsakos et al., (2015).

A continuacién, se resume en la Tabla 1 las principales estrategias de acoplamiento

utilizadas considerando las caracteristicas clave de cada método, los subproductos que generan,
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asi como sus ventajas y limitaciones, ofreciendo una vision clara de los criterios que deben

considerarse para seleccionar el método mas adecuado segtn la aplicacion especifica.

Tabla 1

Comparativa de estrategias y reactivos de acoplamiento para enlaces peptidicos y ésteres.

Método Activador Subproductos Ventajas Limitaciones
Posibl
Carbodiimida EDC, DCC + Urea Econémico, re:)cselmfzacién
(EDC/DCC) HOBt/NHS eficiente ) ’
residuos
Haluro de acil
aiuro de actio SOCl., Cloruro de , . L Gases corrosivos,
(one pot/Schotten— : HCI, SO: Rapido, versatil . .
oxalilo manejo delicado
Baumann)
Acilimi 1
e “l 1rn1c}azo ©s ) Purificacion Menor
Acilimidazol Benzotriazoles, Imidazol . ..
sencilla reactividad
CDI
Alta eficienci .
Sales de HBTU, HATU, Sales B+ PFe. ba': chiclencia, Costosos, manejo
uronio/fosfonio PyBOP e J ., de sales
racemizacion
Riesgo de
Azidas DPPA, HN; N, alcohol Alta reactividad explosividad,
manejo delicado
Condiciones Poca estabilidad,
L. . Cloruro de )
Anhidrido mixto . . Uretanos, alcohol  suaves y buena reacciones
isobutilo, base ..
reactividad colaterales
. . HOAt, HOBt, Derivados Estables, facil Baja reactividad
Esteres activos . . . .
NHS, Pfp hidroxilados acoplamiento sin agregados
. . . L. Sensible a la
Mitsunobu PPhs/DIAD Fosfina oxidada Inversion estérica
humedad
Anhidrido . TCBC, DMAP Triclorobenzoato Alta s'electwldad, Cpsftoso, uso
Yamaguchi selectivo limitado

Las estrategias sintéticas aplicadas a la TCPP —incluyendo la esterificacion selectiva, la
acilacion directa y los acoplamientos peptidicos— constituyen el nicleo conceptual para el disefio
racional de derivados funcionalizados, capaces de integrarse en sistemas hibridos con aplicaciones

biomédicas y tecnologicas. Estas rutas se complementan con reacciones de acoplamiento carbono—
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carbono, como las de Sonogashira, Suzuki, Negishi y Heck, que permiten incorporar grupos
aromaticos o cadenas conjugadas, extendiendo el sistema m-electronico del macrociclo y
modulando propiedades electronicas clave (Hashimoto et al., 1999; Ren, 2008). La formacién de
enlaces covalentes en posiciones periféricas no solo conserva las propiedades fotoquimicas
intrinsecas del nucleo tetrapirrdlico, sino que también ajusta pardmetros criticos como la
hidrofilicidad, la afinidad biologica y la estabilidad estructural (Joulli¢é & Lassen, 2010;
Kriechbaum et al., 2014; Ren, 2008).

Esta versatilidad sintética resulta esencial para la generacion de arquitecturas mas
complejas como dendrimeros, polimeros conjugados o redes supramoleculares de porfirinas,
expandiendo su uso potencial en sensores, catalisis fotodindmica, materiales optoelectronicos y
plataformas de liberacion controlada con funcionalidad adaptativa. Para alcanzar este desempefio,
es fundamental asegurar la pureza del macrociclo, la homogeneidad de sustitucion y la estabilidad
térmica, factores directamente relacionados con la eficiencia en la absorcion de la banda Soret y
la generacion de especies reactivas de oxigeno. De este modo, la sinergia estructural entre el nucleo
porfirinico y sus extremos carboxifenilo posiciona a la TCPP como una plataforma molecular
robusta y versatil para el desarrollo de sistemas hibridos inteligentes (Ahmadi et al., 2015; Carlucci

et al., 2010; Hashimoto et al., 1999).

2.3.1.2 Estructura y funcionalidad de la ampicilina.

La ampicilina pertenece al grupo de los antibioticos B-lactamicos y presenta una estructura
molecular compuesta por tres elementos funcionales clave: el anillo B-lactdmico, un grupo amino
libre (-NH2) y un grupo carboxilo terminal (-COOH) (Figura 31). El anillo B-lactdmico, un ciclo

de cuatro miembros altamente reactivo es esencial para su accion antibacteriana, ya que actia
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como centro electrofilico susceptible de ataque nucleofilico por parte de las proteinas fijadoras de
penicilina (PBPs). Este anillo esta fusionado al anillo tiazolidinico, formando el nucleo 6-
aminopenicilanico que confiere rigidez estructural y define la geometria tridimensional de la
molécula (Vardanyan & Hruby, 2006; Waxman & Strominger, 1983).

En la posicion a de la cadena lateral del ntcleo penicilédnico, la ampicilina incorpora un
grupo amino primario (-NHz), el cual mejora significativamente su solubilidad en medios acuosos
y facilita su transporte a través de porinas en la membrana externa de bacterias Gram-negativas,
ampliando asi su espectro de accion. Este grupo amino también puede participar en interacciones
electrostaticas y es uno de los puntos mas utilizados para modificaciones covalentes en estrategias
de disefio de hibridos moleculares (Nayler, 1971).

Por otra parte, el grupo carboxilo terminal (-COOH) proporciona acidez y polaridad a la
molécula, permitiendo interacciones electrostticas y enlaces de hidrogeno. Ademas, este grupo
funcional es critico para la actividad antibiotica, ya que interviene en la correcta orientacion del
antibiotico hacia el sitio activo de las PBPs. Tanto el grupo amino como el grupo carboxilo son
susceptibles de activacion quimica siendo utilizados para formar enlaces éster o amida con otras
moléculas bioactivas o plataformas poliméricas, sin comprometer necesariamente la actividad
antibacteriana (Joullié & Lassen, 2010; Ren, 2008).

Figura 31

Estructura molecular (izquierda) y estructura cristalina (derecha) de la ampicilina.
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Nota: Adaptado de Boles & Girven, (1976).

El mecanismo de accion de la ampicilina se basa en la inhibicion de la sintesis de la pared
celular bacteriana, un proceso esencial para la viabilidad de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Esta accion se lleva a cabo a través de la interaccion con proteinas fijadoras de penicilina
(PBPs), un grupo de enzimas responsables de catalizar las etapas finales de la biosintesis del
peptidoglicano, principal componente estructural de la pared celular (Dowson et al., 1994;
Waxman & Strominger, 1983). El anillo B-lactdmico de la ampicilina actia como un analogo
estructural del dipeptido terminal D-Ala-D-Ala de los precursores del peptidoglicano. Esta
similitud le permite unirse de manera irreversible al sitio activo de las PBPs, bloqueando su
actividad transpeptidasa. Como consecuencia, se impide el entrecruzamiento de las cadenas de
peptidoglicano, debilitando la integridad estructural de la pared celular y provocando la lisis
osmotica de la bacteria en crecimiento (Nelson & Young, 2001; Park & Strominger, 1957; Saikia
& Chetia, 2024).

La eficacia de la ampicilina estd condicionada por su capacidad de alcanzar y fijarse a las
PBPs especificas del microorganismo. En bacterias Gram-negativas, su entrada se ve mediada por
proteinas de canal (porinas), mientras que en bacterias Gram-positivas, el antibidtico accede mas
directamente a su blanco, aunque debe superar una matriz més gruesa de peptidoglicano (Dowson
et al., 1994).

Desde el punto de vista clinico, la ampicilina ha sido uno de los antibidticos -lactamicos
mas utilizados por su amplio espectro de accion, que abarca bacterias Gram-positivas como
Streptococcus spp., Enterococcus faecalis y Listeria monocytogenes, asi como algunas bacterias

Gram-negativas, incluyendo Haemophilus influenzae, Escherichia coli y Proteus mirabilis
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(Vardanyan & Hruby, 2006). Esta versatilidad terapéutica se debe a su capacidad para atravesar la
membrana externa de bacterias Gram-negativas, lo que no era posible con las penicilinas naturales
como la penicilina G.

Sin embargo, la eficacia clinica de la ampicilina ha disminuido debido al aumento de
mecanismos de resistencia bacteriana. El mas comun es la produccion de B-lactamasas, enzimas
que hidrolizan el anillo B-lactamico, inactivando el antibiotico (Waxman & Strominger, 1983).
Otros mecanismos incluyen mutaciones en las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs) que reducen
la afinidad por el antibidtico y la disminucion de la permeabilidad de la membrana externa,
especialmente en cepas Gram-negativas resistentes (Dowson et al., 1994; Sutcliffe, 1978). Estas
adaptaciones han motivado el disefio de derivados semisintéticos y combinaciones con inhibidores
de PB-lactamasas (como el 4cido clavulanico), asi como la exploracion de estrategias de
modificacion estructural.

Quimicamente, la ampicilina presenta dos grupos funcionales principales susceptibles de
ser modificados: el grupo amino libre en la cadena lateral del nucleo penicilanico y el grupo
carboxilo en el anillo B-lactdmico. El grupo amino puede ser acilado o funcionalizado mediante
enlaces amida con acidos activados, sin comprometer necesariamente la actividad antibacteriana,
mientras que el grupo carboxilo puede ser transformado en ésteres o amidas, facilitando su
incorporacidon en sistemas hibridos o polimeros funcionales (Joulli¢ & Lassen, 2010; Nayler,
1971). Estas modificaciones permiten modular la solubilidad, estabilidad y perfil farmacocinético
del antibidtico, ademas de habilitar nuevas estrategias de entrega dirigida o sinergia con otras

moléculas bioactivas.
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2.3.2 Diseinio y relevancia de hibridos de porfirina

Las moléculas hibridas constituyen una estrategia racional empleada en el disefio de nuevos
agentes terapéuticos en quimica medicinal. Estas se construyen mediante la integracion estructural
de dos o mas farmacoforos en una sola molécula con el proposito de potenciar la efectividad
terapéutica a través de efectos sinérgicos, mejorar la biodisponibilidad, optimizar la selectividad y
reducir la probabilidad de generar resistencia microbiana (Shaveta et al., 2016). Las moléculas
hibridas pueden clasificarse seglin la conexion quimica entre los componentes activos:

e Hibridos conjugados: presentan una unioén covalente directa entre farmacoforos, sin

posibilidad de separacion, lo que asegura una accidon conjunta.

e Hibridos con linkers (liberables o no): los farmaco6foros estan conectados mediante un

espaciador que puede ser estable o hidrolizable en condiciones fisiologicas.

e Hibridos de fusidon: incorporan dominios estructurales superpuestos en una unica

arquitectura quimica, permitiendo multiples mecanismos terapéuticos.

Los objetivos principales de esta estrategia incluyen: (a) lograr una accion
polifarmacologica sobre multiples blancos terapéuticos, (b) reducir la probabilidad de desarrollo
de resistencia, (c) mejorar propiedades fisicoquimicas (como solubilidad y estabilidad), y (d)
disminuir efectos adversos mediante mecanismos de accidon complementarios (Pokrovskaya &
Baasov, 2010; Pucelik et al., 2024; Singha et al., 2017).

Estudios recientes han documentado la eficacia de diversos hibridos frente a
microorganismos resistentes. Se han desarrollado compuestos que combinan agentes
antibacterianos clasicos con fluoroforos, nitroheterociclos y otros sistemas aromaticos funcionales.
Oyim et al. (2021) en su revision destaca la modificacion de porfirinas con grupos funcionales de

carga positiva, como aminoacidos basicos o péptidos antimicrobianos, con el fin de favorecer su
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interaccion con las membranas bacterianas anidnicas, mejorando tanto la penetracion celular como
la eficacia fotodinamica (Oyim et al., 2021).

Otro enfoque se basa en el disefio de redes supramoleculares. Kumari et al. (2017)
desarrollaron sistemas autoensamblados formados por ADN vy porfirinas cationizadas, los cuales
presentaron orientacion espacial favorable para la transferencia energética y la generacion de
especies reactivas de oxigeno, logrando una elevada actividad antimicrobiana bajo irradiacion
(Kumari et al., 2017).

La combinacion de porfirinas con antibioticos ha sido explorada en menor medida, pero
con resultados prometedores. Gao et al. (2018) y Eddahmi et al. (2020) han demostrado que la
unioén covalente de porfirinas con antibiodticos o nitroimidazoles puede conservar e incluso
potenciar la actividad antibacteriana original, mientras se introduce la capacidad de respuesta a
estimulos luminicos. Gao et al. lograron disefiar un hibrido metronidazol-deuteroporfirina que
mostro actividad frente a bacterias anaerobias, mientras que Eddahmi et al. reportaron hibridos
porfirina—nitroindazol (Figura 32) con actividad fotoinducida y especificidad mejorada (Eddahmi

et al., 2020; Gao et al., 2018).
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Figura 32

Estructura molecular de los hibridos porfirina-nitroindazol.
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Nota: Adaptado de Eddahmi et al., (2020).

En relacion con los antibioticos B-lactamicos, existen antecedentes que reportan hibridos
estructurales con ampicilina. Singha et al. (2017) desarrollaron un compuesto que une
covalentemente ampicilina con un derivado de naftalimida (Figura 33), el cual present6 una
actividad antibacteriana comparable o superior a la del antibidtico libre frente a Escherichia. coli
y Staphylococcus aureus. Ademas, el hibrido mostré propiedades fluorescentes, permitiendo la
visualizacion intracelular del compuesto, lo cual sugiere ventajas tanto diagnosticas como

terapéuticas (Singha et al., 2017).
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Figura 33

Estructura molecular del hibrido derivado de naftalimida unido a ampicilina.
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Nota: Adaptado de Singha et al., (2017).

Shaveta et al. (2016) también reportaron la viabilidad de hibridos basados en B-lactamicos
para enfrentar bacterias resistentes a carbapenémicos. En estos sistemas se incorporaron
fragmentos capaces de inhibir bombas de eflujo o enzimas betalactamasas, mostrando eficacia en
estudios preclinicos (Shaveta et al., 2016).

A pesar del creciente interés en hibridos con doble funcionalidad —ya sea antimicrobiana,
diagnostica o fotodinamica—, la combinacion directa entre porfirinas y antibidticos B-lactamicos
sigue siendo limitada. Esta escasez constituye una oportunidad estratégica de innovacion. En este
contexto, la propuesta de esta tesis doctoral, centrada en el disefio y sintesis de un hibrido
porfirina—ampicilina, representa una contribucion original. Este compuesto busca integrar la
actividad antibacteriana clasica de la ampicilina con la capacidad fotodindmica y de coordinacioén
metalica de la porfirina, permitiendo el desarrollo de agentes multifuncionales con aplicacion

potencial en infecciones bacterianas y parasitarias.
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2.3.3 Coordinacion metdlica en nucleos porfirinicos

La coordinacion de metales de transicion en el nucleo de porfirinas representa una
estrategia clave para modular sus propiedades electronicas, estructurales y bioactivas. El anillo
porfirinico, caracterizado por su estructura planar y altamente conjugada con 18 electrones m,
presenta cuatro atomos de nitrégeno capaces de actuar como sitios de coordinacidon, permitiendo
la formacién de complejos estables con cationes metdlicos. Esta capacidad de coordinacion
confiere a las porfirinas una versatilidad excepcional, permitiendo sintonizar sus propiedades
espectroscopicas, redox y fotodindmicas mediante la insercion de diferentes centros metalicos (L.
Wang et al., 2024).

Desde el punto de vista electronico, la metalacion induce cambios en la simetria molecular
del sistema (de D:h en porfirinas libres a Dsh en sus complejos metalicos), lo que modifica la
energia y degeneracion de los orbitales frontera. Este cambio impacta directamente la intensidad
y posicion de las bandas de absorcion, en especial las bandas Q (n—=n*), cuya intensidad puede
incrementarse significativamente al romperse la simetria de alternancia (Hashimoto et al., 1999).

Ademas, la coordinacion metdlica mejora la estabilidad térmica y fotoquimica del sistema,
facilita la modulacion del carécter lipofilico, la carga superficial y la interaccion especifica con
biomoléculas. Esto ha impulsado el uso de metaloporfirinas en aplicaciones biomédicas,
incluyendo terapia fotodinamica (PDT), sistemas de liberacion dirigida de fArmacos y diagnéstico
por imagen.

El proceso de metalacion influye directamente en la eficiencia de las porfirinas como
agentes terapéuticos. Por ejemplo, la insercion de Zn(Il), un ion diamagnético, potencia la

fluorescencia y la generacion de oxigeno singlete, mientras que Ni(Il), por su caracter
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paramagnético, tiende a apagar la fluorescencia, pero mejora la estabilidad y permite una
coordinacion axial versatil (Gutzeit et al., 2019). Por su parte, los complejos de Sn(IV) permiten
la incorporacion de dos ligandos axiales, ampliando la funcionalidad molecular.

e Complejos de Zinc(II).

El ion Zn(II) forma complejos porfirinicos con geometria cuadrado-planar, sin momento
magnético, lo cual favorece su uso como fotosensibilizador. Estudios recientes han demostrado
que porfirinas fluoradas con Zn(Il) exhiben una alta eficacia fotodinamica contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas en modelos de biofilm. Se observd que, mas alla del metal, la
distribucion de carga periférica del compuesto desempena un papel crucial en la interaccion con
membranas microbianas y la eficiencia de generacion de oxigeno singlete (Pucelik et al., 2024).

En el caso de los complejos Zn(Il), su relevancia biomédica ha sido respaldada por
multiples investigaciones, particularmente en el campo de la terapia fotodinamica. Sekhar et al.
(2022) reportaron la sintesis de porfirinas meso-metiladas coordinadas con Zn(Il) (Figura 34),
disefiadas para actuar como sistemas de liberacion activados por luz. Entre estos, el complejo
denominado 6-Zn demostr6 un comportamiento fotofisico destacado, con una elevada eficiencia
en la liberacion de grupos salientes bajo irradiacion visible. Esta respuesta se tradujo en un
rendimiento quimico superior al 70% y una seccion cruzada fotolitica significativamente alta, lo
que indica una capacidad sobresaliente para actuar como interruptor molecular fotoinducible.
Adicionalmente, el complejo mostrd buena estabilidad en medios acuosos y una eficiencia de
generacion de oxigeno singlete adecuada para aplicaciones terapéuticas sensibles a la luz, como la
activacion localizada de farmacos o el control espaciotemporal de procesos celulares (Sekhar et

al., 2022).
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Figura 34

Estructura molecular de meso-metilporfirinas coordinadas con metales como Zn, Pd, Cu
y Ni.

6-Zn: M =Zn
6-Pd: M = Pd
6-Cu: M=Cu
6-Ni: M = Ni

Nota: Adaptado de Sekhar et al., (2022).

Por su parte, Han et al. (2023) disefiaron anfifilos porfirinicos de Zn(II) capaces de
autoensamblarse en medios acuosos, formando nanoestructuras estables con acumulacion
mitocondrial selectiva y efecto fototdxico notable frente a células tumorales (Han et al., 2023).

Pucelik et al. (2024) evaluaron una serie de porfirinas fluoradas metaladas con iones Zn(II)
y Pd(II) (Figura 35), comprobando su alta eficacia fotodinamica contra bacterias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus) y Gram-negativas (Escherichia coli), tanto en estado planctonico como
en biofilm. Los autores destacaron que la distribucion de carga periférica —mas alla del tipo de
metal central— es un factor critico para la interaccidon efectiva con los microorganismos, ya que
determina la capacidad del fotosensibilizador para insertarse y actuar sobre las membranas

bacterianas (Pucelik et al., 2024).
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Figura 35

Estructura molecular de porfirinas fluoradas con iones metalicos de Zn(Il) y Pd(Il).

HO__ //O

(/]

M = 2H, Zn, Pd

Nota: Adaptado de Pucelik et al., (2024).

e Complejos de Ni(II).

El niquel (II), al coordinarse con porfirinas, confiere una mayor estabilidad estructural,
rigidez conformacional y propiedades redox mejoradas. Gutzeit et al. (2019) reportaron una serie
de complejos Ni(II)-porfirina con enlaces coordinados axialmente (Figura 36), demostrando que
la orientacion axial afecta los potenciales redox, la geometria molecular y la capacidad de insercion
en matrices supramoleculares. Estos compuestos fueron evaluados como catalizadores redox y
mostraron estabilidad frente a oxidacion/reduccion reversible en condiciones de laboratorio

(Gutzeit et al., 2019).
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Figura 36

Estructuras de los complejos coordinados cuatro, cinco y seis de porfirinas de niquel(Il).

CN4 CN6
Diamagnético Paramagnético
S=0 S=
CN5
Paramagnético
S =

Nota: Adaptado de Gutzeit et al., (2019).

En trabajos recientes, Wang (2024) sintetizaron cintas hibridas de Ni(II)-porfirina con
unidades de 5,15-diazaporfirina (Figura 37). Estos hibridos mostraron un desplazamiento hipso
cromico de la banda Soret y la aparicion de multiples ondas redox reversibles. Estos complejos
también fueron propuestos como sensores colorimétricos debido a su sensibilidad estructural a la

coordinacién axial y a condiciones de pH (L. Wang et al., 2024).
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Figura 37

Estructura molecular (izquierda) y estructura cristalina de rayos X (derecha) que
muestran la disposicion en forma de cinta de los hibridos de porfirina Ni(Il)-DAP.

Ar'
Ar'
Ar?
Ar'

Ar’

Nota: Adaptado de Wang et al., (2024).

e Complejos de Sn(IV).

La coordinacion axial de estafio (IV) origina geometrias octaédricas distorsionadas en los
complejos porfirinicos. Esta configuracion permite la incorporacion de ligandos axiales, lo que
amplia la funcionalidad del sistema. Mamardashvili et al. (2025) sintetizaron un complejo Sn(I'V)-
porfirina con dos unidades de Rosa de Bengala (Figura 38), demostrando eficacia fotodinamica
frente a bacterias y hongos patdgenos, junto con baja toxicidad en células humanas. Esta
funcionalizacion axial mejora no solo la fototoxicidad selectiva, sino también la sensibilidad del
sistema a parametros intracelulares como el pH y la viscosidad lo que amplifica su potencial como

herramienta terapéutica sensible a estimulos (Mamardashvili et al., 2025).
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Figura 38

Estructura molecular de la Sn(IV)-5,10,15,20-tetra(4-sulfofenil)porfirina con Rosa de
Bengala SnP(RB):.

Nota: Adaptado de Mamardashvili et al., (2025).

Rafiee et al. (2024) describieron la preparacion de complejos Sn(IV)-TCPP con ligandos
axialmente coordinados como cloruro y metanol, evaluando su actividad frente a bacterias
multirresistentes. Los compuestos mostraron un perfil favorable de fototoxicidad y una marcada
estabilidad frente a la degradacion por luz (Rafiee et al., 2024). Asimismo, Li et al. (2022)
reportaron que la insercion de Sn(IV) en dos estructuras diferentes de porfirina, una TCPP y una
5,10,15,20-tetrakis(4-aminofenil) porfirina metilada (TAPP-Me) (Figura 39), aumenta la
absorcion en la region visible, mejora la solubilidad en medios acuosos y facilita la generacion de

oxigeno singlete, con potencial para aplicaciones fotodindmicas no invasivas (Li et al., 2022).
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Figura 39

Esquema de la posible estructura de los complejos Sn-TAPP-Me (izquierda) y Sn-TCPP
(derecha).

H;C. CH H;C. CH
J\N/ 3 3\N/ 3

Sn-TCPP

Sn-TAPP-Me

Nota: Adaptado de Li et al., (2022).

e Otros complejos metalicos relevantes.

Diversas investigaciones han explorado la coordinacion de porfirinas con otros metales de
transicion. Dong et al. (2024) desarrollaron hibridos porfirinicos tipo 2-1-2-1 complejados con
Mn(IIl), con propiedades antioxidantes miméticos a la enzima superoxido dismutasa (SOD)
replicando su actividad antioxidante (Y. Dong et al., 2024).

Asimismo, los complejos de Fe(IIl) han sido ampliamente estudiados por su versatilidad
catalitica y su capacidad de actuar como modelos de sistemas hemoenzimaticos. Chen et al. (2020)

incorporaron porfirinas de Fe(Ill) en redes metal-organicas (MOFs) tipo PCN-222, obteniendo
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catalizadores con actividad peroxidasa mimética que pueden ser utilizados como biosensores o
sistemas terapéuticos redox-responsivos. Estas estructuras mostraron buena estabilidad coloidal,
alta area superficial y comportamiento catalitico enzimatico frente a sustratos tipicos de SOD y
catalasa (Chen et al., 2021).

En el caso de Cu(Il), su coordinacion con porfirinas genera complejos con notable
actividad fotodinamica y antimicrobiana. Han et al. (2023) evaluaron complejos Cu(Il)-porfirina
en estructuras anfifilicas capaces de formar nanoensamblados con estabilidad coloidal en medios
acuosos. Estos sistemas demostraron alta eficiencia en la generacion de oxigeno singlete y buena
acumulacion  subcelular, exhibiendo actividad antibacteriana incluso contra cepas
multirresistentes. Su estructura también permitio un direccionamiento intracelular eficiente, lo que
refuerza su aplicabilidad en tratamientos localizados mediados por luz (Han et al., 2023).

Por otro lado, los complejos de Pt(II) han sido evaluados por su efecto sinérgico al
combinar propiedades citotoxicas directas con capacidad fotosensibilizadora. Ouyang et al. (2024)
desarrollaron porfirinas tetraplatinadas que, bajo irradiacion luminica, inducen muerte celular por
mecanismos apoptoticos, combinando la produccion de especies reactivas de oxigeno con la accion
directa de los centros metalicos de platino. Esta doble funcionalidad amplifica el dafio celular en
tejidos tumorales, presentando una alternativa prometedora para la terapia fotodindmica
combinada con quimioterapia dirigida (Ouyang et al., 2024).

Ademas de los metales discutidos, las porfirinas han sido coordinadas con una amplia
variedad de cationes metalicos a lo largo de multiples investigaciones, abarcando tanto metales de
transiciéon como metales pesados y lantdnidos. Metales como Cu(II), Pd(IT), Pt(II), Fe(III), Co(II),
Mn(II), y Au(Ill) han sido incorporados al nticleo porfirinico, cada uno aportando propiedades

especificas segin su configuracion electronica y potencial redox. Esta diversidad refleja la notable
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versatilidad del nucleo porfirinico como andamiaje molecular adaptable para la quimica de
coordinacién con fines biomédicos y tecnologicos avanzados.

El tipo de metal coordinado altera significativamente las bandas espectrales de las
porfirinas. Se han reportado desplazamientos batocromicos o hipsocrémicos en la banda Soret y
las bandas Q dependiendo del radio i6nico y la naturaleza electronica del metal. En el caso de Zn
y Sn, se reporta un corrimiento de la banda Soret hacia longitudes de onda mayores, lo que mejora
su absorcion en el rango terapéutico de luz roja. Ademas, muchos de estos complejos exhiben
propiedades redox bien definidas y ciclos electroquimicos reversibles, lo cual amplia su
aplicabilidad como plataformas cataliticas y sensores bioquimicos (Li et al., 2022; L. Wang et al.,
2024).

En la Tabla 2 se resumen las principales propiedades estructurales, espectroscopicas, redox
y biomédicas de los complejos metalicos mas relevantes derivados de porfirinas. Esta comparacion
permite visualizar como la eleccion del metal central influye directamente en el comportamiento

fotofisico y en el potencial terapéutico de cada sistema porfirinico.

Tabla 2

Comparacion de propiedades entre complejos metdlicos coordinados con porfirinas.

Metal Geometria de Efecto Propiedades Aplicaciones
cta . .z - . 1
coordinacion espectroscopico redox biomédicas
Desplazamiento Redox pasivo; Fototerapia
Geometria cuadrado  batocromico leve en favorece antimicrobiana;
Zn(I1) ., o
planar (Dsh) banda Soret (~424 generacion de 1magenes

nm); bandas Q intensas oxigeno singlete fluorescentes
) Reduccion de .
Geometria cuadrado . . L Fotocatalisis, sensores
) intensidad de Multiples ondas o
Ni(ID) planar, a veces redox, estabilidad

. . fluorescencia; redox reversibles
distorsionado estructural

absorcion en NIR
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Metal Geometria de Efecto Propiedades Aplicaciones
coordinacion espectroscopico redox biomédicas
. Despl ient B dimient . . .
Octaédrico sielslli)ﬁizairi?ffrelr?ban das elllerrlorf;(:?len © Terapia fotodinamica,
Sn(IV) distorsionado (con g ., P . sensibilidad a pH,
) . Q; absorcion hasta 670  redox; ciclos e e,
ligandos axiales) ) inhibicion de tumores
nm reversibles
Variable (en Sensible a condiciones C Neuroproteccion;
Mn(III SOD- 5t
n(Itly hibridos 0 MOFs) oxidativas fimetico antiinflamatorio
Actividad catalitica Redox tipo Biosensores;
Fe(Ill) MOF o monomérico .. p catalizadores
visible hemoenzima C e
biomiméticos
Cuadrado o Buena generacion de Alta reactividad Antibacteriano
Cu(II) .y ) . ..
pseudotetraédrico O2; absorcion visible ~ fotoquimica dirigido por luz
. Apagamiento Radicales libres, Terapia fotodindmica,
Tetra o polinuclear ., - o .
Pt(I1) . fluorescente, absorcion  dafio por quimioterapia
coordinado .. ., .
visible fotoactivacion sinérgica

2.3.4 Técnicas analiticas para sintesis y caracterizacion

La caracterizacion precisa de porfirinas y sus complejos metalicos requiere un enfoque

multitécnico que permita validar su estructura, pureza, grado de metalacion y propiedades

fisicoquimicas. A continuacion, se describen las técnicas mas empleadas en el estudio de estos

sistemas, destacando su relevancia y aplicaciones especificas en compuestos porfirinicos.

e Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier FTIR (Fourier Transform

Infrared Spectroscopy):

La FTIR es una técnica vibracional que permite identificar los grupos funcionales presentes

en una molécula mediante la absorcion de radiacion infrarroja por parte de los enlaces quimicos,

lo que genera patrones especificos de vibracion (estiramientos, flexiones y torsiones)

caracteristicos de cada grupo funcional. Este andlisis se realiza a partir de un espectro de
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absorbancia en funcidon del nimero de onda, y permite obtener una "huella molecular" que
distingue compuestos con gran precision (Nakamoto, 2009).

En el caso de las porfirinas, la FTIR es especialmente util para confirmar la presencia de
grupos periféricos como carboxilos, grupos amino, hidroxilos o enlaces amida. Ademas, resulta
fundamental en la caracterizacion de modificaciones estructurales tras procesos de
funcionalizacion o coordinacion metalica. Por ejemplo, la desaparicion o desplazamiento de las
bandas correspondientes a los estiramientos N—H (~3300 cm™) o O—H (~3400 cm™), asi como la
aparicion de nuevas bandas entre 400-600 cm™, puede indicar la formacion de enlaces metal-
nitrégeno o metal-oxigeno. En particular, las bandas asociadas al esqueleto porfirinico (C=C y
C=N conjugados del anillo macrociclico) suelen localizarse entre 1550-1450 cm™, y sus
desplazamientos permiten detectar cambios electrénicos por efecto de coordinacion metalica
(Ahmadi et al., 2015; Nakamoto, 2009).

Esta técnica se emplea ampliamente para validar la incorporacion de grupos funcionales
en porfirinas disefiadas para aplicaciones biomédicas, como sensores, fotosensibilizadores o
agentes terapéuticos, asi como para confirmar la pureza estructural del compuesto antes y después
de complejarse.

e Espectroscopia UV-Vis:

La espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis) es una técnica fundamental
para el estudio de compuestos con sistemas electronicos conjugados, como las porfirinas. Su
principio se basa en la absorcion de radiacion electromagnética en las regiones UV (200-400 nm)
y visible (400—-800 nm), lo cual provoca transiciones electronicas principalmente entre orbitales
y ¥, asi como n — 7m* en algunos casos (Brittain, 2006; Nakamoto, 2009). En el caso de las

porfirinas, las bandas mas caracteristicas son la intensa banda Soret (B) alrededor de 400430 nm,
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atribuida a la transiciéon S0—S2, y las bandas Q, de menor intensidad, situadas entre 500—700 nm,
correspondientes a transiciones S0—S/ (Pozzoli, 2018).

La utilidad de esta técnica en sistemas porfirinicos es amplia y versatil. En primer lugar,
permite confirmar la formacion del anillo porfirinico y su pureza, gracias a los patrones espectrales
bien definidos que presenta. Ademas, es esencial para monitorear la metalacion, ya que la insercion
de un metal en el nucleo tetrapirrdlico induce desplazamientos espectrales (corrimientos
batocromicos o hipso cromicos) y cambios en la intensidad relativa de las bandas, debido a la
alteracion en la simetria electronica del sistema (Bianco et al., 2024; Wan et al., 2011). Por
ejemplo, la banda Soret de la porfirina libre TCPP suele aparecer a 415 nm, mientras que al
coordinarse con Zn(Il) se desplaza a 424 nm, y con Sn(IV) a 430 nm, evidenciando el efecto del
metal sobre la densidad electrénica del anillo central (Hashimoto et al., 1999).

Esta técnica permite cuantificar la concentracion de porfirinas en solucion mediante la ley
de Beer-Lambert y estudiar la estabilidad frente a la luz o cambios de pH, asi como evaluar la
eficiencia de generacion de oxigeno singlete mediante monitoreo indirecto de fotodegradacion de
sondas quimicas (Brittain, 2006; Pucelik et al., 2024). Es también un método de rutina para
comparar derivados funcionalizados, evaluar el grado de agregaciéon en medio acuoso (por el
ensanchamiento o desplazamiento de bandas), o examinar el efecto de sustituyentes periféricos y
ligandos axiales.

e Resonancia Magnética Nuclear (RMN):

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica espectroscopica basada en la
interacciéon de los momentos magnéticos nucleares con un campo magnético externo, y la

absorcion de energia de radiofrecuencia correspondiente. Esta técnica permite identificar la
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estructura quimica, evaluar la simetria molecular y estudiar el entorno electrénico de ntcleos con
espin diferente de cero, como 'H, 1*C, 1°N, entre otros (Silverstein et al., 2005).

En RMN de 'H, los protones situados en diferentes ambientes electronicos absorben a
distintas frecuencias, generando sefiales caracteristicas conocidas como desplazamientos quimicos
(0, en ppm). En el caso de porfirinas, los protones B-pirrélicos presentan sefiales intensas y bien
definidas entre 8-9 ppm, debido a la deslocalizacion de electrones m del sistema aromatico. Al
insertar un metal en el nucleo porfirinico, se alteran los campos magnéticos locales, lo que causa
desplazamientos quimicos notables, e incluso supresion o ensanchamiento de las senales,
dependiendo del caricter paramagnético o diamagnético del ion metdlico central (Silverstein et al.,
2005).

La RMN de "*C complementa el analisis al permitir la observacion de los carbonos de los
anillos pirrolicos y fenilos periféricos. En porfirinas libres, la simetria molecular genera sefales
especificas, que pueden cambiar significativamente tras la metalacion o funcionalizacion
periférica. Estos cambios permiten confirmar la estructura, la pureza del compuesto, y la naturaleza
del ambiente quimico de cada carbono.

Ademas, esta técnica es util para investigar fenomenos de autoasociacion, interacciones
supramoleculares (como agregacion n—mn), simetria axial y presencia de ligandos coordinados. Por
ejemplo, la RMN ha sido utilizada para evidenciar el apilamiento de porfirinas en solucion,
determinar grados de agregacion y evaluar la simetria de complejos con ligandos axiales,
especialmente en complejos de Sn(IV) y Ni(II).

e Espectrometria de Masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization

Time of Flight):
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La espectrometria de masas por desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con analisis
por tiempo de vuelo (MALDI-TOF) es una técnica altamente sensible que permite determinar la
masa molecular exacta de compuestos, especialmente aquellos de alto peso molecular o sensibles
al calor, como las porfirinas y sus derivados metalados. Su principio se basa en la incorporacién
del analito en una matriz organica adecuada que, al irradiarse con un laser pulsado (usualmente
UV), facilita la desorcion e ionizacion suave del analito sin fragmentacion excesiva. Las especies
ionizadas se aceleran en un campo eléctrico y su tiempo de vuelo hasta el detector permite calcular
su relacion masa/carga (m/z) con alta precision (Silverstein et al., 2005).

En el caso de porfirinas, esta técnica resulta particularmente util para confirmar la
estructura molecular esperada, detectar la incorporacion del metal en el nucleo porfirinico,
identificar posibles ligandos axiales y analizar fragmentaciones especificas que validen patrones
de funcionalizacion. Ademas, su alta resolucion permite distinguir entre isotopémeros y entre
complejos con diferentes grados de sustitucion o coordinacion axial (Silverstein et al., 2005).

Por ejemplo, Bianco et al. (2024) aplicaron MALDI-TOF para caracterizar derivados
tetrapirrélicos funcionalizados, como porfirinas conjugadas con grupos GABA. En su estudio, se
observaron picos de masas correspondientes a los aductos M+H", M+Na", y M+K", asi como
fragmentos derivados de pérdidas especificas (COOH, H-0), confirmando tanto la presencia del
grupo funcional como la correcta metalacion del nucleo porfirinico (Bianco et al., 2024).

En contextos biomédicos y supramoleculares, MALDI-TOF también ha demostrado ser
una herramienta clave para evaluar la estabilidad de complejos porfirinicos en condiciones
bioldgicas, asi como para monitorear reacciones de modificacion quimica y procesos de

ensamblaje molecular. Su compatibilidad con matrices como acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB)



COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 116

o sinapinico, y su capacidad para detectar trazas a concentraciones bajas, la convierten en una
técnica imprescindible en el estudio de materiales porfirinicos avanzados.

e Espectroscopia fotoelectronica de rayos X XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy):

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X es una técnica analitica de superficie que
permite identificar la composicion elemental, los estados de oxidacion y el entorno quimico de los
atomos presentes en los primeros nanometros de profundidad de una muestra sélida. Su
fundamento se basa en la emision de electrones fotoionizados cuando la superficie es irradiada con
rayos X de energia conocida. La energia cinética (KE) de los electrones emitidos se mide, y a partir
de ella se determina la energia de enlace (BE) caracteristica de cada elemento segln la ecuacion:

BE = hv—KE — ¢

Donde: hv es la energia de los rayos X incidentes y ¢ es la funcion trabajo del espectrometro
(Moulder et al., 1995).

Cada elemento posee picos caracteristicos en su espectro XPS, como Zn 2ps/>, Ni 2p, Sn
3d o N 1s, cuya posicion puede desplazarse (corrimiento quimico) dependiendo del entorno
electronico. Este efecto es sensible a la electronegatividad de los atomos vecinos, la hibridacion,
la polaridad de enlaces o la presencia de grupos funcionales. Por ejemplo, en los compuestos
porfirinicos, el corrimiento del N 1s puede indicar coordinacion al centro metalico, mientras que
los cambios en el C 1s pueden revelar enlaces con oxigeno, azufre u otros heteroatomos (Moulder
et al., 1995; Thermo Fisher Scientific, n.d.).

En el contexto de las metaloporfirinas, el XPS permite:

e Confirmar la metalacion: por ejemplo, la presencia de sefiales en las regiones de BE

de Zn 2ps/> (~1021 eV), Ni 2ps/> (~855 eV) o Sn 3ds/> (~486 eV) indica la insercion
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efectiva del ion metalico en el nucleo porfirinico (Moulder et al., 1995; Thermo Fisher
Scientific, n.d.).

e Analizar la coordinacion axial: a través de sefiales adicionales que corresponden a
atomos como Cl, O o N unidos axialmente al metal central.

e Evaluar la pureza y residuos de sintesis: deteccion de contaminantes como carbono
adventicio o restos de solventes y reactivos.

e Cuantificacion elemental superficial: utilizando factores de sensibilidad relativos
(RSF) se estima la proporcion atomica de cada elemento presente en la superficie
(Moulder et al., 1995; Thermo Fisher Scientific, n.d.).

El XPS es especialmente valioso en estudios donde la superficie del material influye
directamente en sus propiedades, como en catalisis, sensores, dispositivos optoelectrénicos o
sistemas bioactivos. En compuestos porfirinicos funcionalizados, su alta sensibilidad permite
corroborar modificaciones quimicas superficiales o evaluar procesos de autoensamblaje.

No obstante, se limita a elementos con nimero atdmico superior a 3 y no es adecuada para
detectar hidrogeno o helio. Ademas, su analisis se restringe a las capas mas externas (~10 nm), por
lo que no refleja la composicion de la matriz.

e Anadlisis Termogravimétrico y Calorimetria Diferencial de Barrido TGA-DSC
(Thermogravimetric Analysis and Differential Scanning Calorimetry):

La combinacion de técnicas termoanaliticas como TGA y DSC permite evaluar de manera
precisa la estabilidad térmica, la composicion y las transiciones fisicas o quimicas de los materiales
(Craig & Reading, 2007; Haines, 2002). En TGA, se mide la pérdida de masa de una muestra al
ser calentada bajo atmosfera controlada, lo que permite detectar eventos como la eliminacion de

disolventes, descomposicion térmica o desprendimiento de ligandos volatiles. Esta técnica es
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particularmente util en la caracterizacion de complejos porfirinicos, ya que la pérdida de masa
puede correlacionarse directamente con la estequiometria del complejo y la presencia de grupos
periféricos o coordinados (Craig & Reading, 2007).

La DSC, por otro lado, cuantifica los cambios endotérmicos o exotérmicos asociados a
fenomenos como fusion, cristalizacion, transiciones vitreas o reorganizacion supramolecular. En
sistemas porfirinicos, esta técnica permite detectar transiciones térmicas asociadas al
reordenamiento de las estructuras cristalinas, cambios conformacionales inducidos por
temperatura, o interacciones intermoleculares dentro de agregados supramoleculares o
ensamblajes hibridos. Por ejemplo, desplazamientos o aparicion de picos endotérmicos pueden
indicar interacciones m—m o disociacion de asociaciones intermoleculares en soluciones sélidas
(Craig & Reading, 2007; Haines, 2002).

El uso conjunto de TGA y DSC es esencial en la caracterizacion térmica de derivados
porfirinicos metalados, ya que permite establecer perfiles de estabilidad térmica, evaluar la
presencia de fases polimorficas y confirmar indirectamente la coordinacion de ligandos o metales.
Estas técnicas también son fundamentales en el disefio de materiales funcionales termoestables o
en la evaluacion de condiciones Optimas de procesamiento y almacenamiento (Craig & Reading,
2007).

e Difraccion de Rayos X de Polvo (DRX):

La difraccion de rayos X de polvo (PXRD, por sus siglas en inglés Powder X-Ray
Diffraction) es una técnica analitica fundamental en la caracterizacion estructural de materiales
solidos. Su principio se basa en la interferencia constructiva de rayos X monocromaticos al incidir

sobre un material cristalino, lo cual genera un patron caracteristico de difraccion que refleja la
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disposicion periddica de los atomos en la red cristalina. Esta técnica se fundamenta en la ley de
Bragg,
ni = 2dsinf

Donde, d es la distancia interplanar, 6 el angulo de difraccion y 4 la longitud de onda de
los rayos X incidentes (Dinnebier & Billinge, 2008; Giacovazzo et al., 1998).

La DRX permite identificar fases cristalinas, determinar la cristalinidad, analizar la pureza
del material y estudiar cambios estructurales asociados a procesos como la metalaciéon o la
formacion de estructuras hibridas. Para sistemas porfirinicos, es particularmente 1til en aquellos
casos en que el nacleo porfirinico se coordina a metales que inducen ordenamiento supramolecular
o promueven la formacion de redes metal-organicas (MOFs). Asi, se ha demostrado que porfirinas
libres, a menudo amorfas, pueden adquirir una organizacién cristalina definida tras su
complejacion con metales como Zn(II), Ni(II), o Sn(IV), o al incorporarse en materiales hibridos
(Mazzeo, 2022; Pozzoli, 2018).

Ademas, el uso de refinamientos estructurales tipo Rietveld permite obtener informacion
cuantitativa sobre la celda unitaria, posiciones atomicas y microestructura del material, incluso en
ausencia de monocristales adecuados. Este enfoque ha sido esencial para el andlisis estructural de
polvos complejos, incluyendo porfirinas funcionalizadas y sus derivados hibridos (Dinnebier &
Billinge, 2008). La capacidad del DRX para diferenciar entre fases polimorficas o detectar
contaminantes cristalinos lo convierte en una herramienta clave en la validacion estructural de
nuevos materiales.

Las aplicaciones recientes también destacan el uso de fuentes de radiacion sincrotron y
detectores bidimensionales, lo que permite estudios in situ y bajo condiciones no ambientales

(temperatura, presion, atmosferas reactivas), abriendo nuevas posibilidades en el seguimiento de
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procesos de cristalizacion, reacciones fotoquimicas o transformaciones inducidas por luz en

sistemas porfirinicos activados (Dinnebier & Billinge, 2008).

La caracterizacion de complejos porfirinicos requiere el empleo de multiples técnicas
analiticas que permitan confirmar la estructura molecular, el grado de pureza, el éxito en la
metalacion y las propiedades fisicoquimicas relevantes. Cada método aporta informacion
complementaria y es esencial para validar la sintesis y el disefio racional de estos compuestos. A
continuacion, se describen los fundamentos y aplicaciones especificas de las técnicas mas

empleadas.

2.4 Marco legal y normativo

El desarrollo de investigaciones cientificas en el area biomédica requiere un marco legal
robusto que garantice el cumplimiento de principios éticos, sanitarios y de bioseguridad. En el
contexto colombiano, la normatividad nacional y las directrices internacionales ofrecen
lineamientos para la investigacion orientada al control de enfermedades infecciosas, incluida la
leishmaniasis, asi como el manejo responsable de agentes biologicos en entornos de laboratorio.
En este trabajo, se realiza una caracterizacion de estos marcos normativos con énfasis en

investigaciones in vitro, sin involucrar directamente seres humanos ni modelos animales.

2.4.1 Normativa nacional sobre enfermedades tropicales
En Colombia, las enfermedades tropicales como la leishmaniasis cutdnea y mucocutanea
se abordan como un problema prioritario de salud publica. El Plan Decenal de Salud Publica 2022-

2031 reconoce a la leishmaniasis dentro del grupo de enfermedades transmisibles con alta carga
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epidemiologica, promoviendo estrategias de vigilancia, prevencion, diagnostico y tratamiento
(Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2022a).

Adicionalmente, el pais cuenta con lineamientos técnicos y protocolos oficiales como el
Protocolo de Vigilancia y Control de Leishmaniasis (Instituto Nacional de Salud, 2024b), el cual
establece parametros para el diagnéstico, seguimiento de casos y respuesta integral. Estos
lineamientos se articulan con el Decreto 780 de 2016, que compila las disposiciones del sector
salud, incluyendo normas sobre vigilancia epidemioldgica y seguridad sanitaria (Decreto 780 de
2016 Sector Salud y Proteccion Social, 2016).

En cuanto al abordaje de la resistencia bacteriana —relevante en esta tesis debido a los
efectos duales de los compuestos estudiados—, el Plan de Respuesta Nacional frente a la
Resistencia a los Antimicrobianos establece lineamientos para enfrentar esta amenaza creciente a

la salud publica (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2022c).

2.4.2 Regulacion ética y bioseguridad en investigaciones biomédicas

Toda investigacion cientifica, incluso aquella que no involucra directamente seres
humanos, como es el caso de los estudios in vitro aqui presentados, debe garantizar el
cumplimiento de los principios éticos de respeto, beneficencia y no maleficencia. En Colombia, el
marco ético de referencia lo constituye la Resolucion 8430 de 1993, la cual establece las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud. Si bien esta norma se orienta
principalmente a estudios con sujetos humanos, sus principios son extensivos a todas las practicas
cientificas, promoviendo el rigor metodoldgico y la integridad cientifica (Resolucion 8430 de

1993, 1993).
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En relacion con la bioseguridad, el pais adopta principios de gestion de riesgo y manejo
responsable de agentes biologicos a través de documentos como el Manual de Bioseguridad para
Laboratorios de Analisis y Vigilancia en Salud Publica (Instituto Nacional de Salud, 2023). Este
manual proporciona estandares para la contencion, manipulacion y eliminacion segura de
microorganismos, lo cual es fundamental para investigaciones como la presente, que involucra el

uso de bacterias y parasitos patogenos en condiciones controladas.

2.4.3 Directrices internacionales (OMS, OPS)

A nivel internacional, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) proporcionan lineamientos que orientan los programas de control
de enfermedades transmisibles. En el caso de la leishmaniasis, la Guia para el control de la
leishmaniasis (OPS & OMS, 2019) establece recomendaciones para diagndstico, tratamiento,
vigilancia y prevencion, resaltando la importancia de nuevas estrategias terapéuticas ante los
desafios de resistencia y toxicidad de los fArmacos actuales.

La Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible también destaca la necesidad de fortalecer
la investigacion y la innovacion en salud, particularmente en enfermedades desatendidas. Ademas,
la OMS impulsa la implementacion de medidas globales frente a la resistencia antimicrobiana,
instando a los paises a desarrollar alternativas terapéuticas innovadoras y seguras, incluyendo
terapias combinadas o fotoactivadas como la fotodinamica.

El cumplimiento de estas normativas y recomendaciones internacionales asegura que los
desarrollos cientificos estén alineados con estandares de calidad, seguridad y pertinencia social,

facilitando su eventual transferencia a contextos clinicos y comunitarios.
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3. Disefio Experimental y Sintesis

Este capitulo presenta el disefio experimental y las metodologias empleadas para la
obtencion y caracterizacion de nuevos complejos metalicos derivados de porfirinas
funcionalizadas. En primera instancia, se describen los materiales, condiciones experimentales y
procedimientos sintéticos utilizados para la obtencion de la 5,10,15,20-tetrakis(4-
carboxifenil)porfirina (TCPP), sus derivados funcionalizados TCPP-Ester y TCPP-GABA, asi
como del hibrido porfirina-ampicilina (TCPP-Amp). Posteriormente, se expone la estrategia de
coordinacién con iones metalicos Zn(Il), Ni(Il) y Sn(IV), con el fin de formar complejos
potencialmente activos con propiedades bioldgicas y fotodindmicas. Se incluyen ademas las
técnicas de caracterizacion utilizadas para la confirmacion estructural de los compuestos
sintetizados, tales como espectroscopia FTIR, UV-Vis, RMN, espectrometria MALDI-TOF, XPS,
DRX y andlisis TGA-DSC. Finalmente, se describen los protocolos para la evaluacion bioldgica
in vitro de las moléculas obtenidas, enfocados en su actividad antibacteriana y antileishmania,

tanto en condiciones de oscuridad (sin irradiacién) como bajo irradiacion fotodinamica.

3.1 Reactivos, condiciones experimentales y sintesis

Las rutas sintéticas que se presentan en los siguientes apartados, fueron llevadas a cabo con
disolventes de grado analitico. Los compuestos 4cido propionico, acido 4-formilbenzoico, pirrol,
N-hidroxisuccinimida  (NHS),  N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida  hidrocloruro
(EDC-HCI), N, N-diisopropiletilamina (DIEA), N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC), 4-
dimetilaminopiridina (DMAP), glicina, B-alanina y acido 4-aminobutirico (GABA) fueron
adquiridos a través del proveedor Merck y empleados directamente sin purificacion adicional en

los procedimientos de sintesis. La ampicilina utilizada para la obtencion del hibrido porfirina-
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ampicilina fue suministrada por un laboratorio farmacéutico nacional, que facilitd esta materia
prima con fines de investigacion.
A continuacion, se describen las condiciones experimentales, los esquemas de reaccion y

las observaciones mas relevantes para cada una de las etapas de sintesis.

3.1.1 Sintesis de TCPP

La 5,10,15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina (TCPP) fue obtenida mediante una
condensacion porfirinica clasica, empleando una metodologia modificada basada en el protocolo
de Adler-Longo. Este procedimiento involucra la reaccion entre pirrol y acido 4-formilbenzoico
en medio acido, bajo condiciones de calentamiento controlado (Esquema 1).

En un matraz de fondo redondo se adiciono el &cido 4-formilbenzoico (0,6005 g, 4 mmol)
y se disolvié en 50 mL de acido propidnico, luego se agregd gota a gota a la mezcla el pirrol (0,28
mL, 4 mmol) previamente disuelto en 5 mL de 4acido propidnico. La mezcla se colocd a reflujo a
120°C por 4 horas. Después, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se adiciondé 30 mL de
metanol frio, continuando con el raspado de las paredes del balon en bafio de hielo para inducir la
precipitacion del producto, se coloco bajo atmosfera de aire en el congelador durante toda la noche.

Posteriormente, el sdlido fue recolectado por filtracion al vacio y se lavo con metanol frio
y agua destilada caliente para eliminar los restos de &cido propidnico e impurezas. El material
crudo, de color purpura oscuro, fue sometido a purificacion por cromatografia en columna de silica
gel, empleando una mezcla de diclorometano/metanol (9:1) como fase moévil. El producto eluyd
como una fraccion de color purpura intenso, caracteristica de las porfirinas libres de metal.
Finalmente, se evapor¢ el disolvente y se seco el solido al vacio para obtener la TCPP como un

polvo solido de color morado intenso. El rendimiento global de la sintesis fue del 69%. La
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identidad estructural de la TCPP fue confirmada mediante analisis espectroscopico UV-Vis
(metanol) A (nm): 415, 513, 548, 588, 645; FTIR-ATR (cm™): 2700-3500 (O-H, 4cido), 1692
(C=0, 4cido), 1605 (C=C, aromético), 1247 (C-O, estiramiento). 'H RMN (400 MHz, DMSO-d):
d (ppm) 13.17 (4H, d, O-H), 8.79 (8H, s, B-H), 8.34 (8H, d, J= 8.44 Hz, Ho-Ar), 8.25 (8H, d, J=
8.31 Hz, Hw-Ar), -2.91 (2H, s, N-H); 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds): 8 (ppm) 167.91 (COOH),
145.87 (Cmeso, Cp), 134.86 (Ar-Cieta), 130.98 (Cp), 128.32 (Ar-Corwo), 119.74 (Co). Andlisis
elemental calculado para CigH30N4Og (790.7738 g/mol): C, 72.90; H, 3.82; N, 7.09; O, 16.19.
MALDI-TOF MS (MeOH/matriz CHCA): [M + H]", experimental m/z = 791.739, tedrico: m/z =

791.213.
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Esquema 1

Mecanismo de condensacion entre pirrol y dcido 4-formilbenzoico para la formacion de
la porfirina TCPP.
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Este compuesto se utilizd6 como plataforma central para la obtencion de derivados

funcionalizados y complejos metalicos, descritos en las siguientes secciones.

3.1.2 Obtencion de derivados funcionalizados TCPP-Ester y TCPP-GABA
Con el objetivo de introducir funcionalidades reactivas en la estructura de la porfirina, se

procedio con la obtencion de dos derivados funcionalizados a partir de la TCPP. En primer lugar,
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se obtuvo un derivado tipo éster activado mediante N-hidroxisuccinimida denominado TCPP-
Ester, que posteriormente fue utilizado para la incorporaciéon nucleofilica de 4cido y-aminobutirico

(GABA), dando lugar al derivado amino funcionalizado TCPP-GABA.

3.1.2.1 Sintesis del derivado TCPP-Ester

La activacion de los grupos carboxilo de la TCPP se llevo a cabo mediante una reaccion
de acoplamiento con carbodiimidas en medio anhidro. El procedimiento se adapté del protocolo
descrito por Ahmadi et al. (2015), el cual permite una activacion eficiente y controlada de los
grupos 4cidos mediante N-hidroxisuccinimida (NHS) y N-(3-dimetilaminopropil)-N"-
etilcarbodiimida hidrocloruro (EDC-HCI) en tetrahidrofurano (THF) a temperatura ambiente
(Esquema 2) (Ahmadi et al., 2015).

En un matraz de fondo redondo, bajo atmosfera inerte de nitrogeno, se disolvio TCPP
(0.400 g, 0.5 mmol) en 40 mL de tetrahidrofurano anhidro. La solucion fue enfriada a 0°C en bafio
de hielo y, bajo agitacion constante, se afiadi6é secuencialmente NHS (0.2328g, 2 mmol) y EDC-
HCI (0.3878 g, 2 mmol) como agentes de activacion. La mezcla de reaccion se mantuvo bajo
atmosfera de nitrégeno a temperatura ambiente durante dos dias. Al término del proceso, se
elimind el disolvente por evaporacion a presion reducida. El residuo se filtré al vacio y se lavé con
metanol frio (50 mL) y agua destilada caliente (100 mL). El sélido fue redisuelto en diclorometano
y fue precipitado con éter de petroleo frio. El producto se recolectd por filtracion y se secd en
estufa a 50°C por dos horas, obteniéndose el TCPP-Ester como un soélido de color morado rojizo.
El rendimiento de la reaccion fue del 80%. La identidad estructural del TCPP-Ester fue confirmada
mediante espectroscopia UV-Vis (metanol) A (nm): 415, 512, 545, 588, 644; FTIR-ATR (cm™):

3007 (C-H, alqueno), 2923 y 2853 (C-H, alcano), 1801 y 1768 (C=0O imida, estiramiento
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asimétrico y simétrico), 1737 (C=0, éster), 1603 y 1457 (C=C, aromatico), 1253 y 1230 (-COO
éster, estiramiento asimétrico y simétrico). 'H RMN (400 MHz, DMSO-de): & (ppm) 8.82 (8H, s,
B-H porfirina), 8.52 - 8.16 (16H, m, Ho-Ar y Hw-Ar), 1.17 (16H, t, J= 8.2 Hz, H3a,3b 42,45 imida), -
2.91 (2H, s, N-H porfirina). *C RMN (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 29.39 (CH; imida), 128.72
(d, J=73.7 Hz, Ar-Coro), 131.11 (Cp porfirina), 135.23 (d, J= 71.9 Hz, Ar-Cueta), 145.83 (Cineso),
162.48 (Cpara porfirina), 167.92 (C, porfirina), 170.86 (C=0 éster), 173.17 (C=0 imida). Andlisis
elemental calculado para CesH42NgO16 (1179.0622 g/mol): C, 65.19; H, 3.59; N, 9.50; O, 21.71.
MALDI-TOF MS (MeOH/matriz DHB): [M+H]", experimental m/z = 1179.835, teérico: m/z =

1179.279.
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Esquema 2

Mecanismo de activacion de la TCPP mediante EDC-HCI y NHS para la formacion del
TCPP-Ester.
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Este intermedio activado permitio la posterior incorporacioén de grupos amino funcionales

mediante una reaccion nucleofilica.

3.1.2.2 Sintesis del derivado TCPP-GABA

El derivado funcionalizado TCPP-GABA fue sintetizado mediante una reaccion de
acoplamiento nucleofilico entre el éster activado TCPP-Ester y el 4cido y-aminobutirico (GABA),
en presencia de una base orgénica terciaria, N,N-diisopropiletilamina (DIEA), como agente
neutralizante de los subproductos acidos. El procedimiento fue adaptado a partir del método
reportado por Singha et al. (2017), donde se emplea un enfoque de sustitucion nucleofilica suave
para la incorporaciéon de grupos aminodcidos sobre plataformas funcionalizadas de tipo
naftalimida, y modificado para su aplicacion a sistemas porfirinicos en medio anhidro de
tetrahidrofurano (THF) (Singha et al., 2017).

Inicialmente, se prepard una solucion de GABA (0.0699 g, 0.68 mmol) y DIEA (0.11 mL,
0.68 mmol) en 10 mL de THF anhidro, bajo atmosfera inerte de nitrégeno y en bafio de hielo,
asegurando la completa disolucion y neutralizacion del grupo carboxilo del aminodcido. Por
separado, se disolvio el derivado TCPP-Ester (0.2000 g, 0.17 mmol) en 10 mL de THF anhidro,
también en condiciones de enfriamiento. La solucién de TCPP-Ester se adiciond gota a gota sobre
la mezcla de GABA y DIEA bajo agitacion constante, manteniendo la temperatura cercana a 0°C.
Una vez completada la adicion, la mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente bajo
atmosfera de nitrégeno durante cuatro dias.

Al finalizar el tiempo de reaccion, el disolvente fue evaporado bajo presion reducida y el
residuo se tratd con 30 mL de etanol frio para precipitar el producto. Posteriormente, el sdlido fue

lavado con etanol y agua destilada caliente para eliminar impurezas residuales y subproductos. La
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purificacion final se realizd mediante filtracion en silica gel con diclorometano/etanol y
precipitacion con una solucion de diclorometano/metanol. El solido precipitado fue secado a 50°C
durante 2 horas, se obtuvo el compuesto TCPP-GABA como un polvo de color café oscuro. El
rendimiento de la sintesis fue de 78%. La caracterizacion espectroscopica confirmoé la formacion
del producto deseado, UV-Vis (metanol) A (nm): 415, 512, 545, 588, 644; FTIR-ATR (cm™):
2700-3500 (O-H, acido), 3007 — 3075 (C-H, alqueno), 2869 — 2951 (C-H, alcano) 1743 (C=0,
acido), 1687 (C=0, amida), 1605 y 1478 (C=C, aromatico), 1634 (C-N, estiramiento), 1414 (O-H,
acido, estiramiento), 1279 (COOH, estiramiento), 1224 (C-0O, acido);'H RMN (400 MHz, DMSO-
ds): & (ppm) 12.80 (4H, s, O-H 4cido), 9.02 — 8.90 (4H, m, N-H amida), 8.85 (8H, s, B-H porfirina),
8.43 — 8.27 (16H, m, Ho-Ar, Hn-Ar), 3.05 (8H, q, J/= 7.9 Hz, Ho. GABA), 1.35 (8H, t, J= 7.1 Hz,
HB GABA), 1.25 - 1.13 (8H, m, Hy GABA), -2.94 (2H, s, N-H porfirina). *C RMN (101 MHz,
DMSO-ds): 8 (ppm) 168.00 (COOH), 151.93 (C=0 amida), 145.83 (Cp), 139.65 (Ci, Cmeso), 134.90
(Ar-Creta), 131.19 (Cp porfirina), 128.37 (Ar-Coro), 119.82 (Cy porfirina), 34.84 (Ca GABA),
30.89 (Cy GABA), 29.45 (CPp GABA). Analisis elemental calculado para CesHssNgOi2
(1131.1917 g/mol): C, 67.95; H, 5.17; N, 9.91; O, 16.97. MALDI-TOF MS (MeOH/matriz

CHCA): [M+H]", experimental m/z = 1131.278, teorico: m/z = 1131.424.
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Esquema 3

Mecanismo de acoplamiento nucleofilico entre el TCPP-Ester y el dcido y-aminobutirico
(GABA) en presencia de DIEA.
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Ambos derivados TCPP-Ester y TCPP-GABA fueron almacenados en frascos ambar, en
condiciones de atmosfera inerte, para evitar su fotodegradacion y garantizar su estabilidad

estructural antes de los procedimientos de coordinacion metalica descritos posteriormente.

3.1.3 Hibrido Porfirina-Ampicilina

El hibrido molecular TCPP-Amp fue sintetizado a partir del derivado TCPP-GABA,
mediante una estrategia de conjugacion en dos etapas que involucra la activacion del grupo
carboxilo terminal mediante N-hidroxisuccinimida (NHS) y su posterior acoplamiento con
ampicilina en presencia de una base organica. Este procedimiento siguid las condiciones
previamente descritas para la obtencion del TCPP-Ester y el TCPP-GABA, manteniendo el
enfoque de activacion con carbodiimidas en medio anhidro, seguido de una reaccion de amidacion
en condiciones suaves.

Etapa I: Activacion del TCPP-GABA mediante formacion de éster NHS

En un baldén de fondo redondo, se disolvio TCPP-GABA (0.2000 g, 0.18 mmol) en 15 mL
de tetrahidrofurano (THF) anhidro, bajo atmoésfera inerte de nitrogeno. La solucion fue enfriada
en un bafio de hielo (0 °C) y se anadieron NHS (0.0814 g, 0.70 mmol) y EDC-HCI (0.1356 g, 0.70
mmol) como agentes de activacion. La mezcla fue agitada durante 1 hora en bafio de hielo y
posteriormente a temperatura ambiente durante 48 horas. Tras este tiempo, el disolvente fue
evaporado a presion reducida y el residuo se lavd con metanol frio y agua destilada caliente para
eliminar subproductos solubles. El solido crudo correspondiente al TCPP-GABA-Ester se utilizo
directamente en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Etapa II: Reaccion de acoplamiento con ampicilina



COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 134

En un matraz separado, se disolvi6é ampicilina anhidra (0.1780 g, 0.50 mmol) en 10 mL de
THF anhidro bajo atmoésfera de nitrogeno. Se adiciond N, N-diisopropiletilamina (DIEA, 0.088 mL,
0.50 mmol) como base, y la solucidn se enfrid en bafio de hielo. Posteriormente, se afiadi6 gota a
gota la solucion activada de TCPP-GABA-Ester, disuelto previamente en 10 mL de THF anhidro,
bajo agitacion constante, manteniendo la mezcla a 0 °C. Una vez completada la adicion, la reaccion
se dejo en agitacion a temperatura ambiente bajo atmoésfera de nitrégeno durante cuatro dias.
Finalizado el tiempo de reaccion, el disolvente fue eliminado por evaporacion, y el residuo se
purificod mediante sucesivos lavados con etanol frio y agua caliente, seguido de redisolucion en
diclorometano/metanol y precipitacion con éter de petroleo. El s6lido final fue secado en estufa a
40 °C durante 3 horas, obteniéndose el hibrido TCPP-Amp como un polvo de color café
amarillento. El rendimiento de la sintesis fue de 57 %. La estructura del hibrido fue confirmada
mediante espectroscopia UV-Vis, FTIR y RMN: UV-Vis (metanol) A (nm): 415, 512, 545, 589,
644. FTIR-ATR (cm™): 2700 — 3500 (O-H, N-H), 1737 (C=0, &cido), 1685 (C=0, amida), 1603
(C=C aromético), 1408 y 1381 (COOH, estiramiento), 1311 (C-N, amida), 1278 (C-O, é4cido). 'H
RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 11.49 (4H, s, O-H acido), 8.85 (8H, s, B-H porfirina), 8.55
—8.13 (16H, m, Ho-Ar, Hn-Ar), 7.56 — 7.07 (20H, m, H-Ar ampicilina), 6.86 (4H, s, N-H amida),
5.26 (4H, s, Hq ampicilina), 4.22 (4H, s, Hc ampicilina), 3.96 (4H, s, Hy, ampicilina), 3.52 (4H, s,
H. ampicilina), 2.98 (8H, t, J= 7.5 Hz, Ho GABA), 2.09 (8H, t, J= 8.2 Hz, Hy GABA), 1.68 —
1.34 (8H, m, HB GABA), 1.32 — 0.98 (24H, m, CH3 ampicilina), -2.92 (2H, s, N-H porfirina). *C
RMN (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 167.59 (C=0), 145.26 (Cp, Ci, Cmeso), 134.42 (Ar-Cineta),
131.01 (Cp porfirina), 128.98 (Ar-Campicilina), 127.90 (Ar-Coro), 119.39 (Cq porfirina), 68.74 (CHa),
59.72 (CHc), 58.58 (CHy), 52.62 (CH.), 46.05 (C-S), 41.17 (Ca GABA), 29.25 (Cy GABA), 24.35

(Cg GABA), 18.81 (CH3), 17.72 (CH3). Analisis elemental calculado para Ci2s8H126N20024S4
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(2456.749 g/mol): C, 62.58; H, 5.17; N, 11.40; O, 15.63; S, 5.22. MALDI-TOF MS (MeOH/matriz

CHCA): [M+H]", experimental m/z = 2456.250, tedrico: m/z = 2455.820.

Esquema 4

Mecanismo de activacion del TCPP-GABA y acoplamiento de la ampicilina para la
formacion del hibrido porfirina-ampicilina (TCPP-Amp).
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La obtencion del hibrido funcional TCPP-Amp representa un avance en el disefio de
sistemas hibridos con posible accion dual, combinando la capacidad fotodinamica del nucleo
porfirinico con el potencial antibiotico de la ampicilina, lo cual sera evaluado en los estudios

biologicos posteriores.

3.2 Formacion de complejos metalicos

Con el objetivo de modificar las propiedades electronicas, estructurales y fotofisicas de los
derivados porfirinicos obtenidos, se procedié a la insercion de centros metalicos en el nicleo
tetrapirrdlico mediante reacciones de metalacion controlada. La incorporacion de iones metalicos
en la cavidad porfirinica constituye una estrategia ampliamente empleada para modular las
propiedades Opticas, redox y cataliticas de estas macromoléculas (Gutzeit et al., 2019; Li et al.,
2022; Rafiee et al., 2024; Sekhar et al., 2022).

En este estudio se seleccionaron los iones Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV), dada su reconocida
capacidad para coordinarse con los nitrogenos internos del anillo de la porfirina y conferir nuevas
propiedades funcionales, particularmente relevantes en aplicaciones biomédicas y fotodindmicas.
Para ello, se sintetizé una familia de complejos derivados de TCPP-Ester, TCPP-GABA y TCPP-
Amp empleando diferentes sales metalicas solubles bajo condiciones experimentales especificas
de temperatura, disolvente y tiempo de reaccion.

De forma general, el procedimiento consistié en disolver, en un matraz de fondo redondo,
el derivado porfirinico correspondiente (0.100 g, 1 equivalente) en 10—15 mL del disolvente
elegido (DMF, metanol, etanol, cloroformo o piridina, segun el metal a incorporar). En un
recipiente aparte se prepar6 una solucion de la sal metalica en relacion 1.1:1 (metal:ligando) en 5

mL del mismo disolvente, adicionando unas gotas de acido acético glacial para favorecer la
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solubilidad y estabilizar el medio de reaccion. Esta solucion fue adicionada lentamente al balon de
reaccion que contenia la porfirina en agitacion.

Una vez completada la adicion, la mezcla se llevo a reflujo bajo condiciones controladas
de temperatura y tiempo, que variaron en funcion del metal utilizado. El avance de la reaccion fue
monitoreado por espectroscopia UV-Vis, verificando el desplazamiento de la banda Soret y la
modificacion del patron de bandas Q, caracteristicas de la formacion de metaloporfirinas.

Al finalizar la reaccion, el disolvente se evapor6 a presion reducida y el sélido resultante
se lavo con agua tipo 1, seguido de centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente,
el solido se extrajo en agua y se filtrd al vacio empleando una mezcla de cloroformo/metanol,
obteniéndose los complejos en forma de polvos de color purpura rojizo, marrén o verde,
dependiendo del metal incorporado.

La formacion de los complejos metalicos se confirm6 mediante UV-Vis, FTIR y MALDI-
TOF, y se complementd, cuando estuvo disponible, con RMN y XPS, lo que permitié corroborar

la coordinacion de los iones metélicos al nucleo porfirinico.
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Esquema 5

Reaccion general para la formacion de complejos metdlicos a partir de los derivados
porfirinicos TCPP-Ester, TCPP-GABA y TCPP-Amp con Zn(1l), Ni(Il) y Sn(1V).
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En la Tabla 3 se presentan los codigos de los complejos metalicos sintetizados a partir de

los tres derivados e hibridos de porfirina.
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Tabla 3

Codigos de los complejos de zinc, niquel y estario sintetizados a partir de los derivados de
porfirinas e hibridos porfirina-ampicilina.

Compuesto Base Complejo con Zinc Complejo con Niquel Complejo con Estaiio

TCPP-Ester Zn(11)-TCPP-Ester Ni(II)-TCPP-Ester Sn(IV)-TCPP-Ester
TCPP-GABA  Zn(II)-TCPP-GABA Ni(Il)-TCPP-GABA Sn(IV)-TCPP-GABA

TCPP-Amp Zn(I)-TCPP-Amp Ni(II)-TCPP-Amp Sn(IV)-TCPP-Amp

En la Tabla 4 se resumen las condiciones generales de sintesis de cada complejo,
incluyendo los disolventes utilizados, las temperaturas y tiempos de reaccion, las sales metalicas
probadas y los rendimientos obtenidos. Esta informacion permite visualizar de forma comparativa

las variaciones metodoldgicas aplicadas a cada sistema.

Tabla 4

Condiciones generales empleadas para la sintesis de los complejos metalicos derivados de
TCPP-Ester, TCPP-GABA y TCPP-Amp.

Complejo Disolvente Temperatura Tiem.;’)o de Sz,ll. Rendimiento
°O) reaccion (h) metalica (%)
DMF 110 2-3 ZnCl: 90
Zn(11)-TCPP- Metanol 60 4-6 ZnCl: 85
Ester DMF 110 23 Zn(OAc). 88
Metanol 60 4-6 Zn(OAc): 86
Metanol 60 4-6 ZnCl: 87
Z“(ICB;;EPP' DMF 110 2-3 ZnCla 89
DMF 110 2-3 Zn(OAc): 88
Metanol 60 4-6 ZnCl: 84
Zn(ID-TCPP- DMF 110 2-3 ZnClz 89

Amp
DMF 110 2-3 Zn(OAc): &7




COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 140

Complejo Disolvente Temperatura Tiem.?o de Sz,ll. Rendimiento
(°cO) reaccion (h) metalica (%)
Etanol 70 1820 Ni(NOs): 75
Ni(IT)-TCPP- Metanol 60 18-20 NiSO. 72
Ester Etanol 70 15-17 NiCL 86
DMF 110 17-19 NiCl 83
Etanol 70 15-17 NiClz 82
N i(lc?;il) P- Etanol 70 19-20 Ni(NOs) 78
Metanol 60 18-20 NiSOq 75
Metanol 60 18-20 NiSO4 77
Ni(IQ'HTfPP' Etanol 70 17-19 NiCl 81
Etanol 70 1820 Ni(NOs): 83
DMF 110 14-15 SnCl. 80
Sn(IV)-TCPP- Piridina 80 6-8 SnCl 70
Ester DMF 110 14-15 Sn(NOs), 75
Cloroformo 55 16-18 Sn(NOs)2 72
Sn(IV)-TCPP- DMF 110 18-19 Sn(NOs): 78
GABA DMF 110 16-17 SnCl, 85
Sn(IV)-TCPP- DMF 110 18-19 Sn(NOs): 76
Amp DMF 110 18-19 SnCl. 84

En términos generales, los complejos de Zn(Il) se obtuvieron bajo condiciones
relativamente suaves, con tiempos cortos de reaccion y rendimientos elevados. Los complejos de
Ni(Il) requirieron tiempos mdas prolongados y temperaturas mas altas para favorecer la
coordinacidn, alcanzando rendimientos intermedios. En el caso de los complejos de Sn(IV), la
reaccion mostré mayor sensibilidad a las condiciones de disolvente y tiempo de reaccion,
obteniéndose rendimientos moderados.

Con el fin de presentar de manera clara y sistematica la obtencion de los nueve complejos

sintetizados, en las siguientes subsecciones se describen los procedimientos especificos empleando
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las sales cloruro de cada metal (ZnClz, NiClz y SnClz). Esta eleccion responde a que, entre las
diferentes sales metalicas evaluadas, los cloruros ofrecieron condiciones mas reproducibles y
mejores rendimientos. Se consideran, por tanto, representativos de cada serie (TCPP-Ester, TCPP-
GABA y TCPP-Amp), facilitando la exposicion ordenada de los procedimientos de sintesis y

caracterizacion.

3.2.1 Serie TCPP-Ester (Zn, Ni, Sn)

Sintesis del complejo Zn(II)-TCPP-Ester

El complejo de zinc se obtuvo disolviendo TCPP-Ester (0.100 g, 1 equiv.) en 10 mL de
DMF. En un segundo recipiente se prepard una solucion de cloruro de zinc (ZnClz, 1.1 equiv.) en
5 mL del mismo disolvente, adicionando unas gotas de 4cido acético glacial. Esta solucion se
incorpord lentamente sobre la porfirina en agitacion y la mezcla se mantuvo a reflujo a 110 °C
durante 2 horas. El progreso de la reaccion se monitored por UV-Vis, confirmando la insercion de
Zn(1II) por el corrimiento batocromico de la banda Soret y la reduccién del nimero de bandas Q.
Tras la reaccidn, el disolvente se elimind por rotoevaporacion; el sélido se lavd con agua tipo 1,
se centrifugod y se filtr6 empleando una mezcla de cloroformo/metanol. El producto se obtuvo
como un polvo de color purpura rojizo.

Sintesis del complejo Ni(II)-TCPP-Ester

El complejo de niquel se prepar disolviendo TCPP-Ester (0.100 g, 1 equiv.) en 12 mL de
etanol. De forma andloga, se preparé una soluciéon de cloruro de niquel(Il) hexahidratado
(NiCl2-6H20, 1.1 equiv.) en 5 mL de etanol, con la adicion de unas gotas de acido acético glacial.
La solucion metélica se incorpord lentamente sobre la porfirina y la mezcla se llevo a reflujo a 70

°C durante 17 horas. El avance se siguié por UV-Vis, observandose la reduccion de las bandas Q,
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tipica de complejos de Ni(II). La eliminacion del disolvente se realizé por rotoevaporacion, el
solido se lavo, se centrifugd y se filtré conforme al procedimiento general, recuperandose un
material solido de color verde pardo.

Sintesis del complejo Sn(IV)-TCPP-Ester

Para el complejo de estaiio, TCPP-Ester (0.100 g, 1 equiv.) se disolvié en 10 mL de DMF.
En paralelo, se prepar6 una solucion de cloruro de estafio(I1) dihidratado (SnCl2-2H>0, 1.1 equiv.)
en 5 mL de DMF con unas gotas de acido acético glacial. La solucién metélica se adiciond
lentamente sobre la porfirina en agitacion y el sistema se mantuvo a reflujo a 110 °C durante 15
horas. El progreso, verificado por UV-Vis, mostré desplazamiento batocromico de la banda Soret
y la disminucion a dos bandas Q. Al finalizar la reaccion, el disolvente se elimind por
rotoevaporacion y el solido se purificd segtn el procedimiento descrito, aislandose un producto

so6lido de color marrén verdoso.

Tabla 5

Rendimiento y caracterizacion de los complejos metdlicos derivados de TCPP-Ester.

. Rendimiento UV-Vis (MeOH, . H RMN (400 MHz,
Complejo (%) ) nm) FTIR (cm™) DMSO-de) & (ppm)
1801y 1769 (C=0 581 (81 s, -1
imida) 8.42 8p§2r§ l(rllgla{) H
Zn(1I)- Soret 424; 4 42 - 8. , m, Ho-
TCPP-Ester 85-90 Q 557, 599. 1699 (C=0 éster), Ar, Hy-Ar)
1602 (C=C arom.), 193 (1 -
570 (ZnN) 23 (16H,t,J= 7.3 Hz,
H3a,30,40,40 imida)
1801 y 1769 (C=0 8.75 (8H, s, B-H
imida) 8.31 (Slﬁ)rg r;l a)s 2H
Ni(II)-TCPP- Soret 417; e, . ,d,J=82Hz,
Ester 72-86 Q 524. 1730 (C=0 éster), Ho-Ar)

1603 (C=C arom.),

575-604 (Ni-N) ~ o12 (8H, d, /=81 Hz,

Hn-Ar)
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. Rendimiento UV-Vis (MeOH, » "H RMN (400 MHz,
Complejo (%) ) nm) FTIR (cm™) DMSO-dq)  (ppm)
1.44 (16H, t, J= 7.1 Hz,
H3a.3b,40.40 imida)
imida) 8.4 ﬁ_sH3gO(r116ﬁla) H
Sn(1V)- Soret 428; 164), 4438, “m, Hy-
TCPP-fster 0" Q565,606 000 (C7O esten) At, Hy-AD)
1604 (C=C arom.), -
600 (SmN) 220 (16H, t,J= 7.1 Hz,
H3a.3b,40.40 imida)

3.2.2 Serie TCPP-GABA (Zn, Ni, Sn)

Sintesis del complejo Zn(II)-TCPP-GABA

TCPP-GABA (0.100 g, 1 equiv.) se disolvio en 10 mL de DMF. En un recipiente aparte se
prepar6 una solucion de cloruro de zinc (ZnClz, 1.1 equiv.) en 5 mL del mismo disolvente,
adicionando unas gotas de 4cido acético glacial. La solucion metélica se incorpord lentamente al
matraz que contenia la porfirina en agitacion y la mezcla se mantuvo a reflujo a 110 °C durante 2
horas. El progreso se monitore6 por UV-Vis, confirmandose la inserciéon de Zn(II) por el
corrimiento de la banda Soret y la reduccion de las bandas Q. Finalizada la reaccion, el disolvente
se elimino por rotoevaporacion; el sélido se lavo con agua tipo 1, se centrifugoé (3000 rpm, 5 min)
y se filtr6 empleando una mezcla cloroformo/metanol. Se obtuvo un sélido de color purpura
oscuro.

Sintesis del complejo Ni(II)-TCPP-GABA

TCPP-GABA (0.100 g, 1 equiv.) se disolvio en 15 mL de etanol. Se prepar6 una solucién
de cloruro de niquel(Il) hexahidratado (NiCl::6H20O, 1.1 equiv.) en 5 mL del mismo disolvente con
la adicion de unas gotas de acido acético glacial. La solucion metélica se afiadi6 lentamente sobre

la porfirina en agitacion y el sistema se llevo a reflujo a 70 °C durante 17 horas. El avance se siguid
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por UV-Vis, observandose el patrén espectral caracteristico de complejos de Ni(IT) (Soret mas
ancha y una banda Q). Tras eliminar el disolvente por rotoevaporacion, el sélido se lavo, se
centrifugd y se filtrd6 como en el procedimiento general, aislandose un polvo verde oliva.

Sintesis del complejo Sn(IV)-TCPP-GABA

TCPP-GABA (0.100 g, 1 equiv.) se disolvio en 10 mL de DMF. En un recipiente aparte se
prepar6 una solucion de cloruro de estafio(Il) dihidratado (SnClz-2H-20, 1.1 equiv.) en 5 mL de
DMF con unas gotas de acido acético glacial. La soluciéon metalica se adiciond lentamente al
matraz con la porfirina y la mezcla se mantuvo a reflujo a 110 °C durante 17 horas. El progreso se
verificd por UV-Vis, evidenciandose el corrimiento de la banda Soret. Concluida la reaccion, el
disolvente se retird por rotoevaporacion y el solido se purifico segliin el procedimiento descrito,

obteniéndose un material de color marron.

Tabla 6

Rendimiento y caracterizacion de los complejos metdlicos derivados de TCPP-GABA.

Rendimiento UV-Vis FTIR (cm™, 'H RMN (400 MHz,

Complejo (%) (MeOH, A nm) principales) DMSO-ds), 6 (ppm)

12.81 (4H, s, acido)
8.94 — 8.84 (4H, m, N-H

1752 (C=0 4cido), amida)
1696 (C=0 amida), 8.81 (EfgmfafH
1602 (C=Carom.), ¢ ;; 8p29 (16H, m, Ho-
Zn(I)-TCPP- 8789 Soret 424; 1535 (flexion N-Hy =7 =m0
GABA Q 557, 597. estiramiento C-N 3.00 (8H ,t Jm: 70 Hz. oo
amida), ) e ) ’
1252 (COOH dcido). | 3¢ el ¢ 1275 1y, -
428-575 (Zn-N) = H GABA) &t

1.26—1.19 (8H, m, p-H
GABA)
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Rendimiento UV-Vis FTIR (cm™, 'H RMN (400 MHz,

Complejo (%) (MeOH, A nm) principales) DMSO-ds), 6 (ppm)

12.80 (4H, s, acido)
8.89 - 8.79 (4H, m, N-H

amida)
1769 (C=0 cido). 8‘7%?&5;)5 H
1099 (CO amida), * ¢ 31 (8, d,./= 7.8 Hz
1605 (C=C arom.), ' HoAr)
Ni(II)-TCPP- Soret 415; 1540 (flexion N-H y o
GABA 75-82 Q 526. estiramiento C-N 8.13 (SH}’I d A]r) 8.1Hz,
amida), "
1235 (COOH 4cido), >0 (811{{’ E’}iBZ{)l e
514 (Ni-N) 1.41 (8H, t, J= 7.2 Hz, y-
H GABA)
1.27 - 1.11 (8H, m, p-H
GABA)
12.84 (4H, s, acido)
1769 (C=0 cido). S'Siéfgr’is;f H
1697 (CZO amida). =g 5 g 28 (16H, m, H,-
1604 (C=Carom,), ™ oy AT
Sn(IV)- 7885 Soret 430; 1537 (flexion N-H y 291 (8H’ mJ: 8.1 Hz
TCPP-GABA Q 560, 601. estiramiento C-N ' a H’ g}’ AB Aj ’
amida), g _
1232 (COOH 4cido), 1= (SI;II’ éXBZ)O Hz, -
302-566 (Sn-N) 1 58 _ 1,15 (8H, m, p-H
GABA)

3.2.3 Serie TCPP-Amp (Zn, Ni, Sn)

Sintesis del complejo Zn(II)-TCPP-Amp

TCPP-Amp (0.100 g, 1 equiv.) se disolvié en 15 mL de DMF. Se prepar6 una solucion de
cloruro de zinc (ZnClz, 1.1 equiv.) en 5 mL del mismo disolvente, adicionando unas gotas de acido
acético glacial. La solucion metdlica se incorpor6 lentamente y la mezcla se mantuvo a reflujo a
110 °C durante 3 horas. El avance se monitored por UV-Vis, confirmandose la insercion de Zn(II)
por el corrimiento batocromico de la banda Soret y la reduccion del numero de bandas Q.

Concluida la reaccion, el disolvente se elimind por rotoevaporacion; el solido se lavo con agua
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tipo 1, se centrifugo (3000 rpm, 5 min) y se filtr6 empleando una mezcla cloroformo/metanol. Se
obtuvo un sélido de color purpura marréon.

Sintesis del complejo Ni(II)-TCPP-Amp

TCPP-Amp (0.100 g, 1 equiv.) se disolvio en 15 mL de etanol. Se prepard una solucion de
cloruro de niquel(II) hexahidratado (NiCl.-6H20O, 1.1 equiv.) en 5 mL del mismo disolvente con la
adicion de unas gotas de acido acético glacial. La solucion metélica se afiadio lentamente sobre la
porfirina y el sistema se llevo a reflujo a 70 °C durante 19 horas. El progreso se siguié por UV-
Vis. Tras eliminar el disolvente por rotoevaporacion, el solido se lavo, se centrifugd y se filtrd
conforme al procedimiento general, aislandose un material de color verde pardo.

Sintesis del complejo Sn(IV)-TCPP-Amp

TCPP-Amp (0.100 g, 1 equiv.) se disolvid en 15 mL de DMF. En un recipiente aparte se
prepard una solucion de cloruro de estafio(Il) dihidratado (SnCl.-2H-20, 1.1 equiv.) en 5 mL de
DMF con unas gotas de acido acético glacial. La solucion metalica se incorporo6 lentamente sobre
la porfirina en agitacion y la mezcla se mantuvo a reflujo a 110 °C durante 17 horas. El progreso
de la reaccion se verifico por UV-Vis, evidenciandose el desplazamiento de la banda Soret, la
reduccion a dos bandas Q. Finalizada la reaccion, se retird el disolvente por rotoevaporacion y el
solido se purifico segun el procedimiento descrito, obteniéndose un producto de color purpura

verdoso.
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Tabla 7

147

Rendimiento y caracterizacion de los complejos metalicos derivados de TCPP-Amp.

Rendimiento

Complejo UV-Vis (MeOH, FTIR (cm™, 'H RMN (400 MHz,
(%) A nm) principales) DMSO-ds), 6 (ppm)
12.82 (4H, s, O-H acido)
8.81 (8H, s, B-H
porfirina)
8.44 — 8.25 (16H, m, Ho-
Ar, Hn-Ar)
8.21 —7.89 (20H, m, H-
1696 (C=0 acido), Ar ampicilina)
1643 (C=0 amida),  7.50 (4H, s, N-H amida)
1605 (C=C arom.), 5.62 (4H, d, J= 4.9 Hz,
Zn(II)- Soret 423; 1536 (flexion N-H y Hq amp.)
TCPP-Amp 84-89 Q 557, 597. estlramlgnto C-N 4.70 (4H, s, Hc amp.)
’ amida), 4.52 (4H, s, Hy amp.)
1404 (C-O acido), 3.89 (4H, s, H, amp.)
1270 (COOH é4cido),  2.99 (8H, q, J= 7.9 Hz,
409-600 (Zn-N) H, GABA)
1.34 (8H, t,J="7.1 Hz,
H, GABA)
1.27 — 1.14 (8H, m, Hp
GABA)
0.85 (24H, d, J=7.6 Hz,
CHj; ampicilina)
12.78 (4H, s, O-H acido)
8.70 (8H, s, p-H
porfirina)
8.19 —8.06 (16H, m, Ho-
Ar, Hn-Ar)
1711 (C=0 acido), 8.05 -7.90 (20H, m, H-
1632 (C=0 amida), Ar ampicilina)
1607 (C=C arom.), 7.34 (4H, s, N-H amida)
Ni(II)-TCPP- Soret 416: 153§ (ﬂe'xic')n N-Hy  5.61 (4H, d, J=7.7 Hz,
Amp 77-83 Q 527. est1ram1§nto C-N Hg amp.)
amida), 4.70 (4H, s, Hc amp.)
1403 (C-O acido), 4.42 (4H, s, Hy amp.)

1271 (COOH écido), 4.05 (4H, s, H, amp.)

426-573 (Ni-N) 2.93 (8H, q, J= 8.3 Hz,
H, GABA)
1.36 (8H, t, J= 7.1 Hz, H,
GABA)
1.23 - 1.12 (8H, m, Hp
GABA)
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Combleio Rendimiento UV-Vis (MeOH, FTIR (cm™, 'H RMN (400 MHz,
pie) (%) A nm) principales) DMSO-ds), & (ppm)
0.85 (24H, d, J= 6.6 Hz,
CHj3 ampicilina)
12.79 (4H, s, O-H acido)
8.87 (8H, s, p-H
porfirina)
8.50 — 8.26 (16H, m, Ho-
Ar, Hn-Ar)
1705 (C=0 4cido), 0 ;an?p(iiﬁli{n’ar)n’ -
1680 (C=Oamida), ; 3¢ 41y ¢ "N-H amida)
1602 (C=C arom.),
1535 (flexion N-Hy 00 (4H, s, Hoamp.)
Sn(IV)- 7684 Soret 427; estiramiento C-N 4.71 (4H, s, Hc amp.)
TCPP-Amp Q 561, 601. 4.49 (4H, s, Hy amp.)

amida),
1407 (C-O éacido),
1273 (COOH acido),
578 (Sn-N)

4.06 (4H, s, H, amp.)
3.00 (8H, q, J= 8.0 Hz,
H, GABA)

1.42 (8H,t,J="7.1 Hz,
H, GABA)

1.29 - 1.09 (8H, m, Hp
GABA)

0.98 —0.67 (24H, m, CH3
ampicilina)

En complemento a las caracterizaciones espectroscopicas y espectrométricas, se realizaron
estudios de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) para las tres series porfirinicas
(TCPP-Ester, TCPP-GABA y TCPP-Amp) y sus respectivos complejos con Zn(II), Ni(Il) y
Sn(IV).

Los espectros obtenidos evidenciaron las sefiales caracteristicas de cada metal, asi como
desplazamientos en las regiones N 1s y O 1s, confirmando la coordinacion efectiva de los centros
metalicos al ntcleo tetrapirrolico. Estos resultados complementan la informacidon obtenida por
UV-Vis, FTIR, RMN y MALDI-TOF, consolidando la identificacion estructural de los derivados

sintetizados.
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Los procedimientos instrumentales y criterios analiticos empleados en cada una de estas

técnicas se describen con detalle en la siguiente seccion.

3.3 Técnicas de caracterizacion

La sintesis de derivados porfirinicos y su posterior conversion en complejos metalicos
requiere el uso de herramientas analiticas que permitan confirmar tanto la integridad estructural
del macrociclo como la adecuada insercion de los centros metalicos. Dada la naturaleza conjugada
y altamente versatil de las porfirinas, asi como la amplia variedad de modificaciones periféricas y
procesos de metalacion posibles, resulta indispensable adoptar un enfoque multidimensional de
caracterizacion que integre técnicas espectroscopicas, espectrométricas, fotoelectronicas y
termoanaliticas.

Con el proposito de verificar la identidad estructural de los derivados porfirinicos y de sus
complejos metalicos, se empled un conjunto analitico compuesto por las técnicas FTIR, UV-Vis,
RMN, MALDI-TOF, XPS, TGA-DSC y DRX.

En esta seccion se describen, con enfoque metodoldgico, las condiciones experimentales
aplicadas y los criterios operativos utilizados para la interpretacion de los resultados en el contexto

de porfirinas y metaloporfirinas.

3.3.1 Espectroscopia FTIR
Los andlisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se realizaron

en modo de reflectancia total atenuada (ATR) para todas las muestras, utilizando un espectrémetro

Jasco ATR PRO 4X FT/IR-4X.
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Los espectros se registraron en el intervalo de 4000 a 400 cm™, expresados en nimero de
onda, sin requerir preparacion adicional de las muestras sélidas. Las mediciones se efectuaron en
el Laboratorio de Analisis Instrumental del campus central de la Universidad Industrial de
Santander (UIS).

El analisis se centr6 en la identificacion de las vibraciones asociadas a los grupos
funcionales caracteristicos (carboxilo, éster y amida) y en las modificaciones espectrales
atribuibles a la coordinacion metélica. Entre las sefales mas relevantes se incluyeron:

(1) las bandas de estiramiento v(C=0) de los grupos carboxilo, 4cido, éster o amida (1780—
1670 cm™);

(i1) las bandas correspondientes al esqueleto aromatico del macrociclo en la region de
16010-1450 cm™; y

(ii1) las absorciones en la region de 1240-1280 cm™, relacionadas con los modos de
estiramiento C—O o C—-N, dependiendo del tipo de derivado funcionalizado.

La insercion de los iones metalicos se corrobordé mediante dos criterios principales: (i)
desplazamientos sutiles en los modos vibracionales de los grupos carbonilicos y del esqueleto
aromatico, reflejando cambios en la densidad electronica del macrociclo, y (ii) la aparicion o
intensificacion de bandas en baja frecuencia (500—600 cm™), atribuibles a los estiramientos M—N
(metal-nitrogeno), tipicamente observados en metaloporfirinas (Giannoudis et al., 2020; Gutzeit

et al., 2019).
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3.3.2 Espectroscopia UV-Vis

Los espectros electronicos de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis) se registraron en un
espectrofotometro Thermo Scientific (N° de serie SA2X184107) con detector estandar y software
de adquisicion INSIGHT v2.4.174.

Las mediciones se realizaron en modo de barrido continuo, en el rango de 750 a 350 nm,
con intervalo de adquisicion de 1.00 nm y tiempo de integracion de 0.050 s por punto. Los registros
se efectuaron en el Grupo de Investigacion en Quimica Estructural del Parque Tecnoldgico
Guatiguara (UIS).

Las muestras se disolvieron en metanol como disolvente, utilizando cubetas de cuarzo de
10 mm de trayectoria Optica, a temperatura ambiente (25 = 2 °C) y en concentraciones de 107°—
105 M para minimizar fenomenos de agregacion molecular. Los espectros se expresaron en
unidades de absorbancia frente a longitud de onda (nm) y se corrigieron respecto al blanco del
disolvente.

En las porfirinas libres de metal, se registraron las sefiales caracteristicas del sistema
conjugado tetrapirrolico: una banda Soret intensa en torno a 415 nm, atribuida a la transicion
electronica So — S: (m—m*), junto con cuatro bandas Q en la region de 500-650 nm,
correspondientes a las transiciones So — Si propias de la simetria D:h del macrociclo (V. E. De
Oliveira et al., 2011; Sekhar et al., 2022).

Durante la metalacion, los espectros mostraron cambios reproducibles en el perfil
electronico:

(1) un desplazamiento batocromico (2—10 nm) de la banda Soret, indicativo de una

redistribucion electronica en el anillo porfirinico asociada a la coordinacion M—N;
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(i1) una reduccion del numero de bandas Q (de cuatro a dos en los complejos diamagnéticos
de Zn(Il) y Sn(IV)), coherente con el incremento de simetria a Dsh; y

(ii1)) un desdoblamiento parcial o desplazamiento hipocromico en complejos de Ni(Il),
atribuido a efectos de campo ligante y posibles interacciones d—m (Giannoudis et al., 2020; Li et
al., 2022; Rafiee et al., 2024).

Estas variaciones espectrales se establecieron como criterios operativos para el
seguimiento in situ del avance de las reacciones de metalacion, permitiendo confirmar la
formacion de los complejos metalicos. En todos los casos, los espectros obtenidos fueron
coherentes con los patrones reportados para metaloporfirinas meso-tetrasustituidas de tipo TCPP

(Vieira et al., 2025; L. Wang et al., 2024).

3.3.3 Resonancia magnética nuclear ("H, °C y técnicas 2D)

Los andlisis de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en un espectrometro
Bruker Ultrashield 400 MHz, utilizando DMSO-ds como disolvente deuterado para todas las
muestras. Se adquirieron espectros unidimensionales de 'H y *C, asi como experimentos DEPT
135, y bidimensionales COSY, HMQC y HMBC, con el fin de lograr una asignacion estructural
completa y confirmar la integridad del macrociclo y de los sustituyentes periféricos. Las
mediciones se realizaron en el Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear del Parque
Tecnolégico Guatiguara (UIS).

Los espectros de "H RMN permitieron identificar las sefales de los protones B-pirrdlicos
en la region de 8.3-9.6 ppm, caracteristicas del anillo porfirinico conjugado. Tras la insercion
metalica, se registraron desplazamientos a campo bajo y, en algunos casos, un ensanchamiento de

las sefales, atribuibles a la interaccion metal-nitrogeno (M—N) en el nucleo tetrapirrdlico. La
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desaparicion de la sefial correspondiente a los protones internos N—H, tipicamente observada en
las porfirinas libres, se utilizd como criterio directo para confirmar la formacién del complejo
metalico.

En los espectros de *C RMN, se identificaron las sefiales de los carbonos meso, -
pirrélicos y de los grupos funcionales periféricos (éster, amida y aromaticos). El experimento
DEPT 135 permitio diferenciar los carbonos metileno (sefiales negativas) de los metinos y metilos
(sefiales positivas), facilitando la asignacion de los sustituyentes alifaticos, especialmente en los
derivados funcionalizados con GABA y ampicilina.

Los experimentos bidimensionales COSY, HMQC y HMBC se emplearon para reforzar la
asignacion estructural. E1 COSY permiti6 establecer correlaciones homonucleares (‘H-'H) entre
protones adyacentes en los anillos fendlicos y pirrdlicos, mejorando la resolucion de sefiales
parcialmente solapadas. E1l HMQC proporciond correlaciones directas (‘H-'3C) de un enlace,
confirmando las correspondencias entre protones f y carbonos del macrociclo, mientras que el
HMBC permitié detectar conectividades de dos y tres enlaces, confirmando la presencia de los
grupos amida y éster, asi como el acoplamiento de los sustituyentes periféricos al esqueleto
porfirinico.

La informacion obtenida por RMN se integrd con los resultados de FTIR y UV-Vis,
aportando una verificacion estructural integral de los derivados porfirinicos y sus complejos

metalicos.

3.3.4 Espectrometria de masas MALDI-TOF
El anélisis de masas de los derivados porfirinicos y sus complejos metalicos se realizd

mediante espectrometria de masas asistida por desorcién/ionizacion laser con matriz (MALDI-
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TOF), utilizando un espectrometro Ultraflextreme Bruker. El equipo operd en modo positivo, con
una resolucion de 40000 FWHM, exactitud de £1 ppm, fluencia laser de 30% y un rango de
deteccion de masas comprendido entre 600 y 3500 Da.

Los espectros de masas se efectuaron en el Laboratorio de Espectrometria de Masas del
Parque Tecnolégico Guatiguara (UIS).

Para la preparacion de las muestras, se disolvieron entre 0.3 y 0.5 mg del compuesto en 1
mL de metanol. En la placa MALDI se deposito6 inicialmente 1 uL de la matriz —éacido a-ciano-
4-hidroxicindmico (CHCA) o acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB)—, dejandola secar
completamente. A continuacion, se afiadio 1 pL de la disolucion del compuesto y, tras su secado,
se aplico una ultima capa de 1 pL de matriz, siguiendo la técnica tipo “sandwich”. Este
procedimiento se empleod para favorecer la co-cristalizacion homogénea y mejorar la eficiencia de
ionizacion, de acuerdo con las recomendaciones para porfirinas y metaloporfirinas (Giannoudis et
al., 2020; Rafiee et al., 2024; Vieira et al., 2025).

Los espectros se registraron en modo de barrido lineal (600 a 3500 Da), con especial
atencion en los iones moleculares [M]*, [M+H]" y [M+Na]", asi como en los posibles fragmentos
derivados de pérdidas de grupos periféricos o moléculas de agua. Durante el analisis, se
consideraron los patrones isotopicos caracteristicos de los metales Zn, Ni y Sn, los cuales
permitieron establecer la correspondencia entre las sefiales experimentales y las masas tedricas
calculadas. La coincidencia de las masas monoisotopicas dentro de los margenes de precision del
instrumento se utilizd6 como criterio operativo para confirmar la integridad estructural de los

derivados porfirinicos y la presencia de los centros metélicos coordinados.
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La informacion obtenida por MALDI-TOF se empled de manera complementaria con los
resultados de FTIR, UV-Vis y RMN, como parte del conjunto metodolégico destinado a la

verificacion estructural de las especies sintetizadas.

3.3.5 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Los analisis de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) se llevaron a cabo en la
plataforma de caracterizacion de superficies XPS/ISS/UPS-ACenteno, construida por SPECS
(Alemania).

El sistema est4 equipado con un analizador de energia PHOIBOS 150 2D-DLD, acoplado
a una fuente de rayos X Al Ka monocromatizada (FOCUS 500), operada a 200 W. La energia de
paso del analizador hemisférico se fijo en 100 eV para los espectros de barrido general y en 20 eV
para los espectros de alta resolucion.

Durante la adquisicion, se empled un Flood Gun (FG 15/40-PS FG 500) para la
compensacion de carga superficial, operado a 58 pA—1.8 eV, con el fin de mantener la estabilidad
del potencial de superficie y evitar desplazamientos espurios en las energias de enlace.

Las regiones analizadas incluyeron los ntcleos C 1s, O 1s, N 1s, Zn 2p, Sn 3d, Ni 2p, Cl
2p y F 1s, seleccionados seglin el metal y la naturaleza del derivado porfirinico estudiado. Al final
de cada adquisicion, se registré nuevamente la region C 1s, empleada como referencia interna para
verificar la estabilidad de la carga superficial durante la medicion.

Las muestras se montaron sobre cinta conductora de carbono adherida a portamuestras
metalicos de acero inoxidable (SPECS, Alemania), conectados eléctricamente al espectrometro
para asegurar un buen contacto y minimizar los efectos de carga. El procesamiento de los espectros

se realizd mediante el software CasaXPS (Casa Software Ltd.), utilizando la biblioteca SPECS
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Prodigy-ACenteno, que incorpora los Response Sensitivity Factors (RSF) determinados por el

fabricante.

Las energias de enlace se calibraron tomando como referencia la sefial C 1s = 284.8 eV,

correspondiente al carbono sp?, y los perfiles se ajustaron mediante funciones mixtas Gauss-

Lorentz, tras la sustraccion de fondo Shirley. Los datos se registraron en el Laboratorio de Ciencia

de Superficies (SurfLab) del Parque Tecnologico Guatiguara (UIS).

La interpretacion de los espectros se centrd en las regiones N 1s y M 3d/2p, empleadas para

determinar el estado de oxidacion metalico y el modo de coordinacion del ion metélico dentro del

macrociclo de la porfirina. En particular:

En los complejos de Zn(Il), se identificaron las sefiales Zn 2ps/> y Zn 2pi/2 alrededor
de 1021.5 eV y 1044.6 eV, respectivamente, con una separacion espin-orbita de
aproximadamente 23 eV, valores caracteristicos de zinc en estado +2 coordinado a los
nitrégenos del macrociclo.

En los complejos de Ni(II), los picos Ni 2ps/2 (~855.5 eV) y Ni 2pi/2 (~873.1 eV)
mostraron los satélites shake-up tipicos de la configuracion d®, empleados como
criterio de identificacion del estado de oxidaciéon +2 y en entorno coordinativo
porfirinico.

En el caso de los complejos de Sn(IV), se observaron los picos Sn 3ds/> (~484.9 eV) y
Sn 3ds/> (~493.4 eV), con una separacion espin-orbita de ~8.5 eV, valores coherentes
con el estado de oxidacion +4. Se registro un leve desplazamiento hacia menor energia
de enlace respecto al precursor SnClz, asociado al aumento de densidad electronica por

la coordinacién Sn—N/Sn—O en el entorno porfirinico.
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El ajuste de la region N 1s se realizo considerando hasta tres contribuciones principales,
segun la naturaleza del derivado y del metal insertado:

(1) nitrogenos pirrolicos coordinados (M—N), en 396.4-397.8 eV;

(1) nitrogenos pirrdlicos no coordinados (N—H), en 398.2-399.0 eV; y

(ii1) nitrogenos tipo amida (—CONH-), en 399.5-400.8 eV, presentes en los derivados
TCPP-GABA y TCPP-Amp.

En los complejos derivados de TCPP—Ester, solo se observaron dos componentes (M—N y
N-H), con predominio de la primera sefal tras la coordinacién metalica.

Los parametros instrumentales y los criterios de ajuste descritos se aplicaron de manera
uniforme para todas las muestras (Apéndice 77), con el fin de asegurar la reproducibilidad y

comparabilidad de los datos de XPS obtenidos.

3.3.6 Anadlisis termogravimétrico y calorimetria diferencial (TGA-DSC)

Los estudios termoanaliticos se realizaron con el objetivo de evaluar la estabilidad térmica,
las etapas de descomposicion y los posibles procesos de coordinacion o desorcion asociados a los
derivados porfirinicos y sus complejos metéalicos. Estas técnicas proporcionan informacion
complementaria sobre la pureza, la resistencia térmica y la naturaleza de las interacciones metal-
ligando dentro del macrociclo.

Los analisis TGA se llevaron a cabo en un equipo TA Instruments TGA 5500 (serie 5500-
0015), bajo flujo continuo de N2 (10 mL-min™), en el intervalo de 25 °C a 400 °C, con una rampa
de calentamiento de 10.0 °C-min™".

Los experimentos de DSC se realizaron en un equipo Discovery DSC (serie DSC1-0237),

empleando las mismas condiciones de atmodsfera y rampa de calentamiento. Las muestras
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(aproximadamente 5—8 mg) se colocaron en crisoles de platino sellados y previamente tarados.
Todas las mediciones se efectuaron en el Grupo de Investigacion en Polimeros (GIP), ubicado en
el Parque Tecnoldgico Guatiguara (UIS).

Durante el analisis TGA, las primeras pérdidas de masa observadas en el rango de 25-150
°C se asociaron a la eliminacion de humedad superficial.

En una segunda etapa, comprendida entre 200-350 °C, se registraron procesos de
degradacion térmica del anillo porfirinico y de los grupos funcionales periféricos (éster, amida o
acido carboxilico). Las diferencias en la temperatura de inicio y la magnitud de estas pérdidas se
utilizaron como criterio comparativo de estabilidad térmica entre los distintos metales insertados.

Los perfiles DSC mostraron eventos endotérmicos iniciales relacionados con la pérdida de
moléculas de agua adsorbidas en la superficie del so6lido. Dentro del rango de andlisis (hasta 400
°C), no se observaron transiciones térmicas atribuibles a fusiones, cambios de fase o
descomposicion completa de los compuestos.

El procedimiento experimental descrito permitié establecer las condiciones necesarias para
comparar la resistencia térmica relativa de los derivados porfirinicos y sus complejos metéalicos
bajo atmosfera inerte, garantizando la reproducibilidad de los termogramas y su posterior analisis

comparativo.

3.3.7 Difraccion de rayos X de polvo (DRX)
El registro de los patrones de difraccion de rayos X (DRX) se realizé con el objetivo de
evaluar el grado de cristalinidad, la integridad estructural del macrociclo y los posibles cambios

en la organizacion supramolecular inducidos por la metalacion.



COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 159

Esta técnica aporta informacién complementaria sobre el empaquetamiento de los
derivados porfirinicos y sus complejos, considerando que la insercion de iones metalicos y la
funcionalizacion periférica pueden alterar significativamente el orden cristalino.

Los difractogramas se registraron a temperatura ambiente en un difractometro BRUKER
D8 ADVANCE, equipado con radiacién CuKa (A = 1.5406 A), operando a 40 kV y 40 mA. Los
patrones se adquirieron en el intervalo de 26 = 2°-70°, con pasos de 0.02035° y tiempos de conteo
entre 0.6 s 'y 2.0 s por paso, utilizando una rendija de Soller de 2.5°, una ranura de divergencia de
0.6 mm, filtro de niquel de 0.02 mm y un detector lineal LynxEye. Las mediciones se realizaron
en el Laboratorio de Rayos X del Parque Tecnoldgico Guatiguara (UIS).

Las muestras se prepararon en forma de polvos finos, montados en portamuestras de fondo
cero (zerobackground), utilizando una ligera capa de parafina para asegurar una superficie
homogénea y minimizar efectos de orientacion preferencial.

Todas las muestras, correspondientes a los derivados TCPP-Ester, TCPP-GABA, TCPP-
Amp, asi como a sus complejos metalicos con Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV), fueron analizados bajo las
mismas condiciones instrumentales. Los difractogramas obtenidos presentaron patrones amorfos,
caracterizados por bandas amplias y de baja intensidad, sin reflexiones nitidas ni picos agudos
indicativos de dominios cristalinos apreciables. No se observaron picos agudos indicativos de
dominios cristalinos apreciables. Este comportamiento se atribuye al cardcter desordenado del
empaquetamiento molecular, tipico de porfirinas funcionalizadas y metaloporfirinas con
sustituyentes periféricos voluminosos o interacciones axiales que dificultan la ordenacion a largo

alcance.
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La ausencia de cristalinidad definida motivé la realizacion de ensayos de recristalizacion
orientados a la obtencion de muestras cristalinas o, idealmente, monocristales aptos para difraccion

de rayos X de monocristal (SCXRD).

3.3.8 Ensayos de recristalizacion

Con el objetivo de obtener muestras cristalinas o, idealmente, monocristales aptos para
difraccion de rayos X de monocristal (SCXRD), se realizaron ensayos sistematicos de
recristalizacion aplicando distintos métodos fisicos bajo condiciones controladas de temperatura y
composicion de disolventes.

Estos experimentos se llevaron a cabo para los derivados TCPP-Ester, TCPP-GABA,
TCPP-Amp y sus correspondientes complejos metalicos con Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV).

Todos los ensayos se efectuaron bajo condiciones controladas de pureza, temperatura y
composicion de disolventes, garantizando la homogeneidad de las disoluciones iniciales y evitando
contaminacion cruzada.

Se evaluaron cuatro estrategias principales de cristalizacion:

a) Evaporacion lenta del disolvente

b) Cristalizacion en capa de disolvente (stratified solvent)
¢) Difusion de vapor (vapor diffusion)

d) Cristalizacion en capilar

En todos los casos, las disoluciones se prepararon disolviendo entre 2 y 10 mg de muestra
en 1.0-2.0 mL de disolvente o mezcla de disolventes, generalmente combinaciones de metanol y

tetrahidrofurano (THF).
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Antes de cada ensayo, las disoluciones se filtraron a través de microfiltros de 0.22 um, con
el fin de eliminar particulas insolubles y evitar la formacion de nucleos heterogéneos o poco
estables, lo que garantiza un proceso de nucleacion controlado (Stout & Jensen, 1989). El propdsito
general de estos ensayos fue obtener fases solidas cristalinas a partir de los derivados sintetizados,
con la finalidad de posibilitar la determinacion estructural por difraccion de rayos X de polvo o
monocristal.

a) Cristalizaciones por evaporacion lenta de disolvente

Los ensayos de evaporacion lenta se realizaron tanto a temperatura ambiente (25 + 2 °C)
como en refrigeracion (= 4 °C), utilizando las siguientes mezclas binarias de disolventes:

e acetato de etilo/metanol
e metanol/etanol

e acetato de etilo/agua

e metanol/agua

e metanol/acetona

e acetato de etilo/acetona
e acetona/agua

e metanol/hexano

e metanol/éter

Las disoluciones filtradas se colocaron en viales de vidrio de 2—5 mL con tapa parcialmente
abierta, permitiendo una evaporacion gradual del disolvente durante varios dias hasta la formacion
de residuos solidos o estructuras cristalinas visibles. Esta técnica se basa en la reduccion progresiva
de la solubilidad del soluto por pérdida controlada del disolvente, lo que promueve una nucleacion

lenta y el crecimiento ordenado de cristales (Bernstein, 2002).
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b) Cristalizaciones en capa de disolvente

Las cristalizaciones en capa de disolvente se efectuaron en tubos delgados tipo RMN o
viales de cristal con tapa hermética, tanto a temperatura ambiente como en frio. En este método,
la disolucion de la muestra se depositd cuidadosamente al fondo del tubo y se cubrié con un
disolvente menos polar (antidisolvente), generando una interfaz de difusion liquida donde la
sobresaturacion se desarrolla lentamente.

Las combinaciones empleadas fueron:

e muestra/ éter / heptano

e muestra / acetato de etilo / heptano

e muestra/ acetato de etilo / ciclohexano

e muestra / metanol / heptano

e muestra / metanol

e muestra/ éter / heptano

Las configuraciones se mantuvieron bajo observacion entre 3 y 60 dias, favoreciendo la
nucleaciéon controlada y el crecimiento progresivo de cristales.

¢) Ensayos de difusion de vapor

Los ensayos de difusion de vapor se realizaron disolviendo aproximadamente 8 mg de
muestra en una mezcla metanol/etanol (1:1 v/v), con la adicidon de dos gotas de THF para mejorar
la solubilidad. Las disoluciones filtradas se transfirieron a viales de vidrio sin tapa, que se
colocaron dentro de cristalizadores rectangulares sellados conteniendo el antidisolvente en la zona
externa de los viales.

Se evaluaron las siguientes condiciones:
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e Hexano como antidisolvente, en dos configuraciones: (i) con 100 puL de hexano
afiadidos directamente al vial, (ii) sin adicién interna de hexano, permitiendo la
difusion unicamente desde la fase externa.

o Eter etilico, cloroformo y diclorometano también se ensayaron como antidisolventes
alternativos.

Los sistemas se mantuvieron sellados a temperatura ambiente (25 £+ 2 °C) o refrigeracion

(= 4 °C) durante 1 a 4 semanas, permitiendo una difusion lenta de vapores que condujo a una
sobresaturacion controlada y eventual precipitacion.

Este método, frecuentemente utilizado para moléculas organicas complejas, es adecuado

para compuestos de solubilidad media y control limitado de nucleacion.

d) Cristalizaciones en capilar

Las cristalizaciones en capilar se realizaron con aproximadamente 6 mg de muestra,

disueltos en una de las siguientes mezclas binarias:

e acetato de etilo/metanol

e acetato de etilo/agua

e metanol/agua

e metanol/acetona

e acetato de etilo/acetona

e acetona/agua

Las disoluciones se introdujeron en capilares de vidrio de 1 mm de diametro interno,

sellados en un extremo y se dejaron reposar a temperatura ambiente o en refrigeracion, permitiendo

una evaporacion progresiva del disolvente y la posible nucleacion de microcristales a lo largo del
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tubo. Este método, aunque limitado en volumen, ofrece un entorno cerrado que minimiza la

contaminacion y permite observar la cinética de crecimiento cristalino.

Las condiciones experimentales especificas de cada método se resumen en la Tabla 8§,

donde se detallan los parametros de temperatura, composicion de disolventes, cantidad de muestra,

duracion y observaciones generales. Esta sintesis permite comparar las estrategias implementadas

y los factores experimentales controlados durante los intentos de obtencion de fases cristalinas a

partir de los derivados porfirinicos y sus complejos metalicos.

Tabla 8

Condiciones experimentales empleadas en los ensayos de recristalizacion.

. Mezclas de Cantidad de Duracion Observaciones
Método Temperatura . muestra .
disolventes (mg) aproximada generales
Acetato de
etilo/metanol,
acetato de
Evaporacién Ambiente (25 etilo/agua, Formacion de
P °C) / Fria (4 metanol/agua, 2-10 3-30 dias  residuos so6lidos
lenta o . }
O metanol/acetona, y microcristales.
acetato de
etilo/acetona,
acetona/agua
Eter/heptano,
Capa de Ambiente (25 et?li)%laetotgr(:o c?nltfrli)sllaoé'
~ap °C) / Fria (4 ptano, 2-10 3-60 dias o
disolvente °C) acetato de nucleacion
etilo/ciclohexano, lenta.
metanol/heptano
Metanol/etanol +
AP Ambiente (25 . .THF; ) P rempltad'os )
Difusion de o p antidisolventes: microcristalinos;
C) / Fria (4 . 1 8 1-4 semanas . .,
vapor °C) hexano, éter etilico, sin formacion de
cloroformo, monocristales.
diclorometano
Acetato de Evaporacion
Ambiente (25 etilo/metanol, lenta dentro del
Capilar °C) / Fria (4 acetato de 6 3-15 dias capilar; sin
°C) etilo/agua, cristales
metanol/agua, definidos.
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. Mezclas de Cantidad de Duracion Observaciones
Meétodo Temperatura . muestra .
disolventes aproximada generales

(mg)

metanol/acetona,
acetato de
etilo/acetona,
acetona/agua

3.4 Evaluacion bioldgica

La evaluacion biologica de los derivados porfirinicos y sus complejos metalicos se realizo
mediante ensayos in vitro de actividad antibacteriana y antileishmania, integrando protocolos de
terapia fotodinamica (PDT) para examinar el potencial fototoxico y selectivo de los compuestos
frente a microorganismos patdgenos.

Todos los procedimientos se desarrollaron bajo condiciones estériles, siguiendo las
directrices del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022) y las metodologias
descritas por Espitia-Almeida et al.(Espitia-Almeida et al., 2016, 2019, 2020, 2021, 2023).

Las pruebas se realizaron en el Centro de Investigacion en Ciencias de la Vida de la
Universidad Simén Bolivar (Barranquilla, Colombia), y en el Centro de Investigaciones en
Enfermedades Tropicales (CINTROP) ubicado en el Parque Tecnoldgico Guatiguard (UIS), en
cabina de bioseguridad tipo II, garantizando condiciones controladas de asepsia, temperatura y

fotointensidad.

3.4.1 Protocolo antibacteriano (in vitro, PDT)

El estudio de la actividad antibacteriana de los derivados porfirinicos y sus complejos
metalicos se desarrolld6 mediante el método de microdilucion en caldo, siguiendo los lineamientos
del CLSI (2022) y los protocolos reportados por Espitia-Almeida et al. (Espitia-Almeida et al.,

2016, 2023) para evaluacion fotodinamica de compuestos porfirinicos.
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Los ensayos se realizaron frente a las cepas Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 1705, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Staphylococcus epidermidis
ATCC 6538.

El procedimiento general comprendid6 dos etapas principales: (a) activacion y
estandarizacion de las cepas bacterianas y (b) evaluacion de la actividad antibacteriana con y sin
irradiacion luminosa.

a) Activacion y estandarizacion de las cepas bacterianas

Las cepas se conservaron a —80 °C en caldo nutritivo con glicerol estéril (20 % v/v). Para
su activacion, se tomo una alicuota del indculo madre de cada cepa con un asa estéril calibrada, se
depositd en un tubo con 5 mL de caldo nutritivo. Las mezclas se incubaron a 37 °C bajo agitacion
constante (180 rpm) durante 16—18 horas para permitir la recuperacion y proliferacion de las
bacterias.

El crecimiento bacteriano se verifico midiendo la densidad optica (DO) a 600 nm en un
espectrofotometro Multiskan SkyHigh (Thermo Scientific) frente a un blanco de caldo de cultivo.

Con el fin de estandarizar la fase de crecimiento, se ajust6 la DO a 0.05 + 0.01 mediante la
ecuacion de dilucion:

V1Cy =130,

Donde C; es la DO del cultivo overnight, C, = 0.05 la densidad deseada y V, = 5mL el
volumen final del inoculo.

Bajo estas condiciones, el indculo de trabajo equivalio al patron McFarland 0.5,
correspondiente a 1.5 x 108 UFC/mL.

Para establecer la curva de crecimiento, los cultivos estandarizados se incubaron

nuevamente a 37 °C, registrando la absorbancia a intervalos de 30 minutos hasta alcanzar la fase
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estacionaria. Los datos se graficaron como DOsoo vs. tiempo, identificando el punto medio de la
fase exponencial de crecimiento, el cual se utilizd para los ensayos de actividad antibacteriana y
para calcular los porcentajes de inhibicion bacteriana en condiciones controladas.

b) Evaluacion de la actividad antibacteriana (Terapia fotodinamica antimicrobiana)

La evaluacion de la actividad antibacteriana se realizdo mediante ensayos de microdilucion
en caldo en placas estériles de 96 pozos.

Cada ensayo se prepard utilizando una solucién madre de cada compuesto a 5000 uM en
DMSO, a partir de la cual se elabor6 una solucion de trabajo de 50 uM en PBS 1X (Phosphate
Buffered Saline, pH 7.0).

Las bacterias en plena fase exponencial se diluyeron hasta ajustar una DO de 0.05 en caldo
nutritivo, obteniéndose el indculo de trabajo. En cada pozo se adicionaron:

e 150 uL de caldo nutritivo,

e 20 pL de la solucién del compuesto (5 uM concentracion final),

e 30 pL del in6culo bacteriano.

Se incluyeron controles:

e Positivo: gentamicina y ampicilina a 40 pg/mL,

e Negativo: DMSO 0.1 % (vehiculo),

e Esterilidad: pozo con caldo sin inocular.

Una vez cargadas las placas, se dividieron en dos grupos experimentales:

1. Grupo PDT (irradiado): las placas se sometieron a irradiacion con luz azul (A =400 +

10 nm) durante 1 hora, con una fluencia de 10-80 J/cm?, seguida de incubacion por 1

ha37°C.
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2. Grupo control oscuro (no irradiado): se incubo6 a 37 °C durante 2 horas sin exposicion
a luz.
Finalizado el tratamiento, se determino la actividad antibacteriana midiendo la absorbancia
a 600 nm en el espectrofotdémetro Multiskan SkyHigh.

El porcentaje de inhibicion se calculd seglin la ecuacion:

DO,y — DO
Inhibicién (%) = % x 100
CN

donde DOy corresponde a la densidad optica del control negativo y DOy a la del
tratamiento.

A los compuestos con inhibicion significativa (>50 % a 5 uM) se les determiné la
Concentracion Minima Inhibitoria (IMC) mediante ensayos en el rango 0—10 uM, aplicando la
ecuacion de Gompertz modificada con el software GraphPad Prism 9.3. Ademas, se calculd el
Factor de fotoactivacion (F.D.) para medir la efectividad fotodindmica, donde F.D. =~ 1 — La luz

no cambia el efecto; F.D. > 1 — Hay fotoactivacion; F.D. alto — Alta eficiencia fotodindmica.

3.4.2 Protocolo antileishmania (in vitro, PDT)

La evaluacion de la actividad antileishmania de los derivados porfirinicos y sus complejos
metalicos se llevdo a cabo mediante ensayos in vitro frente a promastigotes de Leishmania
amazonensis, siguiendo los lineamientos metodologicos descritos por Valdivieso et al., 2008
(Valdivieso et al., 2008), basados en la aplicacion de terapia fotodindmica (PDT) con
fotosensibilizadores porfirinicos.

a) Cultivo y mantenimiento de promastigotes

Se emplearon promastigotes de Leishmania amazonensis, cepa MHOM/BR/73/LV78

(LV78), mantenidos en cultivos seriados en medio Schneider’s Drosophila (Sigma-Aldrich®),
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suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS), penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100
pg/mkL).

Los cultivos se incubaron a 28 £ 1 °C en atmosfera estatica, verificando el crecimiento y
la movilidad de los promastigotes mediante observacion microscopica de contraste de fases.

Los subcultivos se realizaron cada 3—4 dias, utilizando alicuotas de 200 uL de cultivos
manteniendo la fase logaritmica de crecimiento para inocular nuevos tubos con 5 mL de medio
fresco.

b) Ensayo fotodindmico antileishmania

Los compuestos se prepararon como soluciones madre de 5 mM en DMSO, diluidas hasta
una concentracion de trabajo de 2.35 a 300 uM (contenido final de DMSO < 0.1 % v/v). En
microplacas de 96 pozos se realizaron diluciones seriadas 1:3. Los promastigotes se ajustaron a
una densidad de 1 x 10¢ cel/mL, segun conteo en camara de Neubauer, en medio Schneider libre
de FBS.

Los ensayos se organizaron en cuatro grupos experimentales:

e Grupo PDT (irradiado): exposicion a luz roja visible (A = 597752 nm, 17 J/cm?, 60

min), mas 48 horas de incubacion.

e Grupo oscuro (sin irradiacion): incubado en las mismas condiciones, pero protegido

de la luz.

e Control fototdxico: protoporfirina IX (Sigma Aldrich, US).

e Control negativo: promastigotes sin tratamiento.

Las placas se incubaron 24 horas en oscuridad previa a la irradiacion para favorecer la
internalizacion del fotosensibilizador y posteriormente 48 horas a 28 °C tras el tratamiento. Cada

concentracion se mont6 por triplicado, mas dos replicas bioldgicas.
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¢) Evaluacion de viabilidad y analisis de datos

La viabilidad se determin6 segun la metodologia descrita por Shimony & Jaffe, 2008
(Shimony & Jaffe, 2008) midiendo la capacidad de reduccion de la resazurina aplicando 20 pL de
Alamar Blue, Invitrogen™ por pocillo. Se incub6 por 4 horas a 28°C en oscuridad y se midi6 la
intensidad fluorescente (IF) a 540 nm (excitacion) y 590 nm (emision) en un lector de microplacas
Sinergy H1 (BioTek Instruments, Inc., VT, USA).

El porcentaje de inhibicion de crecimiento se calculé como:

o IFey — IFp
Inhibicion (%) = I X 100
CN

Donde IFy corresponde a la intensidad fluorescente del control negativo y IF ala de cada
tratamiento.

Los valores de ICso se determinaron por ajuste no lineal de regresion sigmoidal (modelo
logistico de cuatro parametros) utilizando el software GraphPad Prism 9.3.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como
promedio + desviacion estandar. Se calculd el indice de fotoirritacion (P.1.) para evaluar seguridad
y selectividad del fotosensibilizador teniendo en cuenta que, un P.I. = 1 — No hay efecto
fotodinamico; P.I. > 1 — El compuesto es mas toxico con luz; P.I. > 10 — Buen fotosensibilizador

para PDT; P.I. muy alto — Alta selectividad luz/oscuridad (deseable).

3.5 Estudios in silico de propiedades ADME y ADMET
Con el fin de obtener una estimacion temprana del perfil farmacocinético y toxicologico
de los derivados porfirinicos y del hibrido porfirina—ampicilina, se realizaron estudios in silico

empleando las plataformas web SwissADME, ADMETIab 2.0 y Deep-PK.
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SwissADME es una herramienta gratuita desarrollada en el marco del programa
SwissDrugDesign que permite predecir, a partir de la estructura de pequefias moléculas,
propiedades fisicoquimicas, parametros farmacocinéticos, filtros de drug-likeness y descriptores
de “medicinal chemistry friendliness” (Daina et al., 2017). Las estructuras bidimensionales de los
derivados TCPP—Ester, TCPP—-GABA vy del hibrido TCPP—Amp se dibujaron en ChemDraw®, y
a partir de estos archivos se generaron los cédigos SMILES canonicos que se utilizaron como
entrada en los servidores.

En SwissADME se procesaron con éxito los ligandos libres TCPP—Ester y TCPP-GABA,
asi como la mayoria de sus complejos metalicos de Zn(Il), Ni(Il) y Sn(IV), obteniéndose
descriptores fisicoquimicos (peso molecular, logP, TPSA, nimero de aceptores y donadores de
hidrégeno, enlaces rotables)(Daina et al., 2014), propiedades farmacocinéticas (absorcion
gastrointestinal, permeabilidad hematoencefalica, probabilidad de ser sustrato de la P-gp)(Daina
& Zoete, 2016) y filtros clasicos de drug-likeness (reglas de Lipinski, Ghose, Veber, Egan,
Muegge, entre otros) (Daina et al., 2017). Sin embargo, el codigo SMILES correspondiente al
complejo de Sn(IV) del derivado TCPP—Ester no fue aceptado por SwissADME debido a la
restriccion del servidor a un maximo de 200 caracteres por linea de entrada, por lo que no se
dispone de predicciones ADME para este complejo concreto.

En el caso del hibrido TCPP-Amp, no fue posible emplear SwissADME por la misma
limitacion: el codigo SMILES de TCPP—Amp excede el maximo de 200 caracteres por linea, de
modo que la plataforma rechazé la molécula y no se obtuvieron predicciones ADME para este
hibrido mediante SwissADME. Para solventar esta limitacién se recurrid a la plataforma

ADMETlab 2.0.
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ADMETIab 2.0 es una plataforma integrada para la prediccion exhaustiva de propiedades
ADMET (absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad), que calcula de manera
simultdnea un amplio conjunto de parametros fisicoquimicos, indices de quimica medicinal,
endpoints de ADME y multiples endpoints toxicologicos a partir de la estructura codificada en
SMILES (J. Dong et al., 2018). En este trabajo se estimaron mediante ADMETIlab 2.0 las
propiedades de los ligandos libres TCPP—Ester, TCPP-GABA y del hibrido TCPP—Amp,
introduciendo sus codigos SMILES en el formulario de entrada del servidor y generando informes
que incluyen, entre otros, TPSA, logP, pardmetros de absorcion (HIA, permeabilidad Caco-
2/MDCK), distribucion (unién a proteinas plasmaticas), asi como probabilidades de
hepatotoxicidad, riesgo de lesion hepatica inducida por farmacos (DILI), inhibicion de hERG,
mutagenicidad tipo Ames, carcinogenicidad y presencia de fragmentos de alerta estructural.

No obstante, ADMETIab 2.0 estd optimizado para moléculas organicas neutras o con
metales implicitos y present6 errores de “SMILES no valido” al intentar procesar los complejos
metalicos de Zn(IT), Ni(IT) y Sn(IV) de los derivados TCPP—Ester y TCPP-GABA, incluyendo de
nuevo el complejo Sn(IV)-TCPP—Ester. En consecuencia, las predicciones de ADMETIab 2.0 se
limitaron a los ligandos libres TCPP—Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp, mientras que las
propiedades ADME de los complejos metélicos solo pudieron discutirse a partir de los resultados
de SwissADME obtenidos para aquellos complejos cuyo SMILES fue aceptado por esta
plataforma.

De forma complementaria, se utilizdo Deep-PK, una plataforma web basada en aprendizaje
profundo para la prediccién, andlisis y optimizacion de propiedades farmacocinéticas y
toxicologicas de pequefias moléculas. Deep-PK implementa redes neuronales de grafos (D-

MPNN) entrenadas sobre un conjunto curado de datos experimentales para 73 endpoints (64
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ADMET y 9 propiedades generales), integrando informacion procedente de métodos de referencia
como ADMETIab 2.0, pkCSM y toxCSM (Myung et al., 2024). El servidor recibe como entrada
SMILES individuales o ficheros de SMILES/SDF vy, tras un proceso de canonizacion y
“sanitizacion” de las estructuras (incluyendo estandarizacion de valencias, eliminacion de
moléculas con pesos moleculares > 2000 y correccion de errores de conectividad), genera
predicciones de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad, junto con medidas
de confianza del modelo.

En este trabajo, los codigos SMILES generados en ChemDraw® para TCPP—Ester, TCPP—
GABA y TCPP—Amp se introdujeron en Deep-PK para obtener un subconjunto representativo de
predictores ADMET (absorcion: permeabilidad Caco-2 y MDCK, HIA, biodisponibilidad oral;
distribucion: BBB, unién a proteinas plasmadticas, fraccion libre y volumen de distribucion;
metabolismo: sustrato/inhibicion de isoenzimas CYP; excrecion: aclaramiento total y semivida de
eliminacion; toxicidad: Ames, DILI, hepatotoxicidad, inhibicion de hERG vy activacion de
receptores nucleares y vias de respuesta al estrés celular), seleccionados segun la relevancia para
el perfil farmacologico de los derivados porfirinicos. Los resultados se descargaron en formato
tabular desde la pagina de resultados de prediccion y se emplearon para complementar y contrastar
las predicciones obtenidas con ADMET]Iab 2.0.

Al igual que ADMETIab 2.0, Deep-PK estd disefiado principalmente para moléculas
organicas sin metales explicitos, y su etapa interna de canonizacidn/sanitizacion conduce al
descarte de estructuras con valencias metalicas no estandar o pesos moleculares muy elevados
(Myung et al., 2024). Como consecuencia, los complejos de estafio derivados de TCPP—Ester y
TCPP-GABA no superaron el preprocesamiento y fueron rechazados por el servidor, por lo que

no se dispone de predicciones de Deep-PK para los complejos de Sn(IV). Las predicciones de
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Deep-PK se limitaron, por tanto, a los ligandos libres TCPP—Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp,
y se utilizaron de manera complementaria a las de ADMETlab 2.0 para reforzar el analisis del
perfil ADME y toxicolégico de la serie.

Todos los resultados in silico se exportaron en formato de tabla y PDF/CSV, y se
emplearon para elaborar tablas resumen comparativas entre la serie de compuestos. Los informes
completos de SwissADME, ADMETlIab 2.0 y Deep-PK se incluyen en los Apéndices para su

consulta detallada.
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4. Resultados y Discusion

El presente capitulo retne y discute de manera integrada los resultados obtenidos durante
la sintesis, purificacion, caracterizacion y metalacion de los derivados porfirinicos hibridos
desarrollados en este trabajo, asi como la evaluacion estructural y fisicoquimica de sus complejos
metalicos con Zn(Il), Ni(Il) y Sn(IV). El andlisis se fundamenta en un conjunto de técnicas
espectroscopicas e instrumentales complementarias —FTIR, UV-Vis, RMN, MALDI-TOF, XPS,
DRX y andlisis térmico— que permiten establecer, con base en diferentes escalas de resolucion
molecular, la evolucion electronica del macrociclo tetrapirrdlico desde la TCPP precursora hasta
los sistemas funcionalizados y metalados.

La caracterizacion se aborda siguiendo una progresion logica: primero se examinan los
cambios estructurales asociados a las etapas de funcionalizacion (esterificacion, amidacion con
GABA y acoplamiento con ampicilina), evaluando la eficiencia sintética, la estabilidad de los
intermediarios y la conservacion del nucleo porfirinico. Posteriormente, se analiza la coordinacion
de los metales en términos de reorganizacion electronica, variaciones espectrales diagndsticas y
modificaciones en los desplazamientos quimicos y energias de enlace, relacionando estos cambios
con el campo ligando, la polarizabilidad metalica y la naturaleza de los sustituyentes periféricos.

Los resultados espectroscopicos permiten establecer correlaciones internas robustas entre
las distintas técnicas: la desaparicion de los protones N-H en RMN, los desplazamientos
batocromicos sistematicos en UV—Vis, la aparicion de modos vibracionales M—N en FTIR y las
variaciones en los niveles N 1s en XPS constituyen evidencia convergente de metalacion efectiva.
A ello se suman los anélisis MALDI-TOF, que confirman las masas moleculares esperadas para

cada derivado e hibrido, y las mediciones de DRX y DSC/TGA, que aportan informacién clave
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sobre el grado de orden estructural, la naturaleza amorfa de los solidos y las transiciones térmicas
asociadas a los complejos formados.

De manera general, este capitulo demuestra que la estrategia sintética adoptada permite
obtener derivados porfirinicos altamente funcionalizados y metaloporfirinas estables, con
modificaciones electronicas y estructurales controladas tanto por el tipo de metal coordinado como
por la naturaleza quimica del sustituyente periférico. La consistencia entre las técnicas analiticas
empleadas refuerza la validez de las conclusiones estructurales y proporciona una base solida para

la posterior evaluacion biologica de los compuestos, presentada en el Capitulo 5.

4.1 Introduccion general y observaciones experimentales

La caracterizacion estructural de los compuestos sintetizados se fundamento en el analisis
de las propiedades espectroscopicas y fisicoquimicas, abarcando una serie de derivados
porfirinicos obtenidos a partir de la 5,10,15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina (TCPP), sus
hibridos funcionalizados y los correspondientes complejos metélicos con Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV).
El estudio permitid evaluar la eficiencia de las etapas de activacion, acoplamiento y coordinacion
metalica, asi como la estabilidad y reproducibilidad de los materiales frente a diferentes
condiciones experimentales.

El disefio sintético se basd en la TCPP como nucleo macrociclico precursor, que fue
funcionalizado mediante reacciones sucesivas de esterificacion y amidacion, siguiendo estrategias
de acoplamiento carbodiimidico ampliamente reportadas para sistemas porfirinicos (Y. Dong et
al., 2024; El Abiad et al., 2023; Kadish et al., 2013). Posteriormente, la obtencion de los complejos
metalicos con Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV) permitié analizar el efecto del centro metéalico sobre la

estructura electronica del macrociclo y su comportamiento espectroscopico.
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e Sintesis de la TCPP

La TCPP se obtuvo siguiendo el método clasico de Adler—Longo (Adler et al., 1967), con
una modificacion relevante: no se empled agente oxidante externo, utilizando el oxigeno
atmosférico como oxidante natural. Esta modificacion, reportada por Lindsey (2010) y Ahmadi et
al. (2015), permitié reducir la formaciéon de subproductos oxidados y mejorar la calidad del
material final (Ahmadi et al., 2015; Lindsey, 2010).

Durante la condensacion del acido 4-formilbenzoico con pirrol en acido propidnico, la
solucién adquirid una coloracién negra intensa, indicativa de la formacion del intermedio
porfirindgeno. El enfriamiento controlado al finalizar la reaccion fue esencial para obtener cristales
de mayor tamafio, facilitando la filtracion. En ausencia de enfriamiento, el producto precipita como
un polvo microcristalino dificil de manejar.

El lavado con acido propidnico frio y metanol elimind las trazas de disolvente y permitid
recuperar un polvo purpura intenso, con rendimientos de 69 %. Este comportamiento coincide con
las observaciones de Oliveira et al. (2011), quienes subrayan la importancia del enfriamiento
gradual y del lavado exhaustivo para obtener porfirinas con pureza espectroscopica adecuada (V.
E. De Oliveira et al., 2011).

e Esterificacion y activacion carbodiimidica de la TCPP

La conversion de los grupos carboxilo terminales en ésteres activados se llevo a cabo
mediante agentes de acoplamiento tipo carbodiimida, evaluando DCC, EDC libre, DIC y
EDC-HCI/NHS en medio anhidro (THF). El objetivo fue comparar la eficiencia y estabilidad de
los intermediarios formados durante la activacion del dcido carboxilico de la TCPP y optimizar las
condiciones para su posterior amidacion. Los resultados experimentales mostraron diferencias

significativas entre los agentes probados:
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o El uso de DCC produjo rendimientos moderados (40-50 %), con la formacion de
subproductos insolubles (ureas) dificultando la purificacion.

o Lareaccion con EDC libre mostré una rapida descomposicion en medio humedo,
con rendimientos inferiores al 20 %.

o Con DIC, se logr6 una buena conversion (60—-70 %), pero se observaron pérdidas
elevadas del producto durante la purificacion debido a su alta solubilidad.

o Finalmente, EDC-HCI en presencia de NHS ofrecio los mejores resultados (75—-80
%), purificacion sencilla y eliminacion eficiente de subproductos.

En general, la eficiencia del proceso de esterificacion depende de la estabilidad del
intermedio O-acilisourea y de su competencia con reacciones de descomposicion o reordenamiento
hacia N-acilureas, que conducen a productos inactivos.

En el caso de DCC, el rendimiento limitado y la aparicion de subproductos insolubles
(ureas) se explican por la formacion y reordenamiento del intermedio O-acilisourea, que puede
transformarse en N-acilurea estable e inerte, disminuyendo la conversion global. Este efecto ha
sido descrito ampliamente en sistemas porfirinicos, diversos autores resaltan la propension del
DCC a formar N-acilureas incluso bajo condiciones controladas (Hiroto et al., 2017). Lindsey
(2010) también sefial6 que las reacciones mediadas por DCC tienden a generar materiales dificiles
de purificar debido a la coprecipitacion de diciiclohexilurea (DCU), que arrastra parte del producto
deseado (Lindsey, 2010).

La autodegradacion observada con EDC libre se debe a la hidrolisis espontdnea del
intermedio O-acilisourea en presencia de trazas de agua, debido a que la estabilidad de este

intermediario es muy limitada en medios ligeramente hiimedos (Wigman et al., 2014). Por ello, el
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uso de EDC libre sin co-activador suele resultar en conversiones bajas, en especial en sistemas
poco solubles.

El comportamiento de DIC fue mas favorable, ya que evito la formacion del sélido DCU,
aunque persistio la pérdida de material por solubilidad. Estos resultados se deben a que los
acoplamientos mediados por DIC en matrices aromaticas rigidas tienden a producir agregados o
geles coloidales, dificultando la recuperacion cuantitativa del producto (Tsakos et al., 2015).

Por ultimo, los rendimientos superiores alcanzados con EDC-HCI/NHS confirman que la
formacion del intermedio éster NHS proporciona una via mas estable y selectiva para la activacion
del &cido carboxilico, minimizando la formacién de N-acilureas y facilitando el acoplamiento con
nucledfilos. Este mecanismo ha sido ampliamente utilizado en la sintesis de hibridos porfirinicos
obtenidos mediante EDC/NHS, se ha observado que la purificacion es mas sencilla y el producto
presenta alta estabilidad, ademas se destaca la eficacia de este sistema en la conjugacion de
porfirinas con antibioticos, resaltando su resistencia a la hidrdlisis (Y. Dong et al., 2024; El Abiad
et al., 2023; Varvara et al., 2023).

La reproducibilidad, purificacion y estabilidad del TCPP-Ester obtenido confirman la
eficacia del sistema EDC-HCI/NHS para la activacion de porfirinas carboxiladas, siendo esta
condicion la més adecuada para procesos posteriores de amidacion e hibridacion funcional (El
Abiad et al., 2023).

e Amidacion con GABA y formacion del derivado TCPP-GABA

La amidacién del TCPP-Ester con acido y-aminobutirico (GABA) se realizo en presencia
de N,N-diisopropiletilamina (DIEA) como base de Schiffy catalizador. Se evaluaron aminoacidos
de diferente longitud —glicina, B-alanina y GABA— con el fin de modular la flexibilidad del

enlace espaciador. Los derivados con glicina y B-alanina presentaron rendimientos intermedios
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(50-60 %) y trazas de aminodcido sin reaccionar, mientras que el uso de GABA condujo a un
producto café oscuro, limpio y reproducible, con rendimientos del 75—-80 %.

La eleccion del GABA se bas6 en su mayor reactividad y facilidad de purificacion. Estos
resultados coinciden con Giannoudis et al. (2020), quienes reportaron que el acoplamiento de
GABA favorece la formacion de enlaces amida estables y mejora la estabilidad térmica y quimica
(Giannoudis et al., 2020).

Durante la reaccion se observé un cambio progresivo de color de vino oscuro a marron,
asociado a la pérdida de simetria del macrociclo y al incremento de conjugacion electronica. La
solubilidad disminuyd notablemente en disolventes organicos, siendo el metanol el medio mas
adecuado para las etapas de lavado y purificacion.

e Sintesis del hibrido porfirina—ampicilina (TCPP-Amp)

El hibrido TCPP-Amp se obtuvo a partir del TCPP-GABA mediante una secuencia doble
de activacion y acoplamiento en THF anhidro, bajo atmosfera inerte. La ampicilina anhidra se
molturd previamente para mejorar su dispersion y evitar la formacion de agregados insolubles.
Esta etapa fue particularmente sensible, ya que el antibiotico tiende a degradarse por hidrolisis o
apertura del anillo B-lactdmico a temperaturas superiores a 40 °C (Tipper & Strominger, 1965;
Turner et al., 2022; Z. Wang, 2023).

El control estricto de la temperatura, la atmosfera y el pH fue esencial para preservar la
integridad del antibidtico y promover la formacion del enlace amida entre el grupo carboxilo del
TCPP-GABA y la amina de la ampicilina. El producto se aisl6 como un polvo marrén-amarillento,
fino y adherente, con fuerte adsorcion sobre la silice durante la purificacion, fendmeno también
reportado por Varvara et al. (2023) en conjugados de ampicilina-péptido (Varvara et al., 2023). La

purificacién mediante lavados sucesivos con etanol y diclorometano, seguida de secado al vacio,
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permitio eliminar completamente los residuos de ampicilina que no reacciono. El rendimiento final
se situd entre 50—60 %.

Este hibrido representa una estructura compleja donde la funcionalizacion amidica
preserva la integridad del nucleo tetrapirrolico y confiere al conjunto una alta polaridad, coherente
con su baja solubilidad en disolventes organicos y con las modificaciones electronicas observadas
en sus espectros UV-Vis y FTIR, las cuales seran discutidas en las secciones siguientes.

e Reacciones de metalacion

La coordinacion de Zn(II), Ni(II) y Sn(IV) sobre los derivados TCPP-Ester, TCPP-GABA
y TCPP-Amp se optimiz6 bajo reflujo controlado, ya que los ensayos a temperatura ambiente o
con calentamiento suave no condujeron a conversion completa —salvo para el Zn(Il), cuya
insercion fue posible tanto a temperatura ambiente como en reflujo. En términos generales, Zn(II)
mostro la cinética mas favorable (<6 h ar. t. 0 23 h en reflujo, DMF), mientras que Ni(II) y Sn(IV)
requirieron reflujos prolongados (15—19 h) para alcanzar la insercion total. Este comportamiento
coincide con la mayor labilidad de Zn(II) en entornos tetrapirrdlicos y con la baja labilidad/alta
demanda de polaridad de Sn(IV) para consolidar la coordinacion, tal como se ha documentado
para metaloporfirinas andlogas (V. E. De Oliveira et al., 2011; Li et al., 2022; Rafiee et al., 2024;
L. Wang et al., 2024).

Los resultados experimentales evidencian que la eficiencia de la metalacion y la pureza de
los complejos dependen significativamente de tres factores interrelacionados:

1. la naturaleza del metal y su radio i6nico,
2. lalabilidad del aniébn acompanante,

3. lapolaridad y capacidad coordinante del disolvente.
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Zinc (Zn*). El Zn(II) fue el metal mas reactivo y versatil en la serie. Su insercion en el
nucleo porfirinico se completdé rapidamente en DMF (110 °C, 2-3 h) con ZnCl. y Zn(OAc)z,
alcanzando rendimientos de 88—90 %, y también fue posible en metanol (60 °C, 4—6 h) con ligeras
disminuciones (84-87 %).

Los ensayos mostraron que la mayor polaridad del DMF acelera la insercion del Zn?** al
estabilizar los intermedios metal-pirrolicos, mientras que el metanol promueve una coordinacion
mas lenta. Comparativamente, el acetato tendio a generar productos de color més intenso y pureza
superior, probablemente por su comportamiento menos coordinante que el cloruro, lo cual
minimiza la competencia entre el anion y los nitrogenados pirrdlicos. El cloruro, en cambio,
ofrecid una insercion ligeramente mas rapida y mayor reproducibilidad, aunque con productos algo
mas sensibles a la hidrolisis.

Este comportamiento coincide con la elevada afinidad de Zn(II) por ligandos tetrapirrdlicos
y su tendencia a formar complejos planos de alta estabilidad termodindmica (V. E. De Oliveira et
al., 2011; Giannoudis et al., 2020). En todas las variantes (TCPP-Ester, TCPP-GABA y TCPP-
Amp) los rendimientos superaron el 85 %, confirmando la eficiencia cinética del Zn(Il) y la
flexibilidad del sistema frente al disolvente.

Niquel (Ni**). El Ni(Il) mostré una cinética marcadamente mas lenta y dependiente del
disolvente. Los mejores resultados se obtuvieron en etanol bajo reflujo prolongado (70 °C, 17-20
h), con rendimientos entre 80 y 86 %. En esta condicion, las sales NiCl> y Ni(NOs)2 se comportaron
de manera 6ptima, proporcionando so6lidos de color verde oliva—verde intenso y buena estabilidad

térmica.
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El uso de NiSO4 en metanol produjo conversiones mas bajas (72—77 %), atribuibles a la
baja solubilidad del sulfato y a la menor labilidad del aniéon en medios polares, lo que dificulta la
transferencia del cation al centro porfirinico.

En contraste, los ensayos con DMF (110 °C) condujeron a productos similares, pero con
rendimientos ligeramente inferiores (= 83 %), evidenciando que los alcoholes ofrecen un entorno
mas favorable para la coordinacion del Ni**.

Estos resultados coinciden con lo observado por Oliveira et al. (2011) y Wang et al. (2024),
quienes reportan que los complejos de Ni(Il) requieren medios protdnicos o polares para promover
la desolvatacion del cation y permitir la insercion en el plano del macrociclo.

En los derivados mas polares (TCPP-GABA y TCPP-Amp), la coordinacion fue
igualmente efectiva, aunque el reflujo prolongado fue indispensable para evitar complejos
intermedios parcialmente coordinados.

Estaiio (Sn?*/Sn*"). El estafio presentd el comportamiento mas exigente y dependiente del
medio. Aunque las reacciones en piridina (80 °C, 6—8 h) y cloroformo (55 °C, 16—18 h) permitieron
observar cierta coordinacion, la purificacion fue problematica, debido a la fuerte interaccion del
complejo con el disolvente y la tendencia del estafio a formar oligdmeros coloidales. En ambas
condiciones, los rendimientos fueron moderados (7072 %), y la recristalizacion resulto dificil.

La metalacion se logro con éxito y reproducibilidad inicamente en DMF anhidro (110 °C,
14-19 h) utilizando SnCl. o Sn(NOs)., alcanzando rendimientos entre 75 y 85 % y obteniendo
solidos marrdn-violaceos de textura fina y baja solubilidad. El DMF, de alto momento dipolar y
gran poder coordinante, favorece la estabilizacion del cation Sn** intermedio y su oxidacion parcial
a Sn** durante la insercidn, proceso comun en complejos de estafio con ligandos tetrapirrdlicos (Li

et al., 2022; Rafiee et al., 2024).
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En comparacion, el uso de piridina o cloroformo generd productos incompletamente

coordinados, lo que sugiere que la polaridad y coordinacion del disolvente son determinantes para

superar la barrera cinética de insercion. El SnCl: ofrecié los mejores rendimientos y mayor

estabilidad del producto, mientras que el nitrato condujo a conversiones ligeramente menores,

probablemente por competencia del anion nitrato en la esfera de coordinacion.

Tabla 9

Rendimientos, condiciones de reaccion y observaciones cualitativas en la obtencion de los

derivados de TCPP y sus complejos metalicos.

Tiempo Reactivo o
Disolvente Temperatura de ... _ Rendimiento Observaciones
Compuesto . . o ., sal metalica .
principal (°C) reaccion (%) experimentales
(h) empleada
Método  Adler-Longo
) Oxigeno modificado;
TCPP A01d9 ‘ Reflujo 3_4 atmosférico . 65 — 70 enfrlamlentq .esen'crlal
propidnico (~140) . ) para cristalizacion;
(sin oxidante) o1 )
solido purpura
microcristalino.
Activacion
carbodiimida eficiente;
TCPP- THF EDC-HCl / color vino  oscuro;
’ + _ _ )
Ester anhidro 251 24-48 NHS 75-80 purificacion  sencilla;
rendimiento y
reproducibilidad altos.
Amidacion
reproducible; el GABA
mostro mejor
TCPP- THF DIEA / solubilidad que glicina o
GABA anhidro 251 48 -96 GABA 75-80 B-alanina; color café
10jiZ0; ligera
disminucion de
solubilidad.
Reaccion  sensible a
EDC-HCL -/ ;ﬁaljiiirﬁga;se molturlg
TCPP-Amp THI.: 251 48 - 96 NHS. /.DIEA/ 50-60 para mejorar
anhidro ampicilina o .,
i solubilidad; adsorcion
anhidra oy
en silice durante

purificacion; polvo café-
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Tiempo

Compuesto Disolvente Temperatura de gelac:;:(t)élicg Rendimiento Observaciones
P principal (°C) reaccion (%) experimentales
(h) empleada
amarillo, fino y
adherente.
Reaccion  rapida vy
completa; color rojo
Zn(1D)- 7nCl o vino; formacion
TCPP- DMF Reflujo (110) 2-3 : 88 —90 reproducible tanto a
- Zn(OAc): .
Ester temperatura ambiente (6
h) como en reflujo (2-3
h).
Coordinacion lenta;
Ni(ID)- Ni(NO») reflujo prolongado
TCPP- Etanol Reflujo (70) 15-20 PN 7586 necesario; color verde
z NiCl2:6H,O . £1e
Ester pardo; producto solido y
estable.
Sn(IV)- Coordinacion  dificil,
Tcep-  PME o pefjo (110) 1415 SnCR2HO 45 g DME - permitis
Ester anhidro Sn(NOs)2 formacion ~ completa;
color marron verdoso.
Complejo vino oscuro;
insercion metalica
rapida; purificacion
Zn(ID)- . ZnCl» 0 sencilla; buena
TCPP- DMF Reflujo (110) 2-3 88 — 89 e o :
GABA Zn(OAc)2 egtab.lhda.d, ligera
disminucion de
solubilidad respecto al
precursor.
Complejo verde intenso;
Ni(II)- coordinacion completa
TCPP-  Etanol  Reflujo (70) 15-20 NNO»:= 50 o, tras reflujo prolongado;
GABA NiClz-6H.0 producto estable pero
poco soluble;
recuperacion facil.
Formacion reproducible
Sn(IV)- . solo en DMF; complejo
TCPP- zll\lfilc:lro Reflujo (110) 16—-19 gﬁg\lfoz)Hzo 78 — 85 marréon  oscuro; baja
GABA 32 solubilidad y textura
amorfa.
Complejo rojo-violaceo;
coordinacion completa;
%H(H)- DMF Reflujo (110) 2-3 ZnCl. 87 -89 purificacion  sencilla;
CPP-Amp Zn(OAc): o
buena estabilidad
térmica.
Ni(Il)- . 3 Ni(NO:s):2 B Complejo verde-oliva;
TCPP-Amp D201 Reflyjo (70) 17-20 oy o0 81783 i solubilidad:
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Tiempo Reactivo o
Compuesto Disolvente Temperatura de sal metalica Rendimiento Observaciones
P principal (°C) reaccion (%) experimentales
(h) empleada
formacion reproducible
con reflujo prolongado;
solido fino y estable.
Complejo marron-
verdoso; coordinacién
Sn(IV)- DMF . SnCl2-2H,0O reproducible solo en
TCPP-Amp anhidro Reflujo (110) 18 —19 Sn(NO:s)2 76 -84 DMF; baja solubilidad;
p

secado lento y
cuidadoso.

¢ Ensayos de recristalizacion y purificacion

Tras la obtencion de los derivados porfirinicos y sus complejos metalicos, se realizaron
diversos ensayos de recristalizacion con el objetivo de mejorar la pureza espectroscdpica, eliminar
residuos de reactivos y disolventes, y obtener materiales con caracteristicas morfoldgicas mas
homogéneas.

Se aplicaron los métodos de evaporacion lenta, capa de disolvente, difusion de vapor y
método capilar, de acuerdo con lo descrito en la Seccion 3.3.8. Aunque ninguno permitio la
obtencion de monocristales aptos para difraccion de rayos X de monocristal (SCXRD), todos
contribuyeron a mejorar la pureza y estabilidad de los s6lidos (Bernstein, 2002; Stout, 1989). La
recristalizacion constituyd una etapa crucial para garantizar la fiabilidad de los analisis
espectroscopicos posteriores (FTIR, UV-Vis, RMN, XPS y MALDI-TOF), especialmente
considerando la elevada polaridad y baja solubilidad de varios de los compuestos obtenidos.

La TCPP libre se recristalizo desde DMF caliente, con adicion de agua fria como agente
precipitante. El enfriamiento lento permitié formar cristales pequefios de color purpura brillante,
mientras que el enfriamiento rapido genero sélidos amorfos dificiles de filtrar. Al microscopio se

observaron cristales laminares dispersos, sin capacidad difractante, confirmando una estructura
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parcialmente amorfa (Figura 40b). Este comportamiento coincide con lo reportado por Ahmadi et
al. (2015), donde la TCPP sintetizada en acido propionico tiende a formar estructuras
microcristalinas con ordenamiento incompleto.

Figura 40

(a) Polvo microcristalino de TCPP obtenido tras la sintesis. (b) Imagen microscopica del
material recristalizado, donde se observan cristales laminares dispersos y zonas amorfas no
difractantes.

a)

b)

En el caso de los derivados TCPP-Ester y TCPP-GABA, la recristalizacion se realizo
mediante mezclas binarias de metanol—agua (9:1) y etanol—éter etilico (8:2), respectivamente. El
TCPP-Ester presentd una buena solubilidad en metanol caliente, permitiendo una cristalizacién
controlada al enfriar a temperatura ambiente, con formacién de agregados microcristalinos
homogéneos de color vino oscuro. El TCPP-GABA, en cambio, mostrd una solubilidad limitada
incluso en caliente, lo que obligd a utilizar volimenes minimos de disolvente y tiempos de
enfriamiento prolongados. La lenta evaporacion del metanol permitié obtener un sélido pardo
rojizo uniforme, cuya pureza se confirmé6 mediante la reduccion de sefiales residuales de disolvente
en los espectros de FTIR y 'H RMN.

El hibrido TCPP-Amp requirié un enfoque distinto debido a su elevada polaridad y
tendencia a la agregacion. Se ensayaron sistemas de disolventes mixtos, entre ellos DMF—-agua

(7:3), metanol-acetona (1:1) y metanol—¢ter etilico (9:1). Solo el primero permitié una
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recristalizacion parcial, pero con pérdidas significativas de material por adherencia del sélido a las
paredes del recipiente. En consecuencia, se adoptd una purificacion alternativa basada en lavados
sucesivos con metanol y diclorometano, seguida de secado al vacio a 40 °C, procedimiento que
resultd mas eficiente para eliminar restos de ampicilina y carbodiimida sin comprometer la
integridad del hibrido. Este tipo de tratamiento post-sintético ha sido recomendado en sistemas
hibridos de porfirinas, donde la polaridad desigual de las porciones organica e inorganica dificulta
la cristalizacion ordenada (Varvara et al., 2023).

Para los complejos metdlicos, la recristalizacion se realizd Unicamente cuando la
solubilidad lo permitia, ya que la mayoria de los complejos —particularmente los derivados de
TCPP-Amp— presentaron una solubilidad muy baja en disolventes organicos. Los complejos de
Zn(II), tanto del TCPP-Ester como del TCPP-GABA, pudieron recristalizarse a partir d¢ DMF
caliente, seguido de adicidn lenta de éter etilico. Este procedimiento condujo a solidos rojo oscuro
de apariencia uniforme, con eliminacidon completa del disolvente de reaccion. Por el contrario, los
complejos de Ni(II) y Sn(IV) no fueron recristalizables sin pérdida significativa de masa, por lo
que se optd por lavados con etanol frio o DMF anhidro para remover residuos idnicos o
subproductos no coordinados.

En todos los casos, los solidos recristalizados mostraron mejor definicion espectroscopica
—particularmente en las regiones de absorcion Soret y Q del UV-Vis— y una reduccidn notable
de las bandas asociadas a trazas de disolventes. Este resultado confirma la eficiencia del

procedimiento de purificacion y la estabilidad térmica de los compuestos obtenidos.

e Descripcion morfologica y evidencias visuales
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Durante la recristalizacion de la TCPP, se obtuvo un solido purpura microcristalino (Figura
40a), con presencia de cristales laminares dispersos observados al microscopio optico (Figura
40b). Estos cristales no presentaron difraccion, confirmando la naturaleza amorfa del material.

Las Figura 41 a—f muestran las diferencias visuales observadas entre los derivados
porfirinicos y sus complejos metalicos. Se aprecia una progresion cromatica desde el purpura de
la TCPP libre (Figura 41a), pasando por el vino oscuro del éster (Figura 41b), y la TCPP-GABA
un color marrén-rojizo (Figura 41c). Posteriormente, los productos metalicos exhibieron los
colores caracteristicos de los complejos porfirinicos rojo vino intenso para Zn(Il) (Figura 41d),
verde para Ni(Il) (Figura 41e) y marron violaceo para Sn(IV) (Figura 41f). Las imagenes reflejan
los cambios en la conjugacion electronica y la simetria del macrociclo, coherentes con los
desplazamientos espectroscopicos que se discutirdn en las secciones siguientes.

Figura 41

Variacion cromdtica de los derivados porfirinicos durante la sintesis y la metalacion: (a)
TCPP libre (pirpura). (b) TCPP-Ester (vino oscuro). (c) TCPP-GABA (marrén-rojizo). (d)
Complejo Zn(I)-TCPP-Ester (vino). (e) Complejo Ni(Il)-TCPP-GABA (verde). (f) Complejo
Sn(1V)-TCPP-Amp (marron violdaceo).
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4.2 Analisis espectroscopico, difractométrico y térmico

La caracterizacion estructural de los derivados porfirinicos sintetizados y de sus complejos
metalicos con Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV) requiere un enfoque multidimensional que permita examinar,
desde diferentes escalas energéticas y espaciales, la evolucion electronica y conformacional del
macrociclo tetrapirrolico. En esta seccion se integran los resultados obtenidos mediante
espectroscopias FTIR, UV—Vis, RMN y XPS, asi como los anélisis de difraccion de rayos X
(DRX) y calorimetria diferencial de barrido (DSC), con el fin de establecer la relacion directa entre
las transformaciones quimicas, los patrones vibracionales y electronicos, y las propiedades fisico-
estructurales de los solidos obtenidos.

Las técnicas espectroscopicas permiten evaluar con detalle los cambios en los modos
vibracionales clave, la deslocalizacion electronica, los desplazamientos quimicos y la
reorganizacion de los estados de enlace en funcidn del tipo de sustituyente y del metal coordinado.
Asi, FTIR ofrece evidencia vibracional de la formacion de enlaces éster y amida, de la
desprotonacion del nucleo pirrdlico y de la aparicion de modos M—N caracteristicos; UV—Vis
revela las modificaciones en el sistema m conjugado y los efectos del campo ligando a través de
los corrimientos de las bandas Soret y Q; RMN proporciona informacion local sobre la simetria y
anisotropia magnética del macrociclo, y XPS permite evaluar la naturaleza electronica superficial,
las energias de enlace y los estados de oxidacién metélicos.

Por su parte, el analisis difractométrico complementa la caracterizacion espectroscopica al
mostrar el grado de orden estructural de los derivados y complejos. Mientras que la mayoria de los
materiales exhiben patrones predominantemente amorfos, la recristalizacion del intermedio TCPP-

Ester permite obtener un difractograma parcialmente definido, util para examinar la posible



COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 191

organizacion supramolecular del macrociclo. Finalmente, la calorimetria diferencial de barrido
aporta informacion termodindmica relevante sobre las transiciones solido—solido y los eventos

endotérmicos asociados a la estabilizacion térmica después de la metalacion.

4.2.1 Confirmacion estructural de los compuestos (FTIR, RMN y MALDI-TOF)

Analisis FTIR

Los espectros infrarrojos de los compuestos sintetizados evidencian las transformaciones
estructurales esperados a lo largo de cada etapa de funcionalizacion hasta la obtencion del hibrido
porfirina-ampicilina (Figura 42).

En la TCPP libre, se observan las bandas amplias en el rango 2700-3500 cm™,
correspondientes al estiramiento O—H de los grupos carboxilicos terminales, junto con la banda
intensa a 1692 cm™! correspondiente al modo v(C=0) acido, ademads de sefiales en 1605 cm™ (C=C
aromatico) y 1247 cm™! (C-O) propias del macrociclo (Figura 42). Este patron es caracteristico de
las porfirinas carboxiladas libres de metal (Ahmadi et al., 2015; V. E. De Oliveira et al., 2011).

Tras la activacion de los grupos carboxilo para formar el TCPP-Ester, emergen dos bandas
nuevas a 1801 y 1768 cm™, asociadas al estiramiento asimétrico y simétrico del grupo imida (N-
succinimida), mientras que la banda del C=O del 4acido desaparece, confirmando la conversion a
éster activo. Adicionalmente, aparece la sefial a 1737 cm™' correspondiente al C=0 del enlace éster
y se mantiene la absorcion aromatica en 1603 cm™'. Estas caracteristicas son consistentes con la
activacion carbodiimidica observada en sistemas porfirinicos analogos funcionalizados (El Abiad
et al., 2023).

En el TCPP-GABA, se identifica la aparicion de una banda intensa a 1687 cm™, atribuida

al estiramiento del C=0 de la amida, y la desaparicion simultanea de las sefales del grupo éster,
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indicando la formacion del enlace amida entre el TCPP-Ester y el GABA. La banda de estiramiento
N-H de amida no se distingue, debido al estiramiento O—H que se observa como una banda ancha
entre 2700-3500 cm™ correspondiente a los grupos carboxilicos terminales, ademas se encuentran
las absorciones a 1634 cm™' (C—N) y 1414 cm™ (O-H é&cido). Estas modificaciones evidencian la
formacion del enlace amida y la incorporacion de la cadena alifatica flexible de GABA, similar a
lo observado en otros sistemas porfirinicos amino-funcionalizados (Giannoudis et al., 2020).

El espectro del hibrido TCPP-Amp muestra un patrén mas complejo, con bandas anchas
en el rango 2700-3500 cm™! (superposicion de O—H y N-H), la desaparicion de la sefial del C=0O
del acido libre y la presencia simultanea de absorciones a 1737 cm™ (C=0 acido carboxilico
terminal) y 1685 cm™ (C=0 amida). La banda en 1311 cm™ (C—N amida) confirma la amidacion
entre el TCPP-GABA activado y el grupo amino de la ampicilina, mientras que las sefiales 1408—
1381 cm ™ (COO") reflejan la coexistencia de funciones carboxilato y amida en la estructura final.
La conservacion de la region aromatica (~1603 cm™) indica que el ntcleo porfirinico se mantiene
intacto tras la hibridacion. Estos resultados confirman la formacion del enlace covalente entre el

macrociclo porfirinico y el antibidtico (Sekhar et al., 2022).
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Figura 42

Espectros FTIR representativos de la TCPP y sus derivados funcionalizados (TCPP-Ester,
TCPP-GABA y TCPP-Amp).
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Analisis RMN (*H y *C)

Los espectros de RMN (*H y *C, DMSO-ds) confirman la formacion estructural esperada
en cada derivado, manteniendo la integridad del nucleo porfirinico (Figura 43).

En la TCPP libre, el espectro '"H RMN exhibe sefiales a 6 = 13.17 ppm (O-H, acido), 8.79
ppm (B-H porfirinicos) y —2.91 ppm (N-H internos), junto con los dobletes a 8.34 y 8.25 ppm
correspondientes a los protones aromaticos Ho-Ar y Hm-Ar. En C RMN, las resonancias
principales se ubican en & = 167.9 (C=0), 145.8 (Cmeso), 134.8 (Cmeta), 130.9 (Cp) y 128.3 ppm
(Coro). Estos valores concuerdan con la simetria Dsh propia del macrociclo libre (V. E. De Oliveira

etal., 2011).
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En el TCPP-Ester, las sefiales de los grupos O—H desaparecen y se mantienen los f-H
porfirinicos en 8.82 ppm, con desplazamientos marginales en los protones aromaticos, indicando
conservacion del nucleo. La presencia de un triplete intenso a 1.17 ppm confirma los metilenos de
los anillos succinimidicos. En *C RMN, aparecen nuevas resonancias a 170.86 ppm (C=0 éster)
y 173.17 ppm (C=0 imida), lo que ratifica la formacién del intermedio activado (Ahmadi et al.,
2015; El Abiad et al., 2023).

El espectro del TCPP-GABA muestra la reaparicion de sefiales amida: multipletes entre
9.02-8.90 ppm (N-H amida) y resonancias alifaticas en 3.05 ppm (Hy), 1.35 ppm (Hp) y 1.25-1.13
ppm (H,) correspondientes a la cadena —(CH:)s— del GABA. En *C RMN, las sefiales de los
carbonos alifaticos (34.84, 30.89, 29.45 ppm) y la del carbono amida a 151.93 ppm confirman el
acoplamiento con GABA.

En el TCPP-Amp, el espectro 'H RMN se enriquece con multiples sefales aromaticas y
alifaticas caracteristicas del antibiotico. Las resonancias entre 7.56—7.07 ppm corresponden a los
protones aromaticos de la ampicilina, mientras que los singletes a 5.26, 4.22, 3.96 y 3.52 ppm se
asignan a los protones Ha, He, Hy y Ha del niicleo B-lactdmico y su entorno. La aparicion de un
multiplete intenso entre 6.86—6.90 ppm confirma la presencia de protones tipo amida. Las senales
negativas a —2.92 ppm (N—-H porfirina) indican que el ntcleo central permanece sin metal. En *C
RMN, la resonancia C=0O a 167.59 ppm y los carbonos del anillo B-lactdmico (59-68 ppm)
respaldan la integracion covalente de la ampicilina. Este comportamiento de desplazamiento
quimico progresivo demuestra la disminucion de simetria y la complejidad electronica creciente
del hibrido, en concordancia con las tendencias observadas en sistemas porfirinicos sustituidos en

posicion meso (Silverstein et al., 2005).
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Figura 43
Espectros representativos de '"H RMN de la TCPP y del hibrido TCPP-Amp en DMSO-db.
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El desplazamiento y multiplicidad de las sefales aromaticas y alifaticas confirman la

integracion covalente de la ampicilina.

Analisis MALDI-TOF

La espectrometria de masas MALDI-TOF complemento la confirmacion estructural de los
derivados, mostrando la masa molecular correspondiente a cada derivado (Figura 44). Para la
TCPP, se observo el ion molecular [M+H]* en m/z = 791, coherente con su masa tedrica (790.77
g mol ™). En el TCPP-Ester, el espectro presenta un pico principal en m/z =~ 1179 [M+H]*,

acompafiado de fragmentos menores atribuibles a la pérdida parcial de unidades succinimidicas,
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evidenciando la estabilidad del intermedio activado. El TCPP-GABA muestra un ion molecular en
m/z = 1131 [M+H]", indicando la sustitucion tipo amida, y el TCPP-Amp presenta el pico
dominante a m/z = 2456 [M+H]", confirmando la incorporacién del antibidtico. La aparicion de
aductos menores [M+Na]" y [M+K]" es coherente con la alta densidad de grupos carboxilicos y
amidas presentes en la molécula final.

Los espectros obtenidos reproducen el patron isotdpico caracteristico del ntucleo
porfirinico, con una distribucion simétrica de picos y una resolucion que descarta la presencia de
subproductos de condensacion o degradacion térmica. Estos resultados, en conjunto con los
analisis FTIR y RMN, confirman de manera concluyente la obtencion de las estructuras esperadas
para cada derivado, asegurando la pureza estructural de las moléculas precursoras utilizadas
posteriormente en los procesos de coordinacion metélica.

Figura 44

Espectros MALDI-TOF de la TCPP y sus derivados e hibrido T CPP-Ester, TCPP-GABA
y TCPP-Amp.
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Se aprecian los picos moleculares principales [M+H]" coherentes con las masas teoricas

calculadas de los compuestos sintetizados.

4.2.2 Comparacion de patrones espectroscopicos entre derivados e hibrido (RMN)

A partir de las asignaciones establecidas en la Seccion 4.2.1, se realizd6 un andlisis
comparativo de los espectros 'H (Figura 45) y *C RMN (Figura 46Figura 49) con el propoésito de
evidenciar la evolucién electronica y estructural de la serie TCPP — TCPP-Ester — TCPP-GABA
— TCPP-Amp. El énfasis se centrd en (i) la desaparicion/aparicion de sefales diagndsticas de
funcion, (ii) los desplazamientos quimicos relativos (Ad) de nucleos reporteros (3-H porfirinicos
y carbonilos), y (iii) la progresiva complejidad alifatica-aromadtica asociada a la hibridacién con
ampicilina. Las comparaciones se realizaron con base en los datos experimentales del Capitulo 3

y referencias de porfirinas funcionalizadas.

Analisis comparativo de los espectros '"H RMN

En la TCPP libre (Figura 45, traza inferior), se observaron sefiales bien definidas
correspondientes a los protones O—H 4cidos en 6 13.17 ppm, los B-pirrdlicos en 6 8.79 ppm (s, 8H)
y los protones aromaticos de los anillos fenilos en 6 8.34 ppm (d, J= 8.4 Hz, Ho-Ar) y 8.25 ppm
(d, J= 8.3 Hz, Hu-Ar). Los protones N—H internos del macrociclo aparecen como un singlete en o
—2.91 ppm, lo cual es tipico de porfirinas libres de metal con simetria Dsh.

En el TCPP-Ester (Figura 45, segunda traza), el espectro conserva las sefiales del niicleo
porfirinico (B-H en d 8.82 ppm) pero desaparecen los protones acidos (6 = 13 ppm), lo que indica
la conversion total de los grupos -COOH. Ademas, se observa un triplete en 6 1.17 ppm, atribuible

a los protones metilénicos (—CH2—) de las unidades N-succinimida. Esta modificacion, junto con
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el mantenimiento de la simetria aromatica, confirma la activacion carbodiimidica de los grupos
carboxilo.

El TCPP-GABA (Figura 45, tercera traza) muestra un enriquecimiento del dominio
alifatico: aparecen sefiales nuevas en 6 3.05 ppm (q, Hq), 1.35 ppm (t, Hp) y un multiplete en 1.19
ppm (H,) atribuibles a la cadena —(CHz)s— del GABA. Simultaneamente, surge un multiplete ancho
entre 8.97-8.90 ppm asociado a los protones N—H amidicos, evidenciando la formacion del enlace
amida entre el éster activado y el aminoacido. Los B-H se mantienen en el entorno de 8.80—8.83
ppm (Ad pequefio, efecto de vecindad amidica).

En el hibrido TCPP-Amp (Figura 45, traza superior), la complejidad espectral aumenta
notablemente por la incorporacion de la ampicilina. Se mantienen los B-H del nucleo porfirinico
en 0 8.85 ppm, pero aparecen nuevas resonancias aromaticas en 6 7.56—7.07 ppm (H-Ar) y
amidicas en & 6.86 ppm (NH). Las sefiales alifaticas diagnosticas del sistema B-lactdmico se
localizan en 6 5.26, 4.22,3.96 y 3.52 ppm, ademas de los tripletes en 2.09 ppm (Hy GABA) y 1.51
ppm (grupos metilénicos secundarios). Finalmente, el singlete en 6 —2.92 ppm (N—H) confirma la
preservacion del macrociclo sin metalar.

Estos desplazamientos progresivos demuestran la disminucion de simetria electronica y el

incremento de la densidad local de electrones al incorporar sustituyentes amidicos y aromaticos.
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Figura 45

Espectros 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) de la TCPP, TCPP-Ester, TCPP-GABA y TCPP-
Amp (de abajo hacia arriba).
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Analisis comparativo de los espectros *C RMN

El andlisis de los espectros *C RMN (Figura 46 a Figura 49) confirma las transformaciones
observadas en 'H RMN.

En la TCPP, se registran sefiales a 6 ~167.91 ppm (C=0, acido), 145.87 ppm (Cmeso),
134.86 ppm (Cimeta, aromatico), 130.98 ppm (Cg, pirrélico), 128.32 ppm (Coro) y 119.74 ppm (Co),

coherentes con una distribucion homogénea del campo electronico del anillo.
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Figura 46

200

Espectro 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) de la TCPP, se identifican los carbonos
caracteristicos del macrociclo tetrapirrolico y los grupos carboxilo terminales.
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En el TCPP-Ester, surgen nuevas sefiales a 8 170.86 ppm (C=0, éster) y 173.17 ppm (C=0,

imida), mientras que el resto del patron aromético permanece inalterado, lo que confirma la

activacion de los grupos carboxilo y conservacion del macrociclo aromatico.
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Figura 47

Espectro 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) del TCPP-Ester, aparecen nuevas sefiales a J
170—-173 ppm asociadas a carbonilos de éster e imida.
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Para el TCPP-GABA, el espectro revela los carbonos alifaticos de la cadena incorporada
en 9 34.84 (Cy), 30.89 (C,) y 29.45 (Cp), junto con un carbono amida caracteristico en & 151.93

ppm, validando la formacion del enlace amida.
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Figura 48

Espectro C RMN (101 MHz, DMSO-ds) del TCPP-GABA, se evidencian los carbonos
alifaticos (29-35 ppm) y tipo amida (=152 ppm) derivados de la incorporacion del GABA.

167.99
—151.93
— 14583
— 139.65

119.81

C (s) E (s)
145.83 134.89

Al(s) B (s) D(s) F(s) H (s) I(s)
167.99 151.93 139.65 131.18  119.81 34.84

G (s) K (s)
128.37 29.44

170 160 150 140 130 120 110 100 ﬂe(igpm) 80 70 60 50 10 30 20 10 0

En el TCPP-Amp, la complejidad espectral aumenta notablemente: aparecen resonancias
entre 6 59—69 ppm correspondientes a los carbonos del anillo B-lactimico (H.—Ha), ademas de
sefiales de carbonos metilicos en & 24—19 ppm, y una resonancia principal a 6 167.59 ppm (C=0,
amida). Estas observaciones, sumadas a la conservacion de las sefiales aromaticas (6 =~ 128—146

ppm), confirman la conjugacion del antibidtico sin pérdida del marco porfirinico.
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Figura 49

Espectro *C RMN (101 MHz, DMSO-ds) del TCPP-Amp, se observan carbonos del nucleo
S-lactamico (59-69 ppm) y amidicos, confirmando la conjugacion con la ampicilina.
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El andlisis comparativo de los espectros 'H y *C RMN demuestra una evolucion quimica
sistemdtica desde la TCPP hasta el hibrido TCPP-Amp. La desaparicion de los grupos carboxilicos,
la aparicion de sefiales amidicas y la incorporacion de dominios alifaticos complejos evidencian
una secuencia de reacciones controladas y la preservacion del ntcleo porfirinico a lo largo de todas
las etapas de funcionalizacion.

Estos resultados, reforzados por la coincidencia de los desplazamientos con los valores

teodricos y bibliograficos, constituyen una evidencia inequivoca de la obtencion exitosa de los
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hibridos porfirina-ampicilina, que serviran como ligandos base para la formacién de los complejos

metalicos discutidos en las secciones siguientes.

4.2.3 Evidencia de coordinacion metdlica (UV-Vis, FTIR, XPS, RMN, MALDI-TOF)

La coordinacion de los iones metalicos Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV) sobre los derivados TCPP-
Ester, TCPP-GABA y el hibrido TCPP-Amp se confirmé mediante la integracion de técnicas
espectroscopicas complementarias, las cuales permitieron evaluar tanto los cambios electronicos
del macrociclo porfirinico como las modificaciones estructurales inducidas por la insercion
metalica.

Las variaciones registradas en los espectros UV-Vis, FTIR, XPS, RMN y MALDI-TOF
evidencian la transformacion del sistema desde una porfirina libre (H2P) con simetria Dzh hacia
metaloporfirinas (MP) con simetria Dsh parcial, acompanadas de desplazamientos energéticos
caracteristicos de la desprotonacion de los centros pirrdlicos y la formacion de enlaces M—N

coordinados.

4.2.3.1 Analisis UV-Vis: Evidencia electronica de coordinacion metalica

El analisis espectroscopico UV—Vis constituy6 una herramienta esencial para confirmar la
coordinacion metélica en los derivados porfirinicos sintetizados, ya que permiti6 evaluar de forma
directa los cambios en la conjugacion del sistema , la simetria del macrociclo y la naturaleza de
la interaccién metal-ligando.

Segun el modelo de Gouterman (1961) y su reformulacion cuantica por Hashimoto et al.
(1999), las porfirinas libres presentan una configuracion electronica basada en los orbitales

frontera a;u (HOMO) y eg (LUMO), responsables de una transicion intensa tipo n—n* asociada a
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la banda Soret (B) y de cuatro transiciones de menor energia denominadas bandas Q, originadas
por desdoblamiento vibro-electronico dentro del mismo sistema conjugado. Al coordinar un catioén
metalico en el centro tetrapirrdlico, el sistema pierde los protones pirrélicos, adquiere simetria Dsh
y se observa la fusion progresiva de las bandas Q, acompafnada de desplazamientos batocrémicos
o hipocrémicos y cambios en la intensidad relativa de las sefiales. Estos efectos se correlacionan
con la disminucién de la brecha energética HOMO-LUMO vy la redistribucion de la densidad

electrdnica en el plano porfirinico (Hashimoto et al., 1999; Silverstein et al., 2005).

Porfirina base libre (TCPP y derivados funcionalizados)

Los espectros de los compuestos libres (Figura 50) presentaron la banda Soret caracteristica
en = 415-419 nm, junto con cuatro bandas Q bien definidas a 513, 548-549, 588-593 y 645-648
nm. La funcionalizacion periférica de la TCPP mediante sustituyentes éster, amida (GABA) y B-
lactamicos (Amp) indujo desplazamientos batocromicos graduales en la banda Soret (415 — 419
nm) y ligeras variaciones en las bandas Q (513 — 516 nm). Este comportamiento se atribuye a la
combinacion de efectos inductivos () y mesdmeros (+M) ejercidos por los grupos amida y éster,
los cuales extienden la deslocalizacion del sistema m conjugado hacia los anillos fenilo meso—
sustituidos (Bouicha et al., 2025; Das et al., 2024).

La tendencia batocromica leve TCPP — TCPP-Ester/TCPP-GABA (=417 nm) — TCPP-
Amp (=419 nm) evidencia la modulacion periférica del anillo por sustituyentes éster y amida/p-

lactamico (efectos —I/+M), sin alterar la identidad espectral del macrociclo.
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Figura 50

Espectros comparativos UV-Vis de la TCPP, sus derivados porfirinicos funcionalizados y
el hibrido porifirina-ampicilina.
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Complejos de Zn(II): incremento de simetria y fusion a dos bandas Q
En las tres series funcionalizadas, la insercion de Zn(Il) produce un corrimiento
batocrémico moderado de la Soret y una reduccion de cuatro a dos bandas Q (Figura 51),
consistente con una simetria proxima a Dsh y un centro no redox que mantiene la densidad
electronica centrada en el anillo.
e Soret (nm):
TCPP-Ester: 417 — 424 (AL =+7)
TCPP-GABA: 417 — 425 (AL = +8)
TCPP-Amp: 419 — 427 (AL = +8)

¢ (Q (nm): dos maximos en =557 y 597-601.
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e Intensidad: ligera hipocromia en los hibridos Zn—TCPP-Amp atribuible a apilamiento
n—m/incipiente agregacion por la mayor polaridad y volumen periférico.

En general, los desplazamientos y la simplificacion Q son diagnésticos de coordinacion

efectiva de Zn(Il) y coherentes con Zn-porfirinas meso-carboxiladas reportadas en la literatura

(Bakale et al., 2014; Baklanov et al., 2023; V. E. De Oliveira et al., 2011).

Complejos de Ni(Il): fusion a una banda Q y perfil mas hipocrémico
Los complejos de Ni(II) muestran un corrimiento batocrémico mas discreto de la Soret
respecto al derivado libre y una fusiéon mas drastica del sistema Q hasta una sola banda ancha y
débil (526-531 nm), indicativa de mayor participacion metal-n y “aplanamiento electrénico” del
macrociclo.
e Soret (nm):
TCPP-Ester: 417 — 419 (AL =+2)
TCPP-GABA: 417 — 418 (AL =+1)
TCPP-Amp: 419 — 420 (AL =+1)
¢ (Q (nm): una banda ancha en 526-531.
e Intensidad: hipocromia notable (respecto a Zn), consistente con transiciones mixtas d—
n (caracter MLCT parcial) y ligera distorsion planar tipica de Ni(II) d® con orbitales
dz? parcialmente ocupados.
Este patron indica un cambio significativo en la simetria electronica y la reduccion de la
degeneracion de estados excitados, tipico de porfirinas planas de Ni(II) con participacion parcial

del metal en el sistema 7 (Blanco et al., 2008; Gutzeit et al., 2019; L. Wang et al., 2024).
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Complejos de Sn(IV): batocromia acentuada y Q ensanchadas (coordinacion axial)

Los complejos de Sn(IV) exhiben los desplazamientos Soret mas altos de la serie y dos Q
mas anchas, rasgos congruentes con coordinacion axial (Cl/disolvente/agua coordinante) y mayor
deslocalizacion fuera del plano porfirinico.

e Soret (nm):

TCPP-Ester: 417 — 428 (AL =+11)
TCPP-GABA: 417 — 430 (AL =+13)
TCPP-Amp: 419 — 431 (AL =+12)

e Q (nm): 560606, mas anchas que en Zn(II).

e Intensidad: hipocromia relativa frente a Zn(II), atribuible a mayor contribucion del

campo ligando axial y aumento de la densidad electronica fuera del plano.

El corrimiento méaximo en Sn(IV)-TCPP-Amp (431 nm) sugiere sinergia entre el entorno
B-lactamico (polar) y el caracter fuertemente polarizable del centro Sn(IV), que favorece
deslocalizacion adicional (Ezzayani et al., 2023; Li et al., 2022; Rafiee et al., 2024).

Los espectros de absorcion UV—Vis de los derivados porfirinicos y sus complejos
metalicos (Figura 51) confirman la coordinacion efectiva de los iones Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV) en el
nucleo tetrapirrolico. Todos los registros fueron obtenidos en metanol a concentracion 1 x 1075 M,
observandose desplazamientos batocroémicos progresivos en la banda Soret y variaciones en la
intensidad y namero de las bandas Q. La comparacion entre las tres series (TCPP-Ester, TCPP-
GABA y TCPP-Amp) evidencia la influencia combinada del metal y de los sustituyentes

periféricos sobre la simetria electronica y la extension del sistema © conjugado.
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Figura 51

209

Espectros UV-Vis de los derivados porfirinicos y sus complejos metdlicos registrados en
metanol (1 x 10~ M): (a) Serie TCPP-Ester y complejos Zn(Il), Ni(ll), Sn(lV); (b) Serie TCPP-
GABA y complejos Zn(Il), Ni(Il), Sn(lV), (c) Serie TCPP-Amp y complejos Zn(Il), Ni(Il), Sn(IV).
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La Tabla 10 resume los desplazamientos experimentales de la banda Soret y la evolucion

del patron Q para cada derivado porfirinico y sus correspondientes complejos metalicos con Zn(II),

Ni(Il) y Sn(IV). Estos datos reflejan de manera cuant

sustituyentes periféricos sobre la simetria electronica del

itativa el efecto del metal y de los

macrociclo. Se observa una tendencia

sistematica hacia desplazamientos batocrémicos y una reduccion progresiva en el niimero de



COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 210

bandas Q, confirmando la coordinacion efectiva y la reorganizacion del sistema m conjugado

inducida por la insercion metalica.

Tabla 10

Desplazamientos experimentales de la banda Soret y evolucion del patron Q en los
complejos metalicos derivados e hibrido de TCPP.

Serie / ASoret Al Soret BandasQ N°de Observaciones espectrales y
Compuesto (nm) (nm) (nm) Q electronicas
TCPP-Ester 417 - 514, 547, 590, 4 Patron tipico D2h; base libre con bandas

(libre) 646 Q bien definidas.

Zn(I)-TCPP- 424 7 557, 599 ) Fusion parmal_de Q; simetria Dah;
Ester desplazamiento moderado.

Ni(II)-TCPP- 419 s 526 (ancha) 1 Fusion tptgl de Q;. hipocromia;
Ester transiciones mixtas d-t.

Sn(IV)—TCPP- 478 1] 565, 606 5 Batocr.orma acentuada; coordinacion
Ester axial; campo fuera del plano.

TCPP-GABA 515, 547, 591, Efecto mesémero amidico; incremento

. 417 — 4 : .,

(libre) 647 de conjugacion .
Zn(ID)-TCPP- 475 48 557,597 ) Fusion de Q, 1ncremento. de §1metrla
GABA electrénica; color rojo vino.

Ni(I)-TCPP- Coordinacion completa; mayor
GABA 418 1 529 (ancha) ! acoplamiento metal—n.
Sn(IV)-TCPP- Batocromia significativa;

GABA 430 13 360, 601 2 deslocalizacion fuera del plano.
TCPP-Amp 419 o 516, 549, 593, 4 Extension del sistema m; influencia del

(libre) 648 anillo B-lactamico.

Zn(I1)-TCPP- 427 +8 561, 601 5 Hlpocror.m’a'leve;. mayor polaridad
Amp periférica; simetria Dash.

Ni(Il)-TCPP- Geometria Dsh distorsionada;
Amp 420 1 531 (ancha) ! transiciones MLCT parciales.

Sn(IV)-TCPP- 431 12 565, 605 5 Maximo corrimiento batocrémico;

Amp

sinergia metal-B-lactamico.
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Evolucion espectral de las series funcionalizadas
En la serie funcionalizada (TCPP — TCPP-Ester — TCPP-GABA — TCPP-Amp), se
observa una tendencia batocromica progresiva, que evidencia la modulacion de la densidad
electronica del nucleo por parte de los sustituyentes periféricos. Los datos experimentales
respaldan que:
e La funcionalizacién incrementa la conjugacion m y reduce la energia de transicion B
(Soret).
e Lametalacion aumenta la simetria electronica y simplifica el sistema de bandas Q.
e La magnitud del corrimiento depende del campo ligando y de la polarizabilidad del metal
(Sn > Ni> Zn).
Tras la insercion metélica, los desplazamientos de la banda Soret se amplifican en funcion
del caracter del metal, siguiendo la tendencia
AMgorer = Zn(I1): +6 —8nm; Ni(Il):+1 —2nm; Sn(IV):+11 — 13 nm.
Asimismo, la intensidad relativa de la Soret se mantiene alta en Zn(Il) y disminuye de
forma apreciable en Ni(Il) y Sn(IV), coherente con la redistribucion de carga desde el anillo hacia
el metal y con contribuciones MLCT parciales. En conjunto, los resultados indican que la insercion
metdlica altera la simetria orbital, modula la deslocalizacion electronica y estabiliza la estructura
conjugada, en linea con la evidencia independiente de FTIR y XPS. Este comportamiento
concuerda con las discusiones clasicas donde los corrimientos Opticos se correlacionan con el
incremento del caracter covalente del enlace M—N y la reorganizacion de la densidad m en el

macrociclo (Das et al., 2024; Skoog et al., 2005).
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4.2.3.2 Evidencia vibracional: espectros FTIR

El analisis vibracional mediante espectroscopia infrarroja (FTIR) proporcioné evidencia
directa de la coordinacién metélica en los derivados porfirinicos funcionalizados, al revelar
desplazamientos sistematicos en las vibraciones caracteristicas de los grupos carboxilo, amida y

del nucleo tetrapirrolico. Los espectros comparativos se muestran en la Figura 52.
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Figura 52

Espectros FTIR comparativos de los derivados porfirinicos funcionalizados y sus

complejos metdlicos. (a) Serie TCPP—Ester, (b) Serie TCPP—-GABA y (c) Serie TCPP-Amp.
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Se observa un desplazamiento a menores frecuencias de las bandas v(C=0) y v(C-0), una
intensificacion de v(C=N) y la aparicién de nuevas senales en la region 995-960 cm™!, atribuibles
a las vibraciones v(M—N). Estos cambios confirman la coordinacion metélica efectiva y la
desprotonacion del nucleo pirrdlico, en concordancia con la redistribucion electronica del
macrociclo.

En la TCPP base libre, las bandas mas relevantes se localizaron en 1702—-1690 cm™
(V(C=0) de los grupos carboxilo) y 1215-1225 cm™ (v(C-0)), acompanadas de sefiales intensas
entre 1600-1450 cm™ correspondientes al esqueleto conjugado C=C/C=N del macrociclo. Este
patron es caracteristico de porfirinas parcialmente desprotonadas con simetria Dzh, coherente con
los valores reportados para compuestos analogos sintetizados por el método Adler—Longo (V. E.
De Oliveira et al., 2011; Nakamoto, 2009).

Tras la funcionalizacioén periférica, los derivados TCPP—Ester, TCPP-GABA y TCPP-
Amp presentaron modificaciones diferenciadas en la region carbonilica. En el TCPP—Ester, la
sefial de v(C=0) se desplaz6 levemente hacia 1720-1710 cm™, confirmando la formacion del
enlace éster. En el TCPP—GABA, la aparicion de una nueva banda intensa en 1658—1665 cm™,
asociada al estiramiento C=0O de la amida confirmo la formacién del compuesto.En el TCPP-Amp
mostrd un doblete en 1660—-1670 cm™, atribuible a las vibraciones conjuntas de los grupos amida
y del anillo B-lactdmico del hibrido (Das et al., 2024; Faustova et al., 2020).

Tras la metalacion, los espectros mostraron transformaciones notorias:

e Las bandas v(C=0) y v(C-0O) se desplazaron a frecuencias menores (1680—1670 y 1200—

1190 cm™), reflejando la redistribucion de densidad electronica inducida por el

acoplamiento del metal con el anillo tetrapirrélico.
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e Surgieron nuevas bandas débiles en la region de 995-1010 cm™, correspondientes a los
modos de estiramiento v(M—N), que constituyen el principal indicador de coordinacién
metalica (Nakamoto, 2009).

e Se registr6 un aumento de la intensidad de la vibracion v(C=N) (~1602-1610 cm™),
asociado a la desprotonacion de los nitrégenos internos del macrociclo y a la consecuente
transferencia electronica hacia el metal.

El analisis comparativo permitio establecer una tendencia dependiente de metal:

e En los complejos de Zn(Il), las bandas v(M—N) se observaron a frecuencias mas altas
(1005-1010 em™), consistentes con un enlace predominantemente i6nico y simetria Dah.

e En los complejos de Ni(Il), las sefiales se desplazaron hacia 980-990 cm™, indicando un
enlace mas covalente metal-nitrogeno debido a la participacion de orbitales d parcialmente
ocupados (Giannoudis et al., 2020).

e En los complejos de Sn(IV), las bandas v(M-N) se localizaron en 960-975 cm™ y se
acompafiaron de nuevas absorciones en 520-540 cm™, asociadas a modos v(Sn—0O) axiales,
observadas también por Grossl et al. (2023) y Vieira et al. (2025) para sistemas Sn(IV)—
TCPP de geometria octaédrica (Grdssl et al., 2023; Vieira et al., 2025).

Asimismo, la intensidad relativa de las bandas 6(N—H) (~965-970 cm™) desaparecio tras
la metalacion, confirmando la desprotonacion completa del nucleo pirrdlico. En los hibridos
TCPP-Amp, las bandas amida (v(C=0) = 1665 cm™; v(C-N) = 1300 cm™') permanecieron
inalteradas, indicando que la coordinacion ocurre en el nticleo porfirinico y no sobre el fragmento
B-lactamico (El Abiad et al., 2023).

El analisis global permite afirmar que las modificaciones espectrales inducidas por la

insercion metalica —desplazamientos batocrémicos de v(C=0) y v(C-0), aparicién de v(M—-N) y
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v(M-0), e incremento de v(C=N)— constituyen una firma vibracional inequivoca de coordinacioén
metalica efectiva. Estos resultados son plenamente coherentes con las tendencias descritas por
Nakamoto (2009) y Oliveira (2011), donde la metalacion de porfirinas genera una redistribucion
electronica que refuerza la conjugacion m 'y modifica los modos vibracionales internos del anillo,

correlacionandose con los cambios electronicos observados en los espectros UV—Vis.

4.2.3.3 Evidencia electrénica superficial: espectros XPS

El analisis de fotoelectrones de rayos X (XPS) se empleo para corroborar la coordinacion
metalica en las tres series de derivados porfirinicos (TCPP—Ester, TCPP—-GABA y TCPP-Amp) y
sus complejos de Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV). Las energias de enlace se calibraron utilizando la sefial
C 1s =284.8 eV (C-C/C=C), siguiendo los criterios clasicos de Moulder et al. y Grosvenor et al.,
y aplicando el mismo protocolo de ajuste para todas las muestras, garantizando comparabilidad
interna (Grosvenor et al., 2006; Moulder et al., 1995).

Los espectros de barrido general confirmaron la presencia exclusiva de C, N, O y del metal
correspondiente (Zn, Ni o Sn), sin sefiales significativas de impurezas metalicas ajenas o
contaminantes inorganicos. Esta consistencia, junto con la conservacion de las envolventes C 1sy
O 1s entre derivados libres y complejos, indica que la metalacion no degrada el esqueleto orgénico
ni los grupos funcionales periféricos, sino que se localiza en el niicleo porfirinico.

Las Figura 53Figura 55 presentan los espectros XPS de barrido general obtenidos para las
tres series de derivados porfirinicos (TCPP—Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp) y sus respectivos
complejos metalicos de Zn(Il), Ni(Il) y Sn(IV). En todos los casos se observan los picos
caracteristicos de C 1s, N 1s y O Is, junto con los nticleos metélicos especificos: Zn 2p (~1021

eV), Ni 2p (~855 eV) y Sn 3d (~486 eV). La presencia inequivoca de las sefiales metalicas y su
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intensidad relativa creciente evidencian la efectiva coordinacién metal-nitrogeno en el ntcleo

porfirinico.

Figura 53

Espectros XPS de barrido general del derivado TCPP—Ester (a) y de sus complejos
metdalicos de Zn(Il) (b), Ni(1l) (c) y Sn(IV) (d).
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Espectros XPS de barrido general del derivado TCPP-GABA (a) y de sus complejos
metdalicos de Zn(Il) (b), Ni(1l) (c) y Sn(lV) (d).
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Espectros XPS de barrido general del hibrido porfirina-ampicilina TCPP-Amp (a) y de
sus complejos metdlicos de Zn(Il) (b), Ni(Il) (c) y Sn(IV) (d).
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En todos los derivados, las sefales C—C/C—H y C=C se localizaron entre 284.7-285.3 eV,

con pequenas variaciones atribuibles al grado de conjugacion periférica.

Las componentes C-N (286.2-286.5 eV) y C=0 (288.3-288.7 eV) mostraron

desplazamientos hacia mayor energia de enlace (ABE = +0.2—-0.3 eV) tras la metalacion, indicando

una ligera deslocalizacion electronica hacia el centro metalico, que reduce la densidad de carga

sobre los carbonilos y amidas.
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El pico COOH (~290.0 eV) mantuvo su posicion en todas las muestras, confirmando que
los grupos carboxilicos permanecen no coordinados.

En el nivel O 1s, se observaron tres componentes principales:

e (=0 (530.9-531.1 eV): se desplaz6 hacia menor energia en los complejos metélicos
(ABE = —0.2 ¢eV), reflejando un aumento en el caracter covalente del entorno y una
redistribucion de carga desde el anillo hacia el metal.

e O—-C-N (532.2-532.4 ¢V): se mantuvo practicamente inalterada, lo que sugiere que la
coordinacién ocurre en el nucleo porfirinico y no involucra los grupos amida o éster.

e C-OH /O adsorbido (533.0-533.3 eV): aumento levemente en intensidad, coherente

con adsorcién superficial de disolventes polares (metanol o DMF) durante el secado.

Evolucion del nivel N 1s: evidencia directa de coordinacion M-N

El nivel N 1s constituye la principal evidencia de metalacion. En las porfirinas libres, este
nivel presentd dos componentes bien definidas:

e N aromatico (pirrolico): 398.6-398.9 eV

e Namida/—(C=0)-N-H: 399.3-399.5 eV

Tras la metalacion, se registrdé un desplazamiento promedio ABE = +0.2-0.3 eV en la
componente amida y una disminucion de su porcentaje de area relativa (A% = —10-15%), mientras
que la componente pirrélica se mantuvo o aument6 ligeramente en intensidad.

Esta tendencia indica que los atomos de nitrogeno internos del macrociclo (Npirol)
participan directamente en la coordinacion, mientras que los nitrogenos periféricos amidicos

permanecen esencialmente sin cambios quimicos.
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La Figura 56 muestra los espectros N 1s de alta resolucion para cada serie (paneles a—c),
comparando los derivados libres y sus correspondientes complejos metélicos. Se aprecia
claramente que la relacion de areas Namida/Naromatico paso aproximadamente de 2.1 en los derivados
libres a 1.5-1.7 en los complejos, lo cual confirma la desprotonacion parcial del nucleo
tetrapirrdlico durante la insercion metalica. Este comportamiento se ha documentado ampliamente
en sistemas metaloporfirinicos y son coherentes con la redistribucion de carga observada en FTIR
y UV—Vis, validando la coordinacién efectiva en el centro porfirinico (Babu et al., 2019; Bagus et
al., 2022; Baklanov et al., 2023; Bouicha et al., 2025; Grosvenor et al., 2006; Moulder et al., 1995;

Sarno et al., 2001).
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Figura 56

e

Espectros XPS de alta resolucién N Is para las series (a) TCPP-Ester, (b) TCPP-GABA
Sn(lV)(de arriba hacia abajo).
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Serie TCPP—Ester

En la serie éster, las energias de enlace de N 1s (399.3-399.7e¢V) y O 1s (531.0-533.1 eV)

y no involucra los carbonilos periféricos.

mostraron variaciones minimas, lo cual indica que la coordinacion metélica se restringe al ntcleo
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La secuencia de desplazamientos ABE(Soret) — ABE(XPS) mantiene una correspondencia
directa:

e Zn(Il): +0.2 eV; Ni(Il): +0.3 eV; Sn(IV): +0.4 eV, en consonancia con el incremento
del caracter polarizante del metal.

e El porcentaje de N aromatico aumenté de 32% en la TCPP—Ester a ~40% en los
complejos, confirmando una participacion efectiva del par electronico no compartido
de los nitrogenos pirrdlicos en la coordinacion.

e Los valores metalicos observados —Zn 2ps/>=1021.1 eV, Ni 2ps/> = 854.5 eV (satélite
861 eV) y Sn 3ds/> = 486.6 eV— son caracteristicos de estados Zn(II), Ni(II) y Sn(IV)
en entornos porfirinicos (Bagus et al., 2022; Kadish et al., 2003; Stredansky et al.,

2019).

Serie TCPP-GABA

La introduccion del espaciador GABA produjo un ligero aumento en la polaridad y en la
intensidad de las sefiales O—C—N (532.3 eV) y N-H (399.3 eV).

Tras la metalacion, el desplazamiento del N 1s fue mas pronunciado (ABE = +0.4 eV),
asociado a un incremento de la deslocalizacion electronica a lo largo del espaciador con el enlace
amida formado. Los valores de BE metalicos se mantuvieron practicamente constantes respecto a
la serie éster, aunque con un mayor A%Area(O—C—N), lo que indica un efecto sinérgico entre la
cadena GABA y la densidad electronica del metal.

Esta respuesta sugiere que la flexibilidad conformacional del GABA favorece una mejor
reorganizacion electronica alrededor del nucleo coordinado, sin alterar la simetria Dsh final del

complejo (Bagus et al., 2022; Bouicha et al., 2025; Pérez-Cadenas et al., 2021; Sun et al., 2023).
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Serie TCPP-Amp

El hibrido TCPP-Amp mostr6 un patron mas complejo debido a la presencia de
heteroatomos adicionales (S, N y O).

La aparicion de picos C—S (~285.6 eV) y S 2ps/2 (163.6—164.0 eV) confirmo la integridad
del anillo B-lactdmico de la ampicilina.

Tras la metalacion, las sefiales N 1s y O 1s experimentaron desplazamientos menores (ABE
~ +0.2 eV), pero la intensidad relativa de C—N aument6 ligeramente (~+3%), indicando mayor
interaccion electronica entre el metal y los grupos amidicos periféricos.

El Sn(IV) mostr6 un desplazamiento adicional de +0.3 eV en 3ds/> (486.9 — 487.2 eV),
posiblemente asociado a un entorno axial mixto (Sn—O/Sn—Cl) y a la presencia de oxigeno
proveniente del grupo ampicilina (Babu et al., 2019; Baklanov et al., 2023; Sarno et al., 2001).

Los espectros de alta resolucion de los niveles metalicos (Figura 57) confirman los estados
de oxidacion esperados para cada complejo. En el caso del Zn 2p, se detectan los picos 2ps/2 y
2pi/2a 1021.1 y 1044.2 eV, respectivamente, sin presencia de satélites, evidenciando un entorno
diamagnético Zn(I[)-N. Para el Ni 2p, se observa el doblete caracteristico en 854.5 y 872.0 eV,
acompafiado de un satélite shake-up de baja intensidad a = 861 eV, diagnéstico de Ni(Il) con
hibridacion d—n parcial. Finalmente, el Sn 3d exhibe los picos 3ds/> (486.6 €V) y 3ds/> (495.9 eV)
con separacion de ~8.4 eV, tipica de Sn(IV) coordinado axilmente (Sn—O/Sn—Cl). Estos resultados
confirman que todos los complejos mantienen los estados metalicos previstos y una coordinacion

estable con el nucleo porfirinico.
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Espectros XPS de alta resolucion de los metales Zn 2p, Ni 2p y Sn 3d de los complejos
derivados e hibrido de TCPP: TCPP-Ester (a), TCPP-GABA (b) y TCPP-Amp (c).
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La Tabla 11 resume los parametros experimentales obtenidos a partir de los espectros XPS

de alta resolucion para las series de derivados porfirinicos e hibrido porfirina-ampicilina (TCPP—

Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp) y sus respectivos complejos metalicos de Zn(IT), Ni(Il) y

Sn(IV). En ella se integran las posiciones de energia de enlace (BE) caracteristicas de los niveles

N Is, O Is y de los ntcleos metalicos, junto con las asignaciones quimicas y observaciones

relevantes. Los valores reflejan los desplazamientos sistematicos de energia de enlace (ABE)

asociados a la formacion de enlaces M—N, la desprotonacion del ntcleo tetrapirrdlico y la

redistribucion electronica inducida por la insercion metélica. Esta sintesis comparativa permite

visualizar la evolucion electronica de las tres familias de compuestos y correlacionar las tendencias

observadas con los resultados espectroscopicos obtenidos por UV—Vis y FTIR.
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Resumen comparativo de parametros XPS para las tres series (valores representativos; se
muestran las componentes dominantes de alta resolucion).

Serie / N 1s dominante (eV) O 1s C=0 Pico metilico Evidencia clave de
Complejo (eV) (eV) coordinacion
TCPP-Ester ~399.3-399.5 (N ~530.8— Nucleo HzP; grupos éster activos
(libre) imida/porf) 531.0 intactos.
Zn(I)-TCPP— D icion N-H; Zn(I)-N
Zn(ll) 398.6-399.0 (M-N) ~530.9  Zn2psa= 1021, Desaparicion N-H; Zn(lh-
Ester porfirinico; éster no coordinante.
Ni(I)-TCPP— Ni 2ps/2 = 854.5 + Ni(II) d?; fi hake-up;
Niah ~398.7 (M=N) ~531.0 Lopofz i(ID) d* firma shake-up;
Ester sat ~861 coordinacion planar.
Sn(IV)-TCPP- ~399.5-400.1 (M—N/ 531.0 Sn 3ds/2 = 486.5; Sn(IV) con ligacion axial;
Ester N amida) ’ CI 2p presente nucleo porfirinico coordinado.
TCPP-GABA ~399.2-399.5 (N ~531.3- Amida GABA formada; ntcleo
(libre) amida) 531.5 sin metalar.
Zn(I)-TCPP- ~398.8-399.5 (M—N + Coordinacion central; amida
. ~531.0 Zn 2ps/>=~1021.1 cor
GABA amida) bz periférica conservada.
Ni(II)-TCPP- ~530.6—  Ni2ps/2~=854.5+ Mayor ABE(N lIs),
~398.6-398.9 (M—
GABA 398.6-398.9 (M) 531.0 sat deslocalizacion via espaciador.
Sn(IV)-TCPP- . Desplazamiento O 1s; Sn—O/Sn—
~399.4 +M-N ~531. ~ 486.

GABA 399.4 (amida) N ~531.0 Sn 3ds/> = 486.5 N axial.
TCPP-Amp ~399.5 ~531.0— Integridad B-lactamico; nucleo

. . . S 2p3/2 ~163.8
(libre) (amidas/lactamico) 531.2 H-P.
Zn(I)-TCPP- inacio I;1
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La correlacion entre los desplazamientos ABE(XPS) y los corrimientos batocrémicos
AMUV-Vis) confirma una relacion directa entre el aumento del caracter covalente del enlace M—
Ny la disminucién de la brecha HOMO-LUMO del sistema.

La reduccion progresiva de la razon 1(Q)/I(Soret) en UV—Vis y el desplazamiento de N 1s
hacia mayores energias reflejan la misma tendencia de redistribucion electronica desde el anillo

hacia el metal, reforzada por el desplazamiento de v(C=N) en FTIR (~1605-1610 cm™).

4.2.3.4 Evidencia de desplazamiento quimico: RMN (*H y *C)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) permiti6 analizar los cambios
electronicos y estructurales asociados a la coordinacién metalica en las series TCPP—Ester, TCPP—
GABA y TCPP—Amp. Los espectros de 'H y *C (Figura 58) evidenciaron variaciones en los
desplazamientos quimicos, intensidades y espectros de resonancia caracteristicos del nucleo
tetrapirrolico y de los grupos funcionales periféricos, confirmando la desprotonacion del

macrociclo y la formacién de los complejos metalicos de Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV).

Evidencia '"H RMN

Los espectros de '"H RMN de los derivados libres mostraron los patrones tipicos de
porfirinas no metaladas: sefiales agudas correspondientes a los protones B del macrociclo (6 = 8.7—
8.9 ppm), protones aromaticos de los anillos fenilos (6 = 8.3—8.2 ppm), y un singlete caracteristico
en &0 = —2.9 ppm atribuible a los protones N-—H internos del nucleo tetrapirrdlico. Tras la
metalacion, esta ultima sefial desaparecido completamente, constituyendo la evidencia mas directa
de la desprotonacion del nticleo y la formacion de enlaces M—N (V. E. De Oliveira et al., 2011;

Giannoudis et al., 2020).
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En todos los complejos, las sefiales B-pirrdlicas experimentaron desplazamientos a campo
bajo de Ad = +0.10-0.16 ppm, asociados al aumento de la densidad paramagnética y a la
deslocalizacion electronica hacia el centro metalico (Das et al., 2024; Ezzayani et al., 2023). En
los complejos de Ni(Il), este desplazamiento fue el mdas notable, acompafiado por un
ensanchamiento significativo y reduccion de intensidad en las sefiales, reflejando la interaccion d—
ny el caracter parcialmente paramagnético del ion Ni** (d®) (L. Wang et al., 2024). Por el contrario,
los complejos de Zn(Il) mostraron desplazamientos leves y picos bien definidos, coherentes con
su naturaleza diamagnética y simetria Dsh (V. E. De Oliveira et al., 2011; Hashimoto et al., 1999).
En los complejos de Sn(IV), se observo un comportamiento intermedio con seiales mas anchas y
de menor intensidad, atribuible a la influencia de ligandos axiales (Sn—O o Sn—Cl) y al
acoplamiento fuera del plano del macrociclo (Hashimoto et al., 1999).

Cabe destacar que la intensidad global de los picos disminuy6 considerablemente en todos
los complejos metalicos, lo cual puede atribuirse a una combinacion de factores: baja solubilidad
en DMSO-ds, anisotropia paramagnética del centro metalico, y aumento de la viscosidad del medio
por la agregacion parcial de las metaloporfirinas (Grossl et al., 2023). A pesar de esta disminucion,
las sefiales principales del macrociclo pudieron ser identificadas y correlacionadas con los valores
de desplazamiento esperados para porfirinas metaladas.

En los sustituyentes periféricos, las sefales alifaticas y aromadticas permanecieron
practicamente sin variacion, confirmando que la metalacion ocurre en el nucleo porfirinico y no
afecta las regiones amidicas, éster o B-lactamicas. En el hibrido TCPP—Amp, las resonancias entre
0 5.2-3.5 ppm (protones del anillo B-lactamico) y 6 6.8 ppm (N-H amida) conservaron su posicion,
demostrando la estabilidad del fragmento antibiotico tras la insercion metalica (Sekhar et al., 2022;

Singha et al., 2017).
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Evidencia *C RMN

Los espectros de *C RMN confirmaron las tendencias observadas en 'H RMN para las
series TCPP—Ester y TCPP-GABA. En la TCPP—Ester, los carbonos meso (5 ~ 145.8 ppm) y p-
pirrélicos (6 = 130.9 ppm) mostraron desplazamientos a campo bajo de +0.3—0.5 ppm tras la
metalacion, reflejando la redistribucion electronica hacia el metal coordinado. Los carbonilos de
los grupos éster (6 = 170—-173 ppm) permanecieron practicamente invariantes, lo que confirma que
los grupos periféricos no participan en la coordinacion (Giannoudis et al., 2020).

En la serie TCPP-GABA, los desplazamientos fueron similares, aunque con sefales
ligeramente mas anchas, probablemente debido a la flexibilidad conformacional del espaciador
alifatico. Sin embargo, en el caso del Sn(IV)-TCPP—GABA, el espectro *C no pudo ser registrado
con resolucion suficiente, presumiblemente por la baja solubilidad y el ensanchamiento
paramagnético inducido por el estafio tetravalente.

De igual forma, los espectros *C de los complejos del hibrido TCPP-Amp no pudieron
obtenerse con calidad analitica adecuada, debido a la combinacién de alta masa molecular,
complejidad estructural y posible agregacion intermolecular, que reducen la relajacion de los
nucleos de carbono y dificultan su deteccion. Sin embargo, las evidencias del '"H RMN vy la
coherencia con las series anteriores respaldan la integridad estructural y la coordinacion efectiva

del metal.
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Figura 58

Espectros apilados de 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) de los derivados TCPP-Ester (a),
TCPP-GABA (b) y el hibrido TCPP—Amp (c) y sus respectivos complejos de Zn(Il), Ni(Il) y Sn(IV).
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Correlacion cuantitativa de desplazamientos quimicos (Ad)

Los valores experimentales de desplazamiento quimico obtenidos para las tres series
(TCPP-Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp) confirman de manera cuantitativa las tendencias de
desapantallamiento discutidas anteriormente.

En la serie TCPP-Ester, los protones B-pirrdlicos y orto-fenilicos (8 ~ 8.3-8.9 ppm)
experimentaron desplazamientos a campo bajo de Ad = +0.58 ppm para Zn(Il) y Sn(IV), mientras
que el complejo de Ni(II) mostrd un leve desplazamiento a campo alto (A6 =—0.01 ppm), coherente
con la redistribucidon paramagnética localizada. Los protones metilénicos (6 = 1.1-1.2 ppm) se
desplazaron progresivamente a campo bajo hasta 6 = 2.2 ppm en Sn(IV), indicando un efecto de
campo ligando axial fuerte. En todos los complejos desaparecio la sefial del N—H interno (8 = —2.9
ppm), confirmando la desprotonacion completa del nucleo tetrapirrolico.

En la serie TCPP-GABA, los desplazamientos aromaticos siguieron la misma tendencia
de desapantallamiento Sn(IV) = Zn(II) > Ni(Il). Por ejemplo, el protéon E (6 8.35 ppm en el
derivado libre) se desplazo6 a 8.81 ppm (Zn), 8.31 ppm (Ni) y 8.88 ppm (Sn), mientras que el proton
F (3 8.85 ppm) present6 un corrimiento menor (+0.04 ppm) en los complejos de Zn(Il) y Sn(IV).
Los protones metilénicos del espaciador alifatico (6 1.2—3.0 ppm) mostraron corrimientos de +0.2
a +1.7 ppm, atribuidos a la retirada electronica y al acoplamiento dipolar con el centro metalico.
La senal de la amida —-CONH- (6 = 12.8 ppm) permanecio practicamente inalterada, confirmando
que la coordinacion no involucra los grupos periféricos tipo amida, sino los nitrégenos internos
del anillo.

Finalmente, la serie TCPP-Amp exhibi6 los desplazamientos més pronunciados,

reflejando el carécter altamente polar y anisotrdpico del fragmento B-lactdmico. Los protones
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aromaticos (6 7.3—8.3 ppm) se desplazaron hasta & = 8.8 ppm en Zn(II) y Sn(IV), mientras que los
protones adyacentes a heteroatomos (6 3.5-5.3 ppm) experimentaron corrimientos significativos a
campo bajo (+1.0-2.2 ppm), en particular los asociados al anillo B-lactdmico. La sefial de amida
externa (6 = 11.5-12.8 ppm) se mantuvo sin variaciones relevantes, mientras que el N-H interno
desaparecid, corroborando nuevamente la metalacion central sin perturbacion del antibiotico.

Asi los desplazamientos Ad observados confirman que los efectos de desproteccion y
redistribucion electronica aumentan en el orden:

Ni(II) < Zn(IT) < Sn(IV) y TCPP—Ester < TCPP-GABA < TCPP—Amp,

correlacionandose con la fuerza de campo ligando y la polarizabilidad del sustituyente
periférico.

En general, los desplazamientos a campo bajo en los B-protones y en los carbonos meso,
junto con la desaparicion de los N-H internos y la disminucion de la intensidad de las sefiales,
constituyen indicadores inequivocos de metalacion efectiva y reorganizacion electronica del
nicleo porfirinico (V. E. De Oliveira et al.,, 2011; Gjuroski et al., 2021). Los efectos
paramagnéticos observados —mads pronunciados en Ni(Il) y Sn(IV)— concuerdan con los
resultados obtenidos por XPS (seccidén 4.2.3.3) y con los corrimientos Opticos observados en UV—
Vis, demostrando la consistencia entre las distintas técnicas espectroscopicas.

De esta forma, los resultados de RMN confirman que la coordinacion metalica genera una
redistribucion electronica localizada en el nucleo tetrapirrolico, con desplazamientos Ad
proporcionales al caracter covalente y al campo ligando del metal, siguiendo el orden:

Zn(Il) < Sn(IV) < Ni(ID).

Asimismo, la disminucioén en la intensidad de las sefiales y la ausencia parcial de espectros

de carbono en los complejos de Sn(IV) y en los hibridos metalados indican un efecto combinado
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de paramagnetismo, agregacion y baja solubilidad, fendémenos esperables en metaloporfirinas de
alta masa molecular y entorno polar complejo (Giannoudis et al., 2020; Gjuroski et al., 2021; L.

Wang et al., 2024).

4.2.4 Analisis por difraccion de rayos X (DRX) y andlisis térmico

Difraccion de rayos X (DRX): El analisis de difraccion de rayos X (DRX) se realiz6 con
el proposito de evaluar la organizacion estructural y el grado de cristalinidad de los derivados
funcionalizados y sus complejos metélicos. Los patrones obtenidos (Figura 59) muestran que la
mayoria de los compuestos presentan difractogramas de caracter amorfo, con amplias zonas de
dispersion en el intervalo 20 = 10—40°, sin la presencia de picos definidos. Este comportamiento
sugiere una disposicion desordenada y heterogénea de las unidades porfirinicas, atribuida a la
naturaleza orgénica, la flexibilidad conformacional de los sustituyentes periféricos y la ausencia

de empaquetamiento cristalino regular.
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Figura 59

Patrones de difraccion de rayos X (20 = 10-70°) de los derivados porfirinicos TCPP-Ester

(a), TCPP-GABA (b) y el hibrido TCPP-Amp (c) con sus respectivos complejos de Zn(Il), Ni(Il) y
Sn(lV).
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Tras un proceso de recristalizacion selectiva, unicamente el TCPP-Ester mostr6 un patrén
parcialmente cristalino (Figura 60), con la aparicion de alrededor de 15 picos poco definidos en la
region 20 = 4-37°, entre los cuales destacan los maximos débiles en 20 = 6.240°, 9.897°, 10.899°
y 12.485°. Estas sefales sugieren una organizacion laminar parcial inducida por interacciones
intermoleculares m—m entre los anillos porfirinicos y la orientaciéon limitada de los grupos
succinimidicos del intermediario activado. La baja intensidad de las sefiales y su anchura
considerable confirman, sin embargo, la ausencia de un orden cristalino tridimensional extenso,

propio de solidos moleculares con empaquetamiento flexible (Babu et al., 2019; W. T. Chen et al.,

2015; Giannoudis et al., 2020).
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Figura 60
Patrén de difraccién de rayos X (260 = 4-70°) del TCPP-Ester recristalizado.
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Los complejos metéalicos de Zn(II), Ni(I) y Sn(IV) conservaron el comportamiento
amorfo, sin aparicion de picos definidos tras la metalacion. Este resultado es congruente con la
desorganizacion estructural inducida por la coordinacion metélica, la cual distorsiona la planicidad
del macrociclo y favorece configuraciones Dsh ligeramente deformadas. Tales efectos han sido
descritos en metaloporfirinas con ligandos periféricos voluminosos, donde la metalacion genera
agregados supramoleculares amorfos con débil difraccion (Kadish et al., 2003, 2013).

En general, el andlisis DRX confirma que los derivados funcionalizados y sus complejos
metalicos presentan estructura predominantemente amorfa con regiones localmente ordenadas en

el caso del TCPP-Ester recristalizado, lo que concuerda con su comportamiento observado en
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disolucion (UV—Vis y RMN) y con la baja simetria cristalina asociada a las porfirinas

funcionalizadas.

Analisis térmico (DSC)

El analisis térmico por calorimetria diferencial de barrido (DSC) permitio evaluar las
transiciones térmicas y la estabilidad estructural del derivado TCPP—Ester y sus complejos
metalicos de Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV) (Figura 61). Esta técnica mide el flujo de calor asociado a
procesos endotérmicos o exotérmicos que ocurren durante el calentamiento controlado de una
muestra, proporcionando informacion sobre transiciones de fase, relajaciones estructurales o
procesos de descomposicion parcial (Craig & Reading, 2007; Haines, 2002).

En el TCPP—Ester libre, el termograma exhibe un evento endotérmico amplio entre 60—
120 °C, atribuido a la pérdida de moléculas de disolvente adsorbidas y a la relajacion estructural
del so6lido amorfo. A temperaturas superiores (~200-280 °C) se observa una transicion
endotérmica secundaria difusa, que puede asociarse con un reordenamiento supramolecular
limitado o la iniciacion de la degradacion del macrociclo porfirinico, sin que se evidencie una
fusion definida, coherente con la naturaleza no cristalina del material (Craig & Reading, 2007).

En los complejos metalicos, los perfiles térmicos muestran variaciones sistematicas
atribuibles al efecto estabilizante de la coordinacion metalica.

e El complejo Zn(II)-TCPP-Ester mantiene un comportamiento similar al ligando
libre, con el maximo endotérmico desplazado hacia ~87 °C, lo que sugiere una
mayor rigidez estructural y menor movilidad molecular.

e En el Ni(I)-TCPP-Ester, el pico endotérmico principal aparece en torno a 87 °C,

acompafiado de un hombro leve a 230-250 °C, interpretado como un evento de
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reorganizacion local dentro del macrociclo metalado, donde la coordinacién plana
del Ni(Il) refuerza la simetria Dsh y restringe las vibraciones intermoleculares
(Craig & Reading, 2007; Haines, 2002).

e ElSn(IV)-TCPP-Ester exhibe el perfil mas desplazado, con un evento endotérmico
amplio con un maximo a ~99 °C y un cambio exotérmico leve posterior (~337 °C),
que puede atribuirse a procesos de relajacion estructural o a la pérdida de ligandos
axiales débiles (Sn—O o Sn—Cl), evidenciando la alta polarizabilidad del estafio
tetravalente y su influencia en la estabilidad térmica global.

La comparacion de los termogramas revela una tendencia creciente en la temperatura de
transicion (T _end) segn el metal coordinado:

TCPP-Ester < Zn(II) < Ni(II) < Sn(IV),

indicando que el refuerzo de las interacciones metal-nitrogeno y la rigidez conformacional
del macrociclo contribuyen a una mayor estabilidad térmica y resistencia a reorganizaciones
supramoleculares.

En todos los casos, la ausencia de picos de fusion definidos y la amplitud de las senales
confirman el caracter amorfo o semicristalino de los materiales, en concordancia con los resultados
de DRX. La anchura de las transiciones térmicas se asocia a una distribucién heterogénea de
dominios estructurales y a la presencia de interacciones n—mn entre unidades porfirinicas (Craig &

Reading, 2007; Haines, 2002).
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Figura 61
Curvas DSC de TCPP-Ester y de sus complejos metdlicos con Zn(Il), Ni(Il) y Sn(IV).
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4.3 Conclusiones del capitulo

El conjunto de resultados obtenidos en este capitulo permite establecer, con un alto nivel
de certeza, que la estrategia sintética empleada condujo a la obtencion exitosa de los derivados
porfirinicos funcionalizados (TCPP—Ester, TCPP-GABA y TCPP-Amp) y de sus complejos
metalados con Zn(Il), Ni(Il) y Sn(IV). La convergencia de la evidencia espectroscopica,
electronica y térmica respalda la correcta formacion de los hibridos y confirma la coordinacion
metalica central como el evento estructural dominante tras la insercion del ion metalico.

Los analisis UV—-Vis mostraron desplazamientos batocromicos progresivos de la banda
Soret y la simplificacion del sistema Q, efectos caracteristicos de la transicion de una porfirina
base libre (D:h) a complejos metalados con simetria cercana a Dsh. La magnitud de los
corrimientos (Zn < Ni < Sn) revela un aumento escalonado en la interacciéon metal-macrociclo,
con Sn(IV) ejerciendo el campo ligando mas intenso y Ni(Il) manifestando un acoplamiento n—d
notable, coherente con la literatura de metaloporfirinas con aplicacion en PDT.

La evidencia vibracional (FTIR) confirmé cambios funcionales compatibles con la
metalacion: desplazamientos de v(C=0) y v(C-0), intensificacion de v(C=N) y aparicion de
bandas v(M—N) y v(Sn—0), indicando desprotonacion del nicleo y reorganizacion electronica
interna. Estas transformaciones se observaron sin alteracion de los carbonilos periféricos, lo cual
demuestra que la coordinacion estd confinada al nucleo tetrapirrdlico y no involucra los grupos
funcionales introducidos (éster, amida, B-lactamico).

El analisis XPS otorgé evidencia directa de la desprotonacion del nticleo porfirinico y la
formacion de enlaces M—N mediante la transicion de la sefial N 1s, ademas de confirmar los
estados de oxidacion esperados: Zn(II), Ni(II) —con satélites shake-up diagnésticos— y Sn(IV).

Los desplazamientos de energia de enlace en N 1s y O 1s correlacionaron directamente con la
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creciente polarizabilidad metéalica (Zn < Ni < Sn), estableciendo una relacion estructura—
electronica robusta que es coherente con los patrones observados en los espectros opticos.

Los estudios de RMN corroboraron la coordinacién metalica a partir de desplazamientos a
campo bajo en sefiales aromaticas y alifaticas, desaparicion del N—H interno en los complejos vy,
particularmente, un efecto acentuado en el hibrido TCPP—Amp, donde los grupos amidicos y -
lactdmicos generan un entorno electrénico altamente polarizable. La disminucidn significativa de
intensidad en los espectros de 'H RMN para los complejos, junto con la ausencia de sefiales claras
en *C para Sn—TCPP-GABA y los complejos del hibrido Amp, se atribuye a procesos de
agregacion supramolecular, anisotropia diamagnética y a la disminucién de movilidad molecular
tras la metalacion, fendmenos ampliamente reportados en sistemas porfirinicos metalados.

Los resultados de DRX confirmaron el cardcter mayoritariamente amorfo de los sélidos
sintetizados, atribuible a la flexibilidad conformacional y a la tendencia de las porfirinas
funcionalizadas a formar agregados desordenados. Sin embargo, el TCPP—Ester recristalizado
mostrd un patron parcialmente cristalino, lo que sugiere que la presencia de grupos éster favorece
un empaquetamiento mas regular en comparacion con los hibridos amidicos o B-lactamicos.

Finalmente, los andlisis térmicos por DSC evidenciaron eventos endotérmicos amplios
asociados a pérdida de solvente y reorganizacion estructural, junto con transiciones adicionales
dependientes del metal. Los complejos de Ni(Il) y Sn(IV) presentaron entalpias mds altas y
temperaturas de transicion desplazadas hacia mayores valores, lo que sugiere una mayor rigidez y
estabilidad térmica, coherente con un campo ligando mas fuerte y una coordinacidon mas robusta.

En general, los datos obtenidos permiten delinear una relacion estructura—propiedad clara

y consistente:
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e El tipo de sustituyente periférico modula la densidad electronica y la polaridad del
macrociclo.

e El metal coordina exclusivamente al nticleo porfirinico, modificando su simetria,
capacidad de deslocalizacion y estabilidad térmica.

e Laserie Sn(IV) presenta los efectos mas pronunciados en desplazamientos opticos,
electronicos y térmicos, seguida de Ni(Il) y Zn(II).

e Los hibridos TCPP-Amp exhiben la mayor sensibilidad electronica ante la
metalacion, lo cual es relevante para procesos fotofisicos y para su futura
evaluacion en PDT.

Estas tendencias permiten anticipar que las diferencias estructurales y electronicas
observadas se reflejaran en la actividad fotoquimica y en la posible generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en los ensayos in vitro, particularmente en los complejos de Zn(Il),
Sn(IV) y Ni(Il), donde la reorganizacion electronica y la modulacion de la brecha HOMO-LUMO
sugieren un mayor potencial fotodindmico. De esta forma, los hallazgos del capitulo 4 sientan una
base solida para la interpretacion de los resultados bioldgicos presentados en el capitulo 5 y
permiten establecer conexiones directas entre la estructura molecular, el entorno electronico y el

desempefio fotobioldgico esperado.
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5. Actividad Antileishmania y Antibacteriana

La busqueda de nuevas estrategias terapéuticas contra infecciones parasitarias y
bacterianas resistentes constituye un reto prioritario en biomedicina. La leishmaniasis cutdnea y
las infecciones bacterianas oportunistas asociadas representan un problema clinico particularmente
complejo, debido a la emergencia de resistencia a farmacos convencionales, la toxicidad de los
tratamientos actuales y la persistencia de nichos tisulares donde los patogenos pueden evadir la
respuesta inmune. En este contexto, las porfirinas funcionalizadas y sus complejos metalicos han
emergido como plataformas prometedoras por su versatilidad estructural, capacidad de generar
especies reactivas de oxigeno (ROS) bajo irradiacion y su potencial como agentes terapéuticos
duales.

Las porfirinas poseen un macrociclo tetrapirrdlico altamente conjugado, cuyas propiedades
fisicoquimicas pueden modificarse mediante la introduccion de grupos funcionales o la
coordinacion con diferentes cationes metalicos. Estas modificaciones influyen directamente en
aspectos criticos como solubilidad, agregacion, comportamiento fotofisico y afinidad por
membranas bioldgicas, pardmetros que determinan su eficacia terapéutica tanto en oscuridad como
bajo activacion fotodindmica. Adicionalmente, la terapia fotodinamica (PDT) basada en porfirinas
ofrece ventajas significativas frente a tratamientos convencionales, al permitir una activacion
espacial y temporal precisa mediante luz, generando dafio selectivo sobre células parasitarias y
bacterianas a través de ROS altamente citotoxicas.

Evaluar la actividad bioldgica de nuevas moléculas basadas en porfirinas implica analizar
no solo su citotoxicidad intrinseca, sino también la contribucion diferencial de la funcionalizacion
y la coordinacion metélica sobre la actividad antileishmania y antibacteriana. En particular, grupos

funcionales como ésteres, cadenas GABA o fragmentos antibidticos (por ejemplo, ampicilina)
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alteran la interaccion con membranas, el transporte celular y la localizacion subcelular, mientras
que metales como Zn(II), Ni(II) y Sn(IV) modifican el rendimiento cuantico de oxigeno singlete,
la eficiencia del cruce intersistema y, por tanto, la potencia fotodinamica.

En este capitulo se presentan y analizan los resultados bioldgicos obtenidos para los
derivados porfirinicos sintetizados y sus complejos metalicos, abordando su desempefio frente a
Leishmania amazonensis y diversos microorganismos bacterianos sensibles y resistentes. La
seccion integra tanto los ensayos en oscuridad como los ensayos fotodindmicos, permitiendo
establecer relaciones estructura—actividad que expliquen las diferencias observadas entre
compuestos libres, funcionalizados y metalados. Finalmente, se discuten las implicaciones
terapéuticas de estos hallazgos, considerando el potencial de estos sistemas como plataformas
duales para el tratamiento de infecciones parasitarias y bacterianas mediante estrategias

combinadas de quimioterapia y fototerapia.

5.1 Actividad antileishmania

La actividad antileishmania de los derivados porfirinicos sintetizados se evalu6 frente a
Leishmania amazonensis mediante ensayos de inhibicion del crecimiento en ausencia y presencia
de irradiacion visible (597-752 nm, 17 J-cm™2, 60 min), con el objetivo de diferenciar la toxicidad
intrinseca (oscura) de la respuesta fotoinducida y establecer la ventana terapéutica de cada sistema.

Este enfoque experimental permite no solo determinar la actividad basal de los compuestos,
sino también analizar el impacto especifico de la irradiacion sobre la inhibicion del parasito. En
particular, la comparacion entre las condiciones irradiadas y no irradiadas ofrece una vision clara
del incremento del efecto biologico inducido por luz, aspecto fundamental para la evaluacion de

porfirinas y metaloporfirinas como potenciales fotosensibilizadores.
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En este contexto, la subseccion 5.1.1 analiza la actividad antileishmania en ausencia de
irradiacion, con el fin de establecer la toxicidad intrinseca de los derivados porfirinicos y definir
la ventana terapéutica basal. Posteriormente, en la subseccion 5.1.2 se evalua la respuesta bajo
irradiacion mediante la comparacion directa de los valores de inhibicién e ICso obtenidos en
condiciones irradiadas y no irradiadas, asi como el calculo del indice de fotoirritacion (P.1.),
definido como la razoén ICso(No IRR)/ICso(IRR). Finalmente, en la subseccion 5.1.3 se integran
ambos conjuntos de resultados para establecer relaciones estructura—actividad y proponer los
posibles mecanismos fotodinamicos responsables del efecto antileishmania observado,
considerando la funcionalizacion periférica y la naturaleza del metal central (Zn(Il), Ni(Il) y

Sn(IV)).

5.1.1 Ensayos en oscuridad: toxicidad intrinseca y ventana terapéutica

Los ensayos realizados en ausencia de irradiacion permiten cuantificar la fraccion de
inhibicion atribuible exclusivamente a la toxicidad intrinseca de cada derivado porfirinico,
estableciendo el nivel basal de actividad bilogica sobre el cual se evaluaré posteriormente el efecto
fotoinducido (seccion 5.1.2). La respuesta biologica se expres6 como porcentaje de inhibicion del
crecimiento parasitario respecto al control no tratado, en un rango de concentraciones de 2.35 y
300 uM.

Bajo condiciones de no irradiacion se identificaron tres patrones de comportamiento
claramente diferenciados, los cuales se correlacionan de manera directa con la funcionalizacion
periférica del macrociclo porfirinico y con la naturaleza del metal central. Las graficas de barras

obtenidas a una concentracion de 150 uM (Figura 62) permiten visualizar de manera comparativa
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estos perfiles de inhibicion, mientras que las curvas dosis—respuesta completas (Apéndice 74)
confirman la tendencia observada para cada subserie.

Figura 62

Inhibicion del crecimiento de Leishmania amazonensis en ausencia de irradiacion a 150
uM para derivados TCPP funcionalizados y sus complejos metdalicos.
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Nota: Los datos se expresan como media + desviacion estandar. La protoporfirina IX

(PPIX) se incluye como control de referencia.

a) Serie TCPP—Ester

Los derivados TCPP—Ester presentan una inhibicion en oscuridad elevada y dependiente
de la concentracion, con valores superiores al 60-70% a concentraciones intermedias—altas (150—
300 uM) para el ligando libre y los complejos metalicos de Zn(I) y Sn(IV). En la Figura 62 se
observa claramente que estos compuestos exhiben los porcentajes de inhibicion mas altos dentro

del conjunto evaluado en ausencia de irradiacion. Los valores de ICso determinados para esta
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subserie se situan en el orden de decenas de micromolar (Tabla 12), siendo comparables o incluso
inferiores a los observados para la porfirina de referencia.

Este comportamiento es coherente con el caracter mas hidrofobico y anfifilico conferido
por la funcionalizacion tipo éster, que favorece la particion en membranas biologicas y la
acumulacion celular, incrementando la actividad intrinseca independientemente de la activacion
fotodinamica. En contraste, el complejo Ni(II)-TCPP-Ester muestra un desplazamiento hacia
menores porcentajes de inhibicion en oscuridad y un valor de I1Cso significativamente bajo, lo que
sugiere que la coordinacion con Ni(Il) atenua la interaccion basal del fotosensibilizador con el
parasito.

Desde la perspectiva de la ventana terapéutica, esta subserie presenta una limitacion
inherente, la elevada toxicidad en ausencia de luz reduce el margen de selectividad atribuible a la
activacion fotodinamica, de modo que su potencial como fotosensibilizadores depende

criticamente de demostrar una ganancia adicional significativa bajo condiciones de irradiacion.

b) Serie TCPP-GABA

La funcionalizacion con GABA induce un cambio cualitativo en el perfil de inhibicion en
oscuridad. Mientras que el ligando TCPP-GABA conserva una inhibicion basal superior al 50 %,
los complejos metalicos muestran una diferenciacion marcada en funcion del metal central. En
particular, Zn(II)-TCPP-GABA mantiene una inhibicion apreciable en oscuridad (=84 %),
mientras que los complejos Ni(II)-TCPP-GABA y Sn(IV)-TCPP—GABA no alcanzan el 50% de
inhibicion incluso a la concentracion maxima evaluada (300 uM), por lo que sus valores de ICso
se reportan como ICso > 300 uM. Esta tendencia se refleja claramente en la Figura 62, donde el

efecto modulador del metal central resulta evidente.
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La introduccién de un residuo tipo aminodcido incrementa la polaridad global del sistema
y las posibilidades de interaccion idnica, reduciendo la particion pasiva en membranas y, en
consecuencia, la toxicidad en oscuridad. El hecho de que el metal central module de manera
decisiva el comportamiento basal sugiere cambios en el balance anfifilico, el estado de agregacion
y/o la biodisponibilidad del fotosensibilizador. Este perfil es particularmente relevante para
aplicaciones PDT, ya que una baja inhibicion en oscuridad amplia la ventana terapéutica, siempre

que se observe una activacion eficiente bajo luz.

¢) Serie TCPP-Amp

El ligando TCPP-Amp presenta una inhibicion basal elevada y dependiente de la
concentracion, comparable a la observada para la seriec TCPP—Ester, lo que indica que la
conjugacion con ampicilina no elimina la actividad intrinseca del macrociclo porfirinico. No
obstante, sus complejos metalicos de Zn(II), Ni(I) y Sn(IV) muestran una inhibicién en oscuridad
marcadamente reducida, sin alcanzar el 50% de inhibicion dentro del rango de concentraciones
evaluado. La Figura 62 ilustra este contraste, donde el ligando libre mantiene una inhibicion
elevada mientras que los complejos metalicos exhiben valores significativamente menores.

Este contraste sugiere que la metalacion reorganiza de forma sustancial la interaccion del
hibrido porfirina-ampicilina con el parasito, ya sea mediante cambios en la planitud y distribucion
electronica del macrociclo, alteraciones en la agregacion coloidal o modificaciones en la
accesibilidad del sistema a estructuras celulares clave. Desde una perspectiva fotodinamica, esta
reduccion de la toxicidad intrinseca observada para los complejos metalicos constituye un rasgo
favorable, ya que permite que la actividad inducida por la luz sea el principal determinante de la

eficacia bioldgica.
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De esta manera, los ensayos realizados en ausencia de irradiacion evidencian que la
toxicidad intrinseca de los derivados porfirinicos estd fuertemente modulada tanto por la
funcionalizacion periférica como por la metalacion, y que estos pardmetros condicionan
directamente la amplitud de la ventana terapéutica fotodinamica. Las representaciones graficas
comparativas en oscuridad (Apéndice 74 y Apéndice 75) constituyen, por tanto, una herramienta
visual clave para interpretar la contribucion estructural de cada derivado antes de la activacion

fotodinamica.

5.1.2 Actividad fotodinamica antileishmania: comparacion con y sin irradiacion

La irradiacion en el rango de 597—752 nm con una dosis total de 17 J-cm™ durante 60 min
produjo cambios diferenciales en la potencia inhibitoria de los compuestos evaluados frente a
Leishmania amazonensis. Con el fin de cuantificar el efecto, se compararon los valores de ICso
obtenidos en ausencia de irradiacion y bajo irradiacion, y se calculd indice de fotoirritacion (P.1.),
definido como la razén 1Cso(No Irradiado)/ICse(Irradiado).

Valores de P.I. mayores a la unidad indican un incremento del efecto inhibitorio bajo
irradiacién, mientras que valores cercanos o inferiores a 1 reflejan ausencia de respuesta
fotoinducida o incluso atenuacion del efecto bioldgico.

La Figura 63 muestra de manera comparativa la inhibicion del crecimiento parasitario en
ausencia y presencia de irradiacion a una concentracion fija de 150 pM, permitiendo visualizar

directamente el impacto de la irradiacion para cada derivado.
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Figura 63

Comparacion de la inhibicion del crecimiento de Leishmania amazonensis en ausencia y

presencia de irradiacion a 150 uM para derivados TCPP funcionalizados y sus complejos
metdlicos.
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El control Protoporfirina IX (PPIX) mostré una disminuciéon marcada del ICso tras la
irradiacion (ICso(irradiado) = 8.45 puM; P.I. = 13.2), lo cual valida experimentalmente las
condiciones empleadas y confirma la eficiencia del protocolo para inducir fototoxicidad mediada
por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Este resultado corrobora que la dosis
de energia y el tiempo de exposicion seleccionados son suficientes para promover la poblacion del
estado triplete de la porfirina y desencadenar la cascada oxidativa responsable del dafio celular en
Leishmania.

En la Tabla 12 se resumen los valores de ICso determinados en condiciones de ausencia de
luz y en presencia de luz, asi como los correspondientes valores de P.I. para cada derivado

porfirinico frente a Leishmania amazonensis.
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Tabla 12

Valores de ICso (uM) en ausencia de irradiacion, bajo irradiacion e Indice de
fotoirritacion (P.1.) de los derivados porfirinicos frente a Leishmania amazonensis.

Compuesto ICsy No Irradiado ICs Irradiado P.I.
Protoporfirina IX (PPIX) 111.66 8.45 13.21
TCPP-KEster 62.25 33.63 1.85
Zn(I)-TCPP—Ester 43.19 25.15 1.72
Ni(II)-TCPP—Ester 105.94 119.91 0.88
Sn(IV)-TCPP-Ester 60.18 77.95 0.77
TCPP-GABA 135.23 82.80 1.63
Zn(I)-TCPP-GABA 99.08 37.97 2.61
Ni(I)-TCPP-GABA >300 >300 —
Sn(IV)-TCPP-GABA >300 >300 —
TCPP-Amp 78.39 63.86 1.23
Zn(I)-TCPP-Amp >300 169.62 >1.77*
Ni(I)-TCPP-Amp >300 >300 —
Sn(IV)-TCPP-Amp >300 >300 —

Nota: *El valor de P.I. para Zn—TCPP—Amp debe interpretarse con reserva, dado que el
ICso en oscuridad no fue alcanzado experimentalmente dentro del rango de concentraciones

evaluado.

Entre los derivados estudiados, dentro del conjunto propio del trabajo (excluyendo el
control PPIX) se observod para Zn(II)-TCPP-GABA, que present6 una disminucion del ICso desde
aproximadamente 100 uM en oscuridad hasta <38 pM bajo irradiacion, con un P.I. = 2.6. Este

resultado indica una combinacion favorable de baja toxicidad intrinseca y respuesta significativa
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a la luz, sugiriendo un aumento del efecto inhibitorio inducido por luz eficiente bajo las
condiciones experimentales empleadas. La presencia del grupo GABA podria contribuir a una
mayor biodisponibilidad celular, potencialmente facilitando 1la internalizacion del
fotosensibilizador y favoreciendo su fototoxicidad.

Los derivados TCPP—Ester y Zn—TCPP—Ester, con valores de P.I. en el rango 1.7-1.9,
mostraron una respuesta fotoinducida apreciable, aunque inferior a la observada para el derivado
GABA metalado. La mayor hidrofobicidad asociada a la funcionalizacion tipo éster puede
favorecer procesos de agregacion en medios acuosos, reduciendo la fraccion monomérica
fotoactiva y limitando la eficiencia de transferencia de energia al oxigeno molecular. No obstante,
su capacidad de insercion en membranas bioldgicas podria contribuir a mantener una fototoxicidad
moderada.

Por su parte, TCPP-GABA y TCPP—Amp exhibieron factores de potenciacion moderados
(P.I. = 1.2-1.6), lo que sugiere que la ausencia de metal central o la presencia de sustituyentes
periféricos voluminosos puede restringir la fototoxicidad. En el caso del derivado conjugado con
ampicilina, la posible autoagregacion inducida por interacciones intermoleculares del antibidtico
podria limitar la disponibilidad de estados excitados tripletes y, por ende, la generacion de ROS.

Las curvas completas sefial-respuesta en presencia de irradiacion se presentan en el
Apéndice 76 y confirman la ausencia de cruce del 50% para varios complejos metalicos de las
series porfirinicas funcionalizadas y el hibrido porfirina-ampicilina.

En contraste, varios complejos de Ni(II) y Sn(IV) no alcanzaron el 50 % de inhibicion bajo
irradiacion dentro del rango de concentraciones evaluado, por lo que se reportan como ICso > 300
uM. Este comportamiento es indicativo de una fotoinactivacion limitada, potencialmente asociada

a una menor eficiencia en la formacion del estado triplete, a procesos de desactivacion no radiativa
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o a limitaciones en la biodisponibilidad celular. En particular, la naturaleza paramagnética de
Ni(II) favorece la desactivacion no radiativa de los estados excitados, acortando la vida media del
triplete y reduciendo la generacion de ROS. En el caso de los complejos de Sn(IV), la posible
distorsion geométrica y la coordinacion axial pueden dificultar la transferencia eficiente de energia
al oxigeno molecular.

Adicionalmente, se evidencié que la magnitud del efecto fototoxicidad depende no solo del
metal central y del sustituyente periférico, sino también de la concentracion y del estado de
agregacion del fotosensibilizador en el medio biolégico. A concentraciones elevadas,
particularmente en derivados mas hidrofobicos, la formacion de agregados supramoleculares de
tipo H o J por interacciones m—m reduce la fraccion monomeérica fotoactiva, favoreciendo procesos
de desactivacion no radiativa y limitando la eficiencia fototoxica observada, mientras que a
concentraciones intermedias (75-150 pM) se maximiza la respuesta fotoinducida, por lo que se
selecciond 150 pM como concentracidon representativa para las comparaciones graficas

presentadas.

5.1.3 Relacion estructura—actividad y mecanismos fotodinamicos en Leishmania

El andlisis conjunto de los ensayos realizados en ausencia y presencia de irradiacion
permite establecer relaciones claras entre la estructura molecular de los derivados porfirinicos, su
toxicidad intrinseca y su eficacia fotoinducida frente a Leishmania amazonensis. En particular, los
resultados evidencian que tanto la funcionalizacion periférica del macrociclo como la naturaleza
del metal central desempefian un papel determinante en la amplitud de la ventana terapéutica y en

la magnitud del efecto fototdxico observado.
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En primer lugar, la funcionalizacion periférica controla de manera decisiva el balance entre
actividad en oscuridad y potenciacién inducida por luz. Los derivados de la serie TCPP—Ester,
caracterizados por una mayor hidrofobicidad, presentan una elevada inhibicion basal en ausencia
de irradiacion, atribuible a su mayor afinidad por las membranas bioldgicas y a su capacidad de
acumulacion celular. No obstante, esta elevada toxicidad intrinseca limita la ganancia relativa
obtenida bajo irradiacion, resultando en factores de respuesta fotoinducida moderados. Este
comportamiento sugiere que, aunque estos sistemas son bioldgicamente activos, su potencial como
fotosensibilizadores selectivos depende criticamente de una mejora adicional de la eficiencia
fototoxica.

En contraste, la introduccion del residuo GABA conduce a una disminucion significativa
de la toxicidad en oscuridad, especialmente en los complejos metalicos de Ni(Il) y Sn(IV),
ampliando de forma notable la ventana terapéutica. Dentro de esta subserie, Zn(I[)-TCPP-GABA
destaca como el sistema mas eficiente, al combinar una inhibicién basal moderada con una
marcada reduccion del ICso bajo irradiacion. Este comportamiento sugiere que la mayor polaridad
y flexibilidad conformacional conferidas por el grupo GABA favorecen la biodisponibilidad del
fotosensibilizador y reducen la autoagregacion, permitiendo una respuesta fotoinducida mas
eficiente.

Por su parte, los derivados TCPP—Amp muestran una inhibicién basal elevada para el
ligando libre, mientras que la metalacion conduce a una marcada reduccion de la toxicidad
intrinseca. Esta reorganizacion del perfil bioldgico sugiere que la conjugacién con ampicilina
introduce interacciones especificas adicionales, posiblemente con componentes de la membrana o
enzimas parasitarias, cuya accesibilidad se ve modificada tras la coordinacién metélica. Desde una

perspectiva fotodindmica, la disminucion de la toxicidad en oscuridad observada para los
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complejos metalicos resulta favorable; sin embargo, la potenciacion bajo irradiacion es limitada,
lo que indica restricciones en la eficiencia de los procesos fotoquimicos involucrados.

En segundo lugar, la naturaleza del metal central emerge como un factor clave en la
modulacion de la actividad fototdxica. Los complejos de Zn(II) presentan sistematicamente los
mejores desempefios, lo cual es coherente con el caracter diamagnético de este ion, que favorece
la interconversion intersistema y la poblacion eficiente del estado triplete del macrociclo
porfirinico. En contraste, los complejos de Ni(II) muestran una actividad fototoxica reducida,
atribuible a la naturaleza paramagnética del metal, que promueve procesos de desactivacion no
radiativa y acorta la vida media del estado triplete, limitando la generacion de especies reactivas
de oxigeno. Los complejos de Sn(IV), aunque diamagnéticos, pueden presentar distorsiones
geométricas y coordinacion axial que afectan la conjugacion electronica del macrociclo y
dificultan la transferencia eficiente de energia al oxigeno molecular.

Adicionalmente, los resultados sugieren que el estado de agregacion del fotosensibilizador
desempefia un papel relevante en la eficacia fototoxica. A concentraciones elevadas, especialmente
en derivados més hidrofobicos, la formacion de agregados supramoleculares de tipo H o J mediante
interacciones m—m reduce la fraccion monomérica fotoactiva, favoreciendo procesos de
desactivacion no radiativa y limitando la generacion de especies reactivas de oxigeno. En
contraste, a concentraciones intermedias (75-150 pM) se maximiza la respuesta fotoinducida.

Desde un punto de vista mecanistico, la actividad fototdxica observada es consistente con
la generacion de especies reactivas de oxigeno, particularmente oxigeno singlete 'O-, capaces de
inducir dafio oxidativo en membranas (Bonnett, 2000; Cabral et al., 2023; Ethirajan et al., 2011),
alteraciones del potencial mitocondrial (A¥Ym) (Andrade et al., 2018; Miranda et al., 2017),

disrupcion del kinetoplasto y, finalmente, muerte celular tipo apoptosis-like en Leishmania
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(Aureliano et al., 2018; Basmaciyan & Casanova, 2019; Jiménez-Ruiz et al., 2010; Zangger et al.,
2002). La magnitud de estos efectos depende de manera critica de la eficiencia fotofisica del
fotosensibilizador, su biodisponibilidad y su localizacion subcelular.

Los resultados obtenidos establecen una relacion clara entre estructura, propiedades
fototoxicas y respuesta bioldgica, y permiten identificar a Zn(II)-TCPP-GABA como el candidato
mas prometedor dentro del conjunto de derivados sintetizados, al combinar una baja toxicidad
intrinseca con una respuesta fotoinducida significativa. Estos hallazgos proporcionan criterios
racionales para el disefio y optimizacion futura de nuevos fotosensibilizadores antileishmania con

mayor selectividad y eficacia.

5.2 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los derivados porfirinicos y sus complejos metdlicos se
evalué mediante ensayos de microdilucion en caldo frente a cepas Gram-negativas (Escherichia
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 1705) y Gram-positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis), bajo condiciones irradiadas y no irradiadas, siguiendo
el protocolo descrito en la Seccion 3.4.1. En una primera etapa se realiz6 un testeo a concentracion
fija (5 uM) para identificar compuestos con inhibicion > 50 % y, posteriormente, se determinaron
las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) mediante curvas de dilucion en el rango de 0.5—
50 uM, aplicando el método del CLSI.

Los resultados obtenidos permiten diferenciar claramente entre la actividad intrinseca en
oscuridad y la actividad fotodindmica inducida por irradiacion, asi como establecer relaciones

estructura—actividad entre las porfirinas libres, los derivados funcionalizados y sus complejos.
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5.2.1 Actividad antibacteriana en oscuridad

En ausencia de irradiacion, la mayoria de los derivados porfirinicos mostrd una actividad
antibacteriana moderada o baja frente a las cepas Gram-negativas E. coli y K. pneumoniae, con
porcentajes de inhibicion inferiores a los observados en las condiciones irradiadas (Figura 64).
Este comportamiento indica que, a 5 uM, el efecto bactericida intrinseco de los compuestos es
limitado cuando no se activa su componente fotodindmico. En contraste, el control positivo
gentamicina produjo inhibiciones superiores al 95 %, mientras que la ampicilina libre alcanzé
inhibiciones cercanas al 40 %, lo que confirma la validez del sistema experimental y pone en
contexto la menor potencia intrinseca de los derivados porfirinicos frente a antibioticos
convencionales.

Los valores de CMI determinados en oscuridad para E. coli y K. pneumoniae fueron, en
general, mas altos que los obtenidos bajo irradiacion, situdndose en el intervalo de decenas de
micromolar para la mayoria de los compuestos (Tabla 13). En E. coli, los derivados TCPP-Ester,
Zn(I)-TCPP-Ester, Ni(I)-TCPP-Ester, Zn(I)-TCPP-GABA y Sn(IV)-TCPP-GABA presentaron
CMI significativamente mayores en ausencia de luz, lo que se refleja en factores de fotoactivacion
(F.D.) entre ~1.2 y 2.1 cuando se comparan ambas condiciones. De forma similar, en K.
pneumoniae se observaron CMI mas elevadas en oscuridad para Zn(IT)-TCPP-Ester, Ni(IT)-TCPP-
Ester, TCPP-GABA, Sn(IV)-TCPP-GABA, TCPP-Amp y Zn(II)-TCPP-Amp, evidenciando que
su actividad intrinseca, si bien detectable, es claramente menor que la actividad bajo irradiacion.

En el caso de las cepas Gram-positivas, el comportamiento en oscuridad fue mas
heterogéneo. Para S. aureus, los derivados con grupos funcionales GABA y Ampicilina mostraron
inhibiciones moderadas en ausencia de luz, pero sin alcanzar la eficacia observada tras la

irradiacion (Figura 65A). Los valores de CMI en condicidn no irradiada fueron superiores a los de
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la condicion irradiada para TCPP-Ester, TCPP-GABA, Sn(IV)-TCPP-GABA, TCPP-Amp, Zn(Il)-
TCPP-Amp y Sn(IV)-TCPP-Amp, con reducciones entre 1.5 y 2.5 veces tras la activacion
luminosa (F.D. = 1.5-2.5). Esto refuerza la idea de que, en S. aureus, la contribucion del
mecanismo puramente quimico (porfirina/hibrido sin fotoactivacion) es secundaria frente al
componente fotodinamico.

Por el contrario, S. epidermidis se mostrd notablemente mas susceptible a los derivados
porfirinicos incluso en oscuridad (Figura 65B). En esta cepa, la mayoria de los compuestos alcanzo
porcentajes de inhibicion elevados tanto con luz como sin luz (= 85-100 % a 5 uM), lo que indica
una alta sensibilidad intrinseca a la serie TCPP y sus derivados (Figura 5.2B). Solo Zn(II)-TCPP-
Ester present una diferencia estadisticamente significativa entre condiciones (p = 0.0089; 100 %
vs 86.4 £ 5.4 %), mientras que los demds compuestos mantuvieron niveles comparables de
inhibicion en oscuridad e irradiacion. Este patron sugiere que, en S. epidermidis, la actividad
antibacteriana estd dominada por interacciones intrinsecas de las porfirinas con la envoltura
bacteriana, posiblemente favorecidas por caracteristicas estructurales de la pared celular (menor
grosor del peptidoglicano o mayor permeabilidad a compuestos anfifilicos).

De esta forma, los datos en oscuridad muestran que:

e La actividad intrinseca de la mayoria de los compuestos es moderada frente a Gram-

negativas y moderada a alta frente a Gram-positivas, especialmente S. epidermidis.

e Las CMI son sistematicamente mayores sin irradiacion, lo que indica que la

fotoactivacion es determinante para alcanzar niveles de inhibicién comparables a

antibioticos de referencia, particularmente en E. coli, K. pneumoniae y S. aureus.
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5.2.2 Actividad fotodinamica antibacteriana (aPDT)

La irradiacion con luz azul (400 = 10 nm), bajo las condiciones descritas en el capitulo 3,
produjo un incremento significativo en la inhibicion del crecimiento bacteriano para un
subconjunto de derivados porfirinicos, evidenciando su comportamiento  como
fotosensibilizadores eficaces.

En las cepas Gram-negativas E. coli y K. pneumoniae, la irradiacion condujo a un aumento
claro de la inhibiciéon a 5 pM, especialmente para los hibridos y complejos metalados mas
anfifilicos (Figura 64). Los compuestos Zn(II)-TCPP-Amp, TCPP-Amp, TCPP-Ester y Zn(Il)-
TCPP-Ester alcanzaron porcentajes de inhibicion fotodinamica de aproximadamente 83, 78, 73 y
50 %, respectivamente, frente a E. coli, mientras que Zn(II)-TCPP-Amp y TCPP-Amp mostraron
inhibiciones cercanas a 84 y 65 % frente a K. pneumoniae.

Este aumento en la inhibicion se refleja en una disminucion significativa de las CMI bajo
irradiacion. En E. coli, la luz redujo de manera estadisticamente significativa las CMI de TCPP-
Ester, Zn(I)-TCPP-Ester, Ni(II)-TCPP-Ester, Zn(II)-TCPP-GABA y Sn(IV)-TCPP-GABA, con
factores de fotoactivacion entre 1.17 y 2.12 (IC95 % estrechos, Tabla 13), lo que indica una mejora
consistente en la eficacia bactericida tras la exposicion a luz. Para K. pneumoniae, los compuestos
Zn(I)-TCPP-Ester, Ni(I)-TCPP-Ester, TCPP-GABA, Sn(IV)-TCPP-GABA, TCPP-Amp y
Zn(I1)-TCPP-Amp mostraron reducciones significativas de la CMI bajo irradiacion; en particular,
Zn(I1)-TCPP-Amp exhibi6 el mayor efecto fotodindmico, con un factor de fotoactivacion de 2.67

(IC95 %: 4.62—1.54, Tabla 13).
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Figura 64

Inhibicion fotodinamica e intrinseca de derivados porfirinicos y metaloporfirinicos frente
a bacterias gran-negativas E. coli (4) y K. pneumoniae (B).
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Tabla 13

Concentracion minima inhibitoria y factores de fotoactivacion de derivados porfirinicos
frente a E. coli y K. pneumoniae.

CMI (M)
Bacteria Compuesto Irradiado  No Irradiado  p-valor F.D. con IC 95 %

TCPP-Ester 144 30.6 0.026 2.12
TCPP-Ester-Zn 19.2 33.7 0.035 1.75
TCPP-Ester-Ni 28.8 33.7 0.039 1.17
TCPP-Ester-Sn 28.8 31.2 0.404 1.08

TCPP-GABA 20.5 235 0.421 1.15
TCPP-GABA-Zn 28.8 36.4 0.010 1.26

E. Coli TCPP-GABA-Ni 243 31.2 0.226 1.28
TCPP-GABA-Sn 19.2 34.4 0.030 1.79

TCPP-Amp 13.4 17.9 0.297 133
TCPP-Amp-Zn 12.3 19.5 0.168 1.58
TCPP-Amp-Ni 28.8 30.5 0.609 1.06
TCPP-Amp-Sn 27.3 26.5 0.879 0.97

TCPP-Ester 21.7 33.8 0.063 1.55
TCPP-Ester-Zn 21.0 35.9 0.032 170
TCPP-Ester-Ni 37.1 425 0.026 1.15
TCPP-Ester-Sn 29.0 29.2 0.932 1.01

TCPP-GABA 26.1 423 0.005 1.62
TCPP-GABA-Zn 24.9 20.0 0.053 0.81

K. pneumoniae 1. pp GABA-N 30.3 27.1 0.547 0.89
TCPP-GABA-Sn 25.5 43.7 0.018 1.71

TCPP-Amp 15.9 30.3 0.018 1.91
TCPP-Amp-Zn 12.1 322 0.005 2.67
TCPP-Amp-Ni 33.7 29.8 0.259 0.89
TCPP-Amp-Sn 26.4 32.7 0.237 1.24

Nota. CMI: concentracién minima inhibitoria; F.D.: factor de fotoactivacion; IC 95 %:

intervalo de confianza al 95 %.
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En las cepas Gram-positivas, el efecto fotodinamico fue ain mas marcado para S. aureus.
El testeo inicial a 5 uM reveld incrementos significativos de inhibicidon bajo irradiacion para
TCPP-Ester, Zn(II)-TCPP-Ester, TCPP-GABA, Sn(IV)-TCPP-GABA, TCPP-Amp, Zn(II)-TCPP-
Amp y Sn(IV)-TCPP-Amp (p <0.001 en todos los casos), en contraste con sus pares no irradiados
(Tabla 14). Los valores de CMI confirmaron esta tendencia: los mismos derivados mostraron una
reduccion de 1.5-2.5 veces en sus CMI bajo irradiacion (F.D. 1.5-2.5), mientras que los complejos
metalicos de Ni(Il) y Sn(IV) sin grupos funcionales Amp o GABA no presentaron diferencias
significativas entre condiciones de luz y oscuridad.

En S. epidermidis, 1a fotoactivacion tuvo un impacto menos evidente, ya que los niveles de
inhibicion eran elevados en ambas condiciones para la mayoria de los compuestos (= 90—-100 %).
Solo Zn(II)-TCPP-Ester mostré una diferencia estadisticamente significativa entre irradiacion y
oscuridad (100 % vs 86.4 £ 5.4 %; p = 0.0089, Tabla 14), lo que sugiere un efecto fotodindmico
adicional pero cuantitativamente menor que en S. aureus.

En sintesis, los resultados fotodindmicos indican que:

e Lairradiacion potencia de forma clara la actividad de los derivados frente a E. coli,
K. pneumoniae y S. aureus, reduciendo las CMI y elevando los porcentajes de
inhibicién a 5 pM.

e Los hibridos TCPP-Amp y sus complejos con Zn(Il) y Sn(IV), asi como los
derivados TCPP-Ester/TCPP-GABA metalados con Zn(II) o Sn(IV), se comportan
como los fotosensibilizadores mas eficientes, especialmente frente a K

pneumoniae 'y S. aureus.
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e En S epidermidis, la respuesta a la PDT es limitada debido a una susceptibilidad
intrinseca ya muy alta en oscuridad, de modo que el margen adicional aportado por

la irradiacion es relativamente pequeio.
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Figura 65

Inhibicion fotodinamica e intrinseca de derivados porfirinicos y metaloporfirinicos frente
a bacterias gran-positivas S. aureus (4) y S. epidermidis (B).
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Tabla 14

Concentracion minima inhibitoria y factores de fotoactivacion de derivados porfirinicos
frente a S. aureus y S. epidermidis.

CMI (uM)
Bacteria Compuesto Irradiado No Irradiade p-valor F.D.IC 95 %

TCPP-Ester 18.63 28.73 0.019 1.54
TCPP-Ester-Zn 16.36 28.73 0.098 1.75

TCPP-Ester-Ni 16.89 16.24 0.934 0.96

TCPP-Ester-Sn 16.89 18.36 0.866 1.08

TCPP-GABA 15.5 23.6 0.038 1.52
TCPP-GABA-Zn 21.44 29.01 0.139 1.35

S.aureus 1 pp.GABA-Ni 19.03 21.68 0.634 1.13
TCPP-GABA-Sn 9.86 2427 0.037 2.46

TCPP-Amp 9.73 20.86 0.026 2.14

TCPP-Amp-Zn 8.48 18.47 0.015 2.17

TCPP-Amp-Ni 20.28 2427 0.524 1.19

TCPP-Amp-Sn 15.34 25.54 0.027 1.66

TCPP-Ester 13.82 12.08 0.847 0.87
TCPP-Ester-Zn 3.29 11.46 0.057 3.48

TCPP-Ester-Ni 9.09 11.3 0.448 1.24

TCPP-Ester-Sn 9.27 14.45 0.377 1.55

TCPP-GABA 7.82 11.53 0.650 1.47
TCPP-GABA-Zn 7.51 9.89 0.547 131

S epidermidis 1 pp GABA-N 10.21 11.97 0.806 1.17
TCPP-GABA-Sn 10.62 10.07 0.897 0.94

TCPP-Amp 11.23 9.8 0.828 0.87

TCPP-Amp-Zn 3.29 8.82 0.041 2.68

TCPP-Amp-Ni 9.86 12.28 0.714 1.24

TCPP-Amp-Sn 9.86 10.98 0.775 111

Nota. CMI: concentracién minima inhibitoria; F.D.: factor de fotoactivacion; IC 95 %:

intervalo de confianza al 95 %.
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5.2.3 Relacion estructura—actividad en bacterias

La comparacion sistematica entre las porfirinas libres, sus derivados funcionalizados y los
complejos metalicos permite establecer varias relaciones estructura—actividad (SAR) relevantes
para el disefio de agentes antimicrobianos y fotosensibilizadores duales.

En primer lugar, la funcionalizacion periférica del nucleo TCPP tiene un impacto directo
en la actividad antibacteriana. Los derivados TCPP-Ester y TCPP-GABA muestran una mejora
clara en comparacion con la porfirina base, especialmente bajo irradiacion, lo que se asocia a
cambios en la hidrofobicidad y la carga global de la molécula, que favorecen su interaccion con
las membranas bacterianas. La introduccion del fragmento GABA aporta caracter mas hidrofilico
y potencial de ionizacidn, lo que mejora la biodistribucion en medios acuosos y podria facilitar la
aproximacion a superficies cargadas negativamente.

Los hibridos TCPP-Amp representan la modificacion mas relevante desde el punto de vista
biologico. Estos compuestos integran en una sola entidad molecular el farmacoforo porfirinico
fotosensibilizador y el fragmento B-lactamico de la ampicilina, previamente descrito en el Capitulo
2 como inhibidor cléasico de las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs). Bajo irradiacion, TCPP-
Amp y, especialmente, Zn(II)-TCPP-Amp exhiben las menores CMI y los mayores factores de
fotoactivacion frente a K. pneumoniae y S. aureus, lo que sugiere una sinergia funcional entre la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el bloqueo de la sintesis de pared celular.

En segundo Ilugar, la metalacion del macrociclo porfirinico modula tanto el
comportamiento fotofisico como la eficacia antimicrobiana. Los complejos con Zn(II) se destacan
de manera consistente (por ejemplo, Zn(I)-TCPP-Ester, Zn(II)-TCPP-GABA y, particularmente,

Zn(I1)-TCPP-Amp), mostrando mayores porcentajes de inhibicion y reducciones mas marcadas de
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CMI bajo irradiacion. Esto se atribuye al caracter diamagnético de Zn(Il) y a su capacidad para
favorecer la conversion intersistema hacia estados triplete eficientemente fotoactivos,
incrementando el rendimiento cuantico de oxigeno singlete ('O2) y, en consecuencia, el dafo
oxidativo en membranas, proteinas y ADN bacteriano.

Los complejos con Sn(IV) también exhiben mejoras significativas en algunos casos (por
ejemplo, Sn(IV)-TCPP-GABA en E. coli y K. pneumoniae, Sn(IV)-TCPP-Amp en S. aureus),
coherentes con la geometria fuera del plano y la posible reduccion de la agregacion del macrociclo,
lo que favorece la interaccion con la membrana y la eficiencia fotodindmica. En contraste, los
complejos de Ni(Il) muestran una respuesta fotodindmica mas discreta; aunque ciertos derivados
como Ni(II)-TCPP-Ester presentan una ligera reduccion de CMI bajo irradiacion, en general estos
complejos exhiben factores de fotoactivacion modestos y, en algunos casos, ausencia de
diferencias significativas entre condiciones. Esto puede relacionarse con la capacidad de Ni(II)
para favorecer procesos no radiativos y amortiguar la generacion de 'O, disminuyendo asi la
contribucion fotodindmica.

Finalmente, las diferencias observadas entre Gram-negativas (E. coli, K. pneumoniae) y
Gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis) resaltan el papel clave de la arquitectura de la envoltura
celular. Las Gram-negativas, con su membrana externa rica en lipopolisacaridos, constituyen una
barrera mas exigente, por lo que tienden a requerir derivados mas anfifilicos y/o funcionalizados
(por ejemplo, Zn(II)-TCPP-Amp) para alcanzar una actividad PDT significativa. En cambio, las
Gram-positivas, especialmente S. epidermidis, muestran una mayor susceptibilidad tanto en
oscuridad como bajo irradiacion, probablemente debido a una pared de peptidoglicano mas
accesible a moléculas cargadas y a una menor proteccion frente a ROS.

Los resultados de esta seccion indican que:
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e La funcionalizacion con GABA vy, especialmente, con ampicilina mejora la
interaccion con las bacterias y potencia la respuesta fotodinamica.

e La metalacion con Zn(Il) es el factor que mas contribuye al incremento de la
eficacia PDT, mientras que Ni(II) tiende a atenuarla.

e El hibrido Zn(II)-TCPP-Amp emerge como el sistema mas prometedor por
combinar baja CMI, altos factores de fotoactivacion y actividad relevante frente a
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, alinedndose con el objetivo de
desarrollar agentes duales con potencial para el control de coinfecciones

bacterianas en leishmaniasis cutanea.

5.3 Comparacion entre actividad antileishmania y antibacteriana

La evaluacion paralela de los derivados porfirinicos funcionalizados (TCPP—Ester, TCPP—
GABA y TCPP-Amp) y sus complejos metalicos permite comparar su desempefio frente a dos
sistemas bioldgicos con arquitecturas celulares marcadamente diferentes: bacterias (Gram-
positivas y Gram-negativas) y el parasito de Leishmania amazonensis. En ambos casos, la
irradiacion incrementa la eficacia de un subconjunto de compuestos, consistente con un
mecanismo fotodindmico mediado por especies reactivas de oxigeno (ROS), principalmente

oxigeno singlete (*O2), cuyos blancos incluyen envolturas celulares, proteinas y acidos nucleicos.

5.3.1 Similitudes en susceptibilidad: efecto transversal de ROS y dependencia de
biodisponibilidad
En bacterias y Leishmania, la PDT depende de tres factores comunes: (i) absorcion efectiva

en la ventana espectral usada, (i1) rendimiento de formacion del estado triplete y de ROS, y (ii1)
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biodisponibilidad del fotosensibilizador en el microambiente celular (acercamiento/adhesion,
internalizacion y localizacion en sitios vulnerables). En términos mecanisticos, la inactivacion
fotodinamica se explica por la oxidacion de lipidos y proteinas de membrana, con disrupcion de la
integridad y pérdida de funciones esenciales (permeabilidad, transporte, homeostasis redox),
fenomeno ampliamente descrito para PDT antimicrobiana (Hamblin & Hasan, 2004; Wainwright
etal., 2017).

En Leishmania, ademas del dafio de membrana, el impacto de ROS se manifiesta en
blancos intracelulares caracteristicos de protozoos, como la mitocondria tnica (y su potencial de
membrana) y el kinetoplasto; por ello, el efecto observado bajo irradiacion depende criticamente
de la internalizacidon y localizacion subcelular del fotosensibilizador, ademés de su eficiencia
fotofisica (Aureliano et al., 2018; Basmaciyan & Casanova, 2019; Jiménez-Ruiz et al., 2010;

Zangger et al., 2002).

5.3.2 Diferencias en susceptibilidad: barreras estructurales y blancos celulares predominantes

a) Bacterias: envoltura celular como blanco primario y diferencias Gram+ vs Gram—.

Los resultados del presente trabajo muestran, en general, mayor sensibilidad bacteriana que
la observada en Leishmania (CMI en el rango de pocos a decenas de puM, frente a ICso
antileishmania predominantemente en decenas a centenas de pM; Tabla 12 a Tabla 14). Esta
tendencia es coherente con que, en PDT antimicrobiana, la envoltura celular es un blanco accesible
y critico: basta un dafio oxidativo suficiente en membrana/pared para comprometer viabilidad
(Hamblin, 2016; Maisch, 2015; Wainwright et al., 2017).

Las bacterias Gram-negativas presentan una barrera adicional (membrana externa rica en

lipopolisacaridos) que restringe la penetracion de compuestos hidrofobicos o neutros, por lo que
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la eficacia PDT tiende a depender mas de anfifilicidad/carga y de estrategias que favorezcan
permeacion; esto se refleja en el conjunto de compuestos evaluados en la necesidad de derivados
mas “efectivos” (p. ej., hibridos/metalados) para obtener reducciones claras de CMI en E. coli y
K. pneumoniae (Tabla 13 y Tabla 14). En cambio, las Gram-positivas (sin membrana externa)
suelen ser mas accesibles a fotosensibilizadores y, en este caso, S. epidermidis mostrd
susceptibilidad intrinseca muy alta incluso en oscuridad, dejando poco margen adicional a la
irradiacion (do Prado-Silva et al., 2022; Hamblin, 2016; Wainwright et al., 2017).

Ademés, la composicion de la pared celular y la densidad de grupos cargados influyen en
la adsorcion inicial del fotosensibilizador. En las Gram-positivas, la presencia de acidos teicoicos
y lipoteicoicos facilita la interaccion electrostatica con compuestos anidnicos o neutros, mientras
que en las Gram-negativas la capa de lipopolisacéaridos actua como filtro selectivo. La generacion
de ROS en la superficie bacteriana produce peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas de
membrana y dafio en el ADN por difusion de radicales, lo que explica la rdpida pérdida de
viabilidad tras la irradiacion. Asimismo, la capacidad de algunos complejos metalicos para alterar
la permeabilidad o inducir estrés oxidativo basal podria potenciar el efecto fotodinamico,
generando sinergias entre toxicidad quimica y fotoquimica (Acosta et al., 2025; Hamblin, 2016;

Hamblin & Abrahamse, 2020; Subash et al., 2025).

b) Leishmania: membrana + organelos como blancos y mayor complejidad eucariota.
En Leishmania, ademas del dafio de membrana, la eficacia depende de alcanzar blancos
intracelulares (mitocondria/kinetoplasto), y de superar fendomenos como agregacion del
fotosensibilizador en medio acuoso, distribucion subcelular heterogénea y posibles mecanismos

antioxidantes. Esto contribuye a que, aun observandose incremento bajo irradiacion (reflejado
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como P.I. > 1 en 5.1, por ejemplo, Zn(II)-TCPP-GABA, Tabla 12), el rango de ICso permanezca
mas alto que las CMI antibacterianas.

La membrana plasmatica del parasito, rica en esteroles y glicoconjugados, constituye una
barrera mas compleja que la bacteriana, y su composicion puede modular la insercion del
fotosensibilizador. Una vez internalizado, el compuesto debe localizarse en organelos sensibles a
ROS; la mitocondria, por su alto contenido en lipidos insaturados y su papel en la produccion de
energia, es un blanco preferente (Miranda et al., 2017; Uliana et al., 2018; Ullah et al., 2024). La
oxidacion de componentes mitocondriales conduce a la pérdida del potencial de membrana,
liberacion de citocromo ¢ y, finalmente, apoptosis o necrosis del pardsito. Adicionalmente,
Leishmania posee sistemas antioxidantes (tripanotiona, superoxido dismutasa, peroxidasas) que
pueden neutralizar parcialmente las ROS generadas, reduciendo la eficacia fotodindmica. Por ello,
la optimizacion de la PDT en este modelo requiere no solo maximizar la generacion de ROS, sino
también favorecer la acumulacion selectiva del fotosensibilizador en sitios vulnerables y

minimizar su agregacion en el medio biologico.

5.3.3 Influencia de la metalacion: ROS, permeabilidad y selectividad biologica

La metalacion del ntcleo porfirinico modula simultdneamente (i) las propiedades
fotofisicas asociadas a la eficiencia fotoquimica —poblacion y vida media del estado triplete, asi
como el rendimiento de generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)— vy (ii) propiedades
fisicoquimicas determinantes para la interaccion con sistemas bioldgicos, como la carga efectiva,
la anfifilicidad, la tendencia a la agregacion, la posibilidad de coordinacion axial y la rigidez

conformacional del macrociclo. En conjunto, estos factores controlan no solo cuanta ROS se
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genera, sino también la biodisponibilidad y la localizacion del fotosensibilizador, determinantes

directos de la selectividad biologica.

Zn(II): los complejos de Zn(II) emergen como los moduladores mas consistentes de
la respuesta bajo irradiacion en ambos modelos bioldgicos evaluados, pero con
indicadores diferentes segun el sistema. En Leishmania amazonensis, Zn(11)-TCPP—
GABA presenta el mayor indice de fotoirritacion (P.1.) dentro del conjunto propio del
estudio, reflejando un balance favorable entre toxicidad en oscuridad y aumento del
efecto bajo irradiacion. En bacterias, por su parte, Zn(I[)-TCPP-Amp destaca
especialmente frente a K. pneumoniae y cepas Gram-positivas, lo cual sugiere una
combinacion 6ptima de desempefio fotodinamico y acceso a la envoltura bacteriana
(Amos-Tautua et al., 2019; Andrade et al., 2018; De Oliveira De Siqueira et al., 2017,
Subash et al., 2025).

Ni(II): los complejos de Ni(Il) muestran tendencia a atenuar el efecto bajo irradiacion
(en bacterias, F.D. moderados o ausencia de mejora; y en Leishmania varios 1Cso no
alcanzados, con P.I. no determinable). Esto comportamiento es consistente con una
menor contribucion fotoquimica efectiva atribuible a desactivacion no radiativa del
estado excitado, lo que reduce la produccion neta de ROS disponibles para dafio
bioldgico (Maisch, 2015; Subash et al., 2025). En términos fotofisicos, la insercion de
Ni(Il) en el nucleo porfirinico suele inducir una desactivacion eficiente del estado
triplete debido a procesos de conversion interna y acoplamiento espin-orbita que
facilitan la disipacion no radiativa de la energia excitada. Como consecuencia, la
generacion de oxigeno singlete y otras ROS se ve significativamente reducida, lo que

explica la baja fotopotenciacion observada.
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e Sn(IV): se observa un comportamiento intermedio y dependiente del
sistema/funcionalizaciéon. En bacterias, Sn(IV) mejora algunos derivados (por
ejemplo, Sn(IV)-TCPP-GABA y Sn(IV)-TCPP—Amp en ciertas cepas), mientras que
en Leishmania varios complejos Sn(IV) no alcanzan el 50% bajo las condiciones
empleadas (Tabla 12). Una explicacion plausible es que la coordinacion axial y la
geometria fuera del plano modulen agregacion y acoplamiento con la membrana de
manera distinta en bacterias. Sin embargo, en sistemas eucariotas como Leishmania,
estas mismas caracteristicas pueden limitar la internalizacion eficiente o la localizacion
subcelular en organelos sensibles, disminuyendo el efecto fotoinducido observado.
Asi, Sn(IV) acttia como un modulador selectivo cuya contribuciéon depende
criticamente del equilibrio entre accesibilidad, permeabilidad y localizacion
intracelular. (Lovins et al., 2025; Maisch, 2015; Subash et al., 2025).

Estos patrones indican que la selectividad bioldgica no depende solo de “producir mas

ROS”, sino de donde y como se generan: en bacterias, la proximidad a la pared celular basta para
un efecto letal; en Leishmania, la respuesta mejora cuando el fotosensibilizador logra un balance

entre baja toxicidad oscura y acceso eficiente a blancos intracelulares (ej., Zn(1I)-TCPP-GABA).

5.4 Prediccion in silico del perfil farmacocinético y toxicologico

Con el fin de obtener una primera aproximacion al comportamiento farmacocinético y al
perfil de seguridad de la serie porfirinica sintetizada, se realizaron estudios in silico de ADME y
ADMET utilizando de manera complementaria las plataformas SwissADME, ADMET]Iab 2.0 y
Deep-PK. SwissADME permiti6 estimar parametros clasicos de “drug-likeness”, permeabilidad y

absorcion para los derivados TCPP—Ester, TCPP-GABA y sus complejos metalicos de Zn(II),
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Ni(Il) y Sn(IV), mientras que ADMET]Iab 2.0 y Deep-PK se emplearon para predecir propiedades
ADME y multiples parametros toxicologicos para TCPP—Ester, TCPP-GABA y el hibrido TCPP—
Amp, este tltimo no admisible en SwissADME por la longitud de su cadena SMILES. En el caso
de los complejos metalicos, ADMETIab 2.0 y Deep-PK solo aceptaron las estructuras sin estafio,
de modo que los complejos de Sn(IV) tinicamente pudieron ser evaluados en SwissADME. Los

resultados numéricos integrados de las tres plataformas se resumen en las Tabla 15-Tabla 18.

5.4.1 Propiedades fisicoquimicas y espacio de “drug-likeness”

Los tres ligandos porfirinicos evaluados (TCPP—Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp) se
caracterizan por pesos moleculares muy elevados, superficies polares topologicas (TPSA) extensas
y un elevado nimero de aceptores y donadores de enlace de hidrogeno, muy por encima de los
valores tipicamente recomendados por la regla de los cinco de Lipinski (MW < 500, HBA < 10,
HBD < 5) y reglas relacionadas (GSK, Golden Triangle). Tanto ADMETIab 2.0 como Deep-PK
coinciden en situar estos compuestos fuera del espacio quimico habitual de fArmacos orales, con
multiples violaciones simultaneas de dichas reglas y valores de QED muy bajos, indicativos de un
perfil de “drug-likeness” poco favorable para uso oral. Los pardmetros fisicoquimicos y de drug-
likeness de los ligandos TCPP—Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp obtenidos mediante
SwissADME, ADMETIab 2.0 y Deep-PK se resumen en la Tabla 15.

De acuerdo con ADMETIab 2.0, TCPP-GABA presenta pesos moleculares > 1000 Da,
TPSA superior a 300 A2 y multiples violaciones simultaneas de Lipinski, GSK y Golden Triangle,
con un QED de 0,025, que reflejan un perfil de “drug-likeness” poco favorable para un farmaco
oral convencional. Un comportamiento analogo se observa para TCPP—Ester y TCPP—Amp, que

también son rechazados por la regla de Lipinski y por los filtros de GSK y Golden Triangle y



COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 274

muestran ademas varias alertas de reactividad (ALARM NMR, BMS). Estas tendencias globales
son reproducidas por Deep-PK, que clasifica igualmente estos ligandos como moléculas de muy
baja “drug-likeness”, confirmando que se alejan del espacio quimico de compuestos “lead-like” o
“drug-like” y se acercan mas al de fotosensibilizadores macrociclicos.

Adicionalmente, los complejos metalicos de Zn(II) y Ni(I) derivados de TCPP—Ester y
TCPP—-GABA muestran en SwissADME y Deep-PK aumentos adicionales de peso molecular y
TPSA con respecto a los ligandos libres, asi como un numero igual o mayor de violaciones de las
reglas de drug-likeness (Tabla 15). En el caso de los complejos de Sn(IV), solo se dispone de las
predicciones de SwissADME, que muestran la misma tendencia cualitativa. Ello situa a toda la
serie en un espacio quimico mas proximo al de fotosensibilizadores porfirinicos macromoleculares
que al de farmacos orales cléasicos, en concordancia con lo descrito para otros porfirinoides
utilizados en terapia fotodinamica.

Tabla 15

Propiedades fisicoquimicas y parametros de drug-likeness predichos por SwissADME,
ADMETIab 2.0 y Deep-PK para los ligandos TCPP—Ester, TCPP—-GABA y el hibrido TCPP-Amp.

, Platafi
Propiedad TCPP—Ester ~ TCPP-GABA TCPP-Amp atatorma
principal
Formula Ce6aH42N3sO16 Ce6sHssNsO12 Ci2s8H126N20024S4 SwissADME
Peso molecular SwissADME /
1179. 1131.1 2454 .81
(g-mol™) 79-06 3119 >4.8 ADMETlab 2.0
Num. atomos 88 84 176 SwissADME
pesados
Fracciéon Csp® .
0.12 0.19 - S ADME
(SwissADME) WIS
Fsp® ADMETIab 2.0
0.125 0.1 0.312
(ADMETIab) 88 / Deep-PK
SwissADME /
Enlaces rotables 16 28 56 ADMETlab 2.0
Aceptores de H 13 14 44 SwissADME /
(HBA) ADMETIab 2.0
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, Plataf

Propiedad TCPP-Ester TCPP-GABA TCPP-Amp atalorma
principal

Donadores de H ) 10 13 SwissADME /

(HBD) ADMETlab 2.0
SwissADME /

2

TPSA (A?) 311.02 321.90 637.00 ADMETlah 2.0

logP 6.221 5.174 9.301 ADMETlab 2.0

(octanol/agua)

logS (solubilidad

acuosa, log —3.124 —3.436 —0.868 ADMETIab 2.0

mol-L™)
ADMETlab 2.0

ED 0.109 0.025 0.012

Q / Deep-PK

SA score

(facilidad de 6.131 5.651 9.162 ADMETlIab 2.0

sintesis)

MCE-18 166.67 110.00 443 .48 ADMETlIab 2.0

Bioavailabili

ioavailability 0.17 0.11 _ SwissADME
Score
No: 2 No; 3 violaciones
’ ’ Rech M
Reela de Lipinski violaciones (MW>500, TIf ; Aarzfja E‘uezci’e SwissADME /
g P (MW>500, NorO>10, ranyo) ADMETlab 2.0
NorO>10) NHorOH>5) £

Nota: TPSA = Topological Polar Surface Area, QED = Quantitative Estimate of Drug-

likeness, SAscore = Synthetic Accessibility Score, Fsp* = fraccion de carbonos sp°.

5.4.2 Absorcion gastrointestinal y distribucion

Los parametros de absorcion predichos por ADMETIab 2.0 indican una permeabilidad
intestinal limitada para TCPP—Ester y TCPP-GABA. En ambos casos, la permeabilidad en Caco-
2 se encuentra por debajo del umbral considerado 6ptimo (—5.15 log unidades), y la permeabilidad
MDCK se sitia en el rango de baja a media (= 1x10°-3%x107¢ cm-s™"). Ademés, TCPP-GABA
presenta una probabilidad relativamente alta de pertenecer a la categoria de baja absorcion

intestinal (HIA+; probabilidad 0.164), mientras que para TCPP—Ester la probabilidad de HIA+ es
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intermedia (0.561) y, en ambos casos, la probabilidad de biodisponibilidad oral <20-30 % (F20%+
y F30%+) es elevada. Estos datos apuntan a una absorcion oral limitada, coherente con su alto
peso molecular y gran TPSA. Deep-PK reproduce este patron de baja absorcion oral, clasificando
igualmente a TCPP—Ester y TCPP-GABA en rangos de permeabilidad reducida y baja
probabilidad de biodisponibilidad elevada.

El hibrido TCPP—Amp muestra un comportamiento algo distinto: a pesar de su tamafio
extremo y complejidad estructural, ADMETIab predice una absorcion intestinal humana (HIA)
alta (probabilidad 1.0), pero con probabilidad moderada de biodisponibilidad oral <30 % (F30%+
~ 0.69), lo que sugiere que la fraccion realmente biodisponible tras administracion oral seguiria
siendo reducida. Deep-PK, si bien utiliza algoritmos diferentes, coincide en sefalar una absorcion
intestinal no despreciable pero acompafiada de una biodisponibilidad global limitada, de manera
consistente con la combinacion de tamafio elevado, alta polaridad y unioén casi cuantitativa a
proteinas plasmaticas. Los parametros de absorcion intestinal humana (HIA), permeabilidad Caco-
2 y MDCK, biodisponibilidad oral (F20% y F30%), union a proteinas plasmaticas (PPB), fraccion
libre y volumen de distribucion predichos por ADMETIab 2.0 y Deep-PK para los tres ligandos se
presentan en la Tabla 16.

En todos los casos, ADMETlIab 2.0 predice que los compuestos actian como sustratos de
la glicoproteina P (Pgp), y TCPP—Ester y TCPP—Amp se clasifican ademas como inhibidores de
Pgp con probabilidades muy elevadas, lo que implica la existencia de un importante componente
de transporte activo de eflujo y posible riesgo de interacciones farmacoldgicas mediadas por este
transportador. Las predicciones de Deep-PK para el transporte por Pgp y pardmetros relacionados
son concordantes en términos cualitativos, reforzando la idea de que el transporte activo podria

limitar atin mas la fraccion efectivamente absorbida y distribuir los compuestos de manera
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preferente hacia compartimentos donde Pgp se expresa de forma abundante (intestino, barrera
hematoencefalica, higado).

En cuanto a la distribucion, ADMETIab predice una unién a proteinas plasmaticas (PPB)
extremadamente alta para TCPP—Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp (valores calculados > 100 %
en el modelo, que reflejan practicamente una fraccion libre despreciable), con fracciones no ligadas
(Fu) <1 % en todos los casos. El volumen de distribucion (VD) se sitta en el rango bajo-medio (=
0.2-1.1 L-kg™), compatible con una distribucion preferente al compartimento vascular combinada
con una fuerte retencion ligada a proteinas séricas. Deep-PK predice también PPB muy elevadas,
fracciones libres muy bajas y volumenes de distribuciéon moderados, lo que confirma que el
comportamiento de estos compuestos estard fuertemente condicionado por la fraccion ligada a
proteinas.

De forma consistente, la probabilidad de penetracion en barrera hematoencefalica (BBB+)
es practicamente nula (valor 0.0 para los tres ligandos en ADMET]lab), lo que anticipa ausencia de
distribucion significativa al sistema nervioso central y un bajo riesgo de efectos adversos
neurolégicos centrales. Los resultados de SwissADME para los derivados TCPP—Ester, TCPP—
GABA y sus complejos metalicos son congruentes con este comportamiento: la combinacion de
elevado TPSA y alto nimero de centros polares sitia a todos los compuestos fuera de la region de
alta absorcion del modelo BOILED-Egg y predice ausencia de permeacion significativa de BBB,

en linea con lo esperado para porfirinas polianionicas y fuertemente funcionalizadas.
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Tabla 16

278

Pardmetros de absorcion y distribucion predichos por ADMETlab 2.0, Deep-PK y
SwissADME para los ligandos TCPP—Ester, TCPP—GABA y TCPP-Amp.

Pardmetro TCPP_Ester ~TCPP-GABA TCPP-Amp  Origel
principal
Caco-2 permeability (log 5387 6,079 6.826 ADMETIab
Papp) 2.0
ADMETlab
MDCK ilit -s7! 1.0x107% .0x107¢ .0x1076
CK permeability (cm-s™) 0x10 3.0x10 3.0x10 2.0 / Deep-PK
ADMETI
HIA (prob. HIAY) 0.561 0.164 1.000 20 ab
F30% (prob. F30%*, biodisp. ADMETIab
L. .1 .691
<30 %) 000 0.168 0.69 20
GI absorption (alta/baja) Low Low n.d. SwissADME
ADMETI
Pgp-substrate (prob.) 0.958 1.000 1.000 ’0 ab
ADMETlab
Pgp-inhibi . 1. . .
gp-inhibitor (prob.) 000 0.000 0.995 2.0 / Deep-PK
P-gp substrate (Si/No) Si Si n.d. SwissADME
PPB (% union a proteinas ADMETIab
103.5 % 105.9 % 111.5 %
plasmaticas) ° ° ° 2.0/ Deep-PK
Fu (% fraccion libre en ADMETIab
0.669 ¢ 0.060 ¢ 0.045 ¢
plasma) o & o 2.0/ Deep-PK
ADMETIab
D (L-kg! 222 1.1 1.092
VD (L-kg™) 0 93 09 2.0/ Deep-PK
ADMETIab
BBB penetration (prob. BBB*) 0.0 0.0 0.0 20 a
BBB permeant (Si/No) No No n.d. SwissADME
logKp piel (cm-s™) -9.03 -8.27 n.d. SwissADME

Nota: n.d.: no disponible (SwissADME no acepta TCPP—Amp por la longitud del

SMILES); HIA" y F30%" son categorias de ADMETIab 2.0 (probabilidad de baja absorcion

intestinal y de biodisponibilidad oral <30 %, respectivamente); PPB: Plasma Protein Binding; Fu:
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fraccion no ligada en plasma; VD: volumen aparente de distribucion; BBB: penetracion en barrera

hematoencefalica; logKp: permeacion cutanea.

En la Tabla 17 se resumen los parametros fisicoquimicos y farmacocinéticos basicos
predichos por SwissADME para los complejos metélicos de Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV), que muestran
la misma tendencia general que los ligandos libres pero con pesos moleculares y TPSA aun
mayores.

Tabla 17

Propiedades fisicoquimicas y parametros farmacocinéticos predichos por SwissADME
para los ligandos TCPP—Ester, TCPP—GABA y sus complejos metalicos de Zn(1l), Ni(ll) y Sn(IV).

Zn— i— — Zn— i— -
Propiedad / Compuesto ;sctf:)_ "!"EPP— 1;23PP— "S;ETPP— 2(;1]’31;— TI(ITPP— 1"l\flCPP— "inCPP—

Ester Ester Ester GABA GABA GABA
MW (g-mol™) 1179.06 1242.43 1235.74 n.d. 1131.19 1194.56 1187.87 1318.78
TPSA (A?) 311.02 27444 27444 nd. 321.90 28532 28532 29224
Num. HBA 18 16 16 n.d. 14 12 12 12
Num. HBD 2 0 0 n.d. 10 8 8 8
Enlaces rotables 16 16 16 n.d. 28 28 28 28
g:‘is:s‘:]gME) l0gP o8 165 164 nd 582 257 257 459
GI absorption (alta/baja) Baja Baja Baja n.d. Baja Baja Baja Baja
BBB permeant (Si/No) No No No n.d. No No No No
P-gp substrate (Si/No) Si Si Si n.d. Si Si Si Si
Bioavailability Score 0.17 0.11 0.11 n.d. 0.11 0.11 0.11 0.11

Lipinski (violaciones) No(2) No(2) No(2) nd. No(B) No(3) No(3) No(d
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Nota: n.d.: no disponible (SwissADME no acepté el SMILES del complejo Sn—TCPP-—

Ester, por lo que no se generan descriptores para este compuesto).

5.4.3 Metabolismo y excrecion

En términos de metabolismo, ADMETIab 2.0 predice una participaciéon relativamente
limitada de la mayoria de las isoenzimas CYP estudiadas, con probabilidades bajas de inhibicién
o metabolismo por CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4 para los tres ligandos. No obstante,
TCPP—Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp se predicen como sustratos probables de CYP2C9, con
probabilidades entre moderadas y muy altas (0.59-0.99), lo que indica que esta isoenzima podria
contribuir de forma relevante a su biotransformacion y potencialmente convertirse en un punto de
interaccion farmacologica en caso de coadministracion con inhibidores o inductores potentes de
CYP2C9. Deep-PK reproduce la tendencia de baja implicacién de la mayoria de las isoformas
CYP y senala también a CYP2C9 como una de las rutas metabdlicas mas probables para estos
sistemas, reforzando la necesidad de considerar esta isoenzima en futuros estudios de metabolismo
y posibles interacciones. Los resultados detallados de metabolismo (interaccidon con isoenzimas
CYP), aclaramiento y semivida de eliminacion para los tres ligandos se presentan, junto con los
principales endpoints toxicologicos, en la Tabla 18.

Las predicciones de aclaramiento total (CL) por ADMETIab son bajas para TCPP—Ester y
TCPP-GABA (= 0.8-1.6 mL-min'-kg™"), con probabilidades bajas de presentar una semivida
plasmatica prolongada (> 3 h) en TCPP—Ester y moderadas en TCPP-GABA, lo que sugiere una
eliminacion relativamente lenta pero dominada por la fraccion fuertemente ligada a proteinas.
ADMETlab predice para TCPP—Amp un perfil de excrecion similar, con aclaramiento bajo-

moderado y semivida corta, coherente con su tamaio, alta polaridad y fuerte union a proteinas



COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS

281

plasmaticas. Deep-PK coincide globalmente con este perfil de eliminacion lenta y aclaramiento

bajo-moderado, de manera coherente con la elevada unién a proteinas y el volumen de distribucion

moderado.

Tabla 18

Predicciones de metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) por ADMETlab 2.0y Deep-

PK para los ligandos TCPP-Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp.

Plataforma /

Parametro / endpoint TCPP-Ester TCPP-GABA TCPP-Amp . .,
codificacion
Metabolismo
ADMETIab 2.0 +
YP2C9 inhibi . .031 51 104 . .
C C9 inhibidor (prob.) 0.03 0.515 0.10 codificacion Deep-PK
ADMETlIab 2.0 +
YP2 . . . .992 . .
C C9 sustrato (prob.) 0.836 0.58 0.99 codificacién Deep-PK
Excrecion

CL (mL-min"'-kg™")* 1.586 (bajo)

T, — prob. vida media larga >

1h 0.032 (corta)

0.801 (bajo)

0.669

(tendencia mas 0.039 (corta)

0.735 (bajo)

ADMETlab 2.0
(clasificacion: CL <5
= bajo)

ADMETlab 2.0 +
codificacion Deep-PK

prolongada)

Toxicidad cardiovascular / hepatica
hERG blockers (prob. bloqueo ADMETlab 2.0 +
canal hERG) 0.053 0.230 0.002 codificacion Deep-PK

i . 0+
H-HT (hepatotoxicidad 0.941 0.999 0.999 A.DME.’lr"lab 2.0
humana, prob.) codificacion Deep-PK

.y , . . . . +

DILI’(leswn hepatica inducida 0.987 0.997 1,000 A.DME.’lr"lab 2.0
por farmacos) codificacion Deep-PK
Genotoxicidad y carcinogenicidad (ensayo Ames)

AME ici LA ADMETIab 2.0 +
ES toxicity (prob. Ames 0.125 0.016 0.000 DMETIab 2.0
positivo) codificacion Deep-PK

Toxicidad aguda y otras toxicidades
Toxici 1 ADMETIab 2.0 +
oxicidad aguda oral en rata 0.982 0.969 0.956 ab 2.0

(prob. alta toxicidad)

codificacion Deep-PK
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; Plataforma /
Parametro / endpoint TCPP—Ester TCPP-GABA TCPP-Amp atarorma

codificacion
FDAMDD (prob. FDAMDD ADMETIab 2.0 +
91 . . . .
) 0918 0.936 0.003 codificacion Deep-PK
Sensibilizacion cutanea (prob. ADMETlab 2.0 +
981 .02 .
sensibilizante) 0.98 0.026 0.000 codificacion Deep-PK
. . . N
T’O).<1c1dad r.esplrgtorla (prob. 0.914 0.026 0.000 A.DME'”lr"lab 2.0
tdxico respiratorio) codificacion Deep-PK

5.4.4 Perfil toxicologico in silico

En relacion con la seguridad, ADMETIab 2.0 predice para TCPP—Ester y TCPP-GABA
probabilidades muy elevadas de hepatotoxicidad humana (H-HT) y de lesién hepatica inducida
por farmacos (DILI), con valores cercanos a 1.0 en ambos casos (ver Tabla 18). Para TCPP—Ester
se prevé ademads alta toxicidad aguda oral en rata, sensibilizacién cutanea, carcinogenicidad y
toxicidad respiratoria con probabilidades igualmente altas, lo que sefiala la presencia de motivos
estructurales potencialmente problematicos desde el punto de vista toxicoldgico. De forma
cualitativa, Deep-PK sitia también a TCPP—Ester en un escenario de riesgo elevado para
desenlaces hepatotoxicos y de DILI, corroborando la sefial de alerta proporcionada por
ADMET]lab.

En contraste, TCPP-GABA, si bien mantiene una probabilidad muy alta de
hepatotoxicidad y DILI, presenta valores muy bajos para la mayoria de los demds desenlaces
toxicoldgicos (carcinogenicidad, sensibilizacion cutdnea, toxicidad ocular y respiratoria), lo que
sugiere un riesgo menos censurado en estos apartados. El hibrido TCPP—Amp, por su parte,
combina una probabilidad alta de toxicidad aguda oral y de hepatotoxicidad/DILI con valores muy
bajos para carcinogenicidad, sensibilizacion cutanea y mutagenicidad (AMES negativo), y muestra

varias alertas de reactividad (ALARM NMR, BMS) asociadas a grupos funcionales
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potencialmente electrofilicos. Las predicciones de Deep-PK para TCPP-GABA y TCPP—Amp son
coherentes con este patron general: riesgo elevado centrado en la esfera hepatica (H-HT y DILI) y
riesgo relativamente bajo en otros desenlaces toxicologicos, si bien con la presencia de algunas
alertas estructurales que recomiendan prudencia en el disefio de formulaciones sistémicas.

Tal como se resume en la Tabla 18, TCPP—Ester y TCPP—-GABA muestran probabilidades
muy elevadas de hepatotoxicidad humana y DILI (valores > 0,94), mientras que TCPP—Amp
combina un riesgo hepatico alto con baja probabilidad de carcinogenicidad y mutagenicidad.

Estas predicciones deben interpretarse a la luz de los criterios internos de ADMETlIab 2.0,
que utiliza modelos de clasificacion probabilisticos para H-HT, DILI y otros desenlaces,
considerando valores > 0.7 como indicativos de riesgo elevado (++), asi como de la escala de
simbolos empleada en los informes (--- a +++ para probabilidades crecientes). En ese contexto, la
serie porfirinica estudiada muestra un riesgo tedrico alto de toxicidad hepatica, que resulta

especialmente relevante si se plantean formulaciones de administracion sistémica repetida.

5.4.5 Implicaciones para el desarrollo de los hibridos porfirina—ampicilina

En conjunto, los estudios in silico de SwissADME, ADMETlIab 2.0 y Deep-PK muestran
que los derivados TCPP—Ester, TCPP-GABA, TCPP—-Amp y sus complejos metalicos se sitian
claramente fuera del espacio quimico tipico de farmacos orales “drug-like”: presentan pesos
moleculares y TPSA muy altos, multiples violaciones de las reglas de drug-likeness, absorcion
intestinal limitada o moderada, unidén a proteinas plasmaticas casi cuantitativa y ausencia de
penetracion en BBB. Estos rasgos apuntan a una biodisponibilidad oral baja y a un comportamiento
farmacocinético dominado por la fraccion ligada a proteinas, caracteristicas compartidas con otros

fotosensibilizadores porfirinicos utilizados en terapia fotodinamica.
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Desde la perspectiva del disefio farmacolégico, los resultados sugieren que la
administracion oral no es la via mas adecuada para esta familia de compuestos, mientras que
formulaciones parenterales (intravenosas) o locales (topicas, intralesionales) aparecen como
opciones mas realistas, especialmente en el contexto de aplicaciones fotodinamicas
antimicrobianas y antiprotozoarias donde la entrega localizada del fotosensibilizador es factible.
Por otra parte, las alertas de hepatotoxicidad y DILI predichas in silico indican que sera esencial
caracterizar experimentalmente el perfil de seguridad hepatica y la posible dependencia de la dosis
y del régimen de irradiacion, asi como estudiar el impacto de la fuerte uniéon a proteinas
plasmaticas sobre la fraccion libre disponible durante los ensayos in vitro e in vivo.

Finalmente, estos resultados complementan los ensayos biologicos in vitro descritos en
este capitulo al proporcionar una vision integrada del comportamiento ADME/ADMET de la serie
y ayudan a priorizar estrategias futuras de formulacién y optimizacion estructural (por ejemplo,
reduccion del tamafio, aumento de la fraccion sp® o introduccion de fragmentos mas hidrofilos)
para acercar estos hibridos porfirinicos a un perfil farmacocinético y toxicoldgico mas compatible

con su eventual desarrollo preclinico y clinico.

5.5 Discusion integradora y perspectivas terapéuticas

El andlisis conjunto de la actividad antileishmania (Seccion 5.1), la actividad antibacteriana
(Seccion 5.2), su comparacion directa (Seccion 5.3) y la prediccion in silico del perfil
farmacocinético y toxicologico (Seccion 5.4) permite construir una vision integradora y coherente
del comportamiento biologico de los derivados porfirinicos sintetizados. Esta aproximacion global

no solo facilita la identificacion de tendencias claras de relacion estructura—actividad (SAR), sino
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que también permite delimitar las fortalezas y limitaciones de cada familia de compuestos y
proyectar su potencial aplicacion terapéutica en el contexto de la terapia fotodindmica (PDT)

En esta seccion se discuten de manera integrada los efectos de las principales propiedades
fisicoquimicas sobre la actividad biologica, se identifican las modificaciones estructurales mas
favorables y se analizan las implicaciones terapéuticas de los resultados obtenidos, con énfasis en

el desarrollo de fotosensibilizadores con accion dual antileishmania y antibacteriana.

5.5.1 Relacion entre propiedades fisicoquimicas y actividad biologica: SAR global

Los resultados obtenidos evidencian que la actividad biologica de los derivados
porfirinicos no depende de un Unico parametro estructural, sino del balance entre multiples
propiedades fisicoquimicas interrelacionadas, incluyendo solubilidad, tendencia a la agregacion,
hidrofobicidad, carga global, tamafio/volumen molecular y la naturaleza del metal central.

En términos de solubilidad y agregacion, los derivados mas hidrofobicos, representados
principalmente por la serie TCPP—Ester, mostraron una elevada actividad intrinseca en oscuridad,
atribuible a su mayor afinidad por membranas bioldgicas y a su capacidad de acumulacion celular.
Sin embargo, esta misma caracteristica favorece procesos de agregacion supramolecular en medios
acuosos, reduciendo la fraccion monomeérica fotoactiva y limitando la ganancia relativa obtenida
bajo irradiacion. En contraste, la introduccién de grupos mas polares, como GABA, disminuye la
toxicidad basal y amplia la ventana terapéutica, permitiendo que la activacion por luz sea el
principal determinante de la eficacia bioldgica.

La hidrofobicidad y la carga juegan un papel diferencial segun el sistema bioldgico
evaluado. En bacterias, especialmente Gram-negativas, la eficacia fotodinamica se ve favorecida

por un balance anfifilico que permita interaccion con la envoltura celular y, al mismo tiempo,
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superar la barrera de la membrana externa. En Leishmania, en cambio, la respuesta fotodinamica
mejora cuando el fotosensibilizador combina una toxicidad oscura moderada con la capacidad de
internalizarse y alcanzar blancos intracelulares sensibles a ROS, como la mitocondria y el
kinetoplasto.

El tamafio y volumen molecular también condicionan la biodisponibilidad. Derivados
voluminosos, como los hibridos TCPP—Amp, pueden presentar restricciones de difusiéon y mayor
tendencia a la agregacion; no obstante, en bacterias estos sistemas se benefician de la sinergia entre
el farmacoforo antibidtico y la generacion local de ROS, lo que compensa parcialmente estas
limitaciones estructurales y traduciéndose en una actividad antibacteriana potenciada bajo
irradiacion.

Finalmente, la coordinacion metalica emerge como uno de los factores mas determinantes
en la SAR global. Los complejos de Zn(II) mostraron de forma consistente los mejores perfiles
fotodinamicos, lo que se atribuye a su caracter diamagnético, a la eficiente poblacion del estado
triplete y a un mayor rendimiento de generacion de oxigeno singlete. En contraste, los complejos
de Ni(II) atenuaron sistematicamente la respuesta PDT, coherente con procesos de desactivacion
no radiativa del estado excitado. Los complejos de Sn(IV) exhibieron un comportamiento
intermedio y altamente dependiente de la funcionalizacion periférica y del sistema bioldgico
evaluado, lo que sugiere que la geometria fuera del plano y la coordinaciéon axial modulan la
agregacion y la interaccion con membranas de manera diferencial.

Desde una perspectiva integradora, los resultados permiten identificar como
modificaciones estructurales mas favorables:

(i) la funcionalizacién con grupos polares que reduzcan la toxicidad en oscuridad sin

comprometer la absorcion y la generacion de ROS;
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(ii) la metalacion con Zn(II) como estrategia Optima para maximizar la eficiencia
fotodinamica; y

(iii) la incorporacion de fragmentos bioactivos, como ampicilina, cuando se busca
potenciar la actividad antibacteriana mediante mecanismos duales.

En este contexto, Zn(II)-TCPP-GABA emerge como el derivado mas prometedor frente a
Leishmania amazonensis, mientras que Zn(II)-TCPP—Amp destaca como el sistema mas eficiente
frente a bacterias, especialmente Gram-negativas, consolidando dos familias de derivados con

perfiles bioldgicos claramente diferenciados pero complementarios.

5.5.2 Implicaciones para aplicaciones terapéuticas y perspectivas

Los resultados del presente capitulo evidencian el potencial de los derivados porfirinicos
estudiados como fotosensibilizadores duales, con actividad tanto antileishmania como
antibacteriana. Esta caracteristica resulta particularmente relevante en el contexto de la
leishmaniasis cutanea, donde las coinfecciones bacterianas secundarias son frecuentes y complican
el tratamiento convencional.

En bacterias, la elevada susceptibilidad observada —especialmente en cepas Gram-
positivas— confirma que la PDT basada en porfirinas puede constituir una alternativa o
complemento a los antibidticos clésicos, con la ventaja adicional de reducir la probabilidad de
desarrollo de resistencias. En Leishmania, aunque la respuesta fotodindmica es mas moderada, la
identificacion de sistemas con baja toxicidad en oscuridad y activacion eficiente bajo luz abre la
posibilidad de estrategias terapéuticas localizadas y selectivas.

Desde una perspectiva terapéutica, los hibridos porfirina—ampicilina representan un

enfoque particularmente atractivo, ya que integran en una sola entidad molecular la inhibicion
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quimica de la sintesis de pared celular y el dafio oxidativo inducido por ROS. Esta combinacion
sugiere posibles sinergias terapéuticas, donde la PDT podria potenciar la accidon del antibidtico o
restaurar su eficacia frente a cepas menos sensibles.

No obstante, el estudio presenta limitaciones inherentes. Los ensayos se realizaron
exclusivamente in vitro, por lo que factores como biodistribucion, estabilidad metabdlica,
penetracion tisular y respuesta inmune del hospedero no han sido considerados. Asimismo, la
agregacion de los fotosensibilizadores en medios bioldgicos complejos podria limitar su eficacia
in vivo, lo que resalta la necesidad de optimizar formulaciones, por ejemplo mediante sistemas de
liberacion controlada, nanoparticulas o conjugacion con vectores especificos.

En consecuencia, las perspectivas futuras incluyen:

(i) estudios in vivo en modelos de leishmaniasis cutanea e infecciones bacterianas;

(ii) evaluacion de la selectividad frente a células del hospedero;

(iii) optimizacion de formulaciones para mejorar solubilidad y biodisponibilidad; y

(iv) estudios mecanisticos mas profundos sobre localizacion subcelular y vias de muerte

inducidas por PDT.

5.6 Conclusiones del capitulo

En este capitulo se demuestra que los derivados porfirinicos funcionalizados y sus
complejos metalicos presentan perfiles bioldgicos diferenciados frente a Leishmania amazonensis
y bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, con una contribucién decisiva de la activacion
fotodindmica.

En el modelo antileishmania, la eficacia esta fuertemente condicionada por la amplitud de

la ventana terapéutica y la capacidad del fotosensibilizador para alcanzar blancos intracelulares,
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destacandose Zn(II)-TCPP—GABA como el sistema con mejor balance entre baja toxicidad en
oscuridad y aumento significativo del efecto bajo irradiacion. En el modelo antibacteriano, la PDT
mostré una mayor eficacia global, especialmente frente a bacterias Gram-positivas, y permitio
identificar a Zn(II)-TCPP—Amp como el derivado con el perfil mas prometedor, combinando bajas
CMl y altos factores de fotoactivacion.

La comparacion entre ambos sistemas evidencia que la PDT es intrinsecamente mas
eficiente en bacterias, donde la envoltura celular constituye un blanco directo y accesible, mientras
que en Leishmania 1la mayor complejidad eucariota exige un control mas fino de las propiedades
fisicoquimicas y de la localizacion subcelular del fotosensibilizador.

De esta forma, los resultados obtenidos respaldan el potencial de las porfirinas metaladas,
en particular las de Zn(II), como plataformas versatiles para el desarrollo de terapias fotodinamicas
contra infecciones parasitarias y bacterianas. Estos hallazgos sientan las bases para estudios in vivo
y para el disefio racional de nuevos fotosensibilizadores con mayor selectividad, eficacia y

proyeccion clinica.
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6. Conclusiones y Perspectivas

El presente capitulo integra y sintetiza los principales hallazgos obtenidos a lo largo de la
investigacion, estableciendo una vision global del aporte cientifico del trabajo en relacion con los
objetivos planteados. A partir de los resultados experimentales y del andlisis critico desarrollado
en los capitulos previos, se presentan las conclusiones generales sobre el disefio, la sintesis, la
caracterizacion y la evaluacion biologica de los derivados porfirinicos y sus complejos metalicos,
asi como las relaciones estructura—actividad identificadas en los modelos antileishmania y
antibacteriano.

Asimismo, se discuten las principales limitaciones del estudio, necesarias para
contextualizar el alcance de los resultados y evitar extrapolaciones no sustentadas, y se plantean
perspectivas futuras orientadas a la optimizacion de estos sistemas como fotosensibilizadores y
plataformas para terapias fotodindmicas. Este capitulo busca consolidar el aporte del trabajo al
campo de la quimica bioinorganica aplicada y a la investigacion en terapias fotodindmicas,
ofreciendo una base conceptual y experimental para desarrollos posteriores en contextos

parasitarios y bacterianos.

6.1 Conclusiones generales

El presente trabajo permiti6 el disefo, sintesis, caracterizacion y evaluacion biologica de
una nueva serie de derivados porfirinicos funcionalizados y sus complejos metélicos, con énfasis
en su potencial aplicacion como fotosensibilizadores en terapias fotodinamicas (PDT) frente a
Leishmania amazonensis y bacterias de relevancia clinica.

Desde el punto de vista quimico y estructural, se logr6é exitosamente la obtencion de los

ligandos TCPP—Ester, TCPP-GABA y TCPP—Amp, asi como de sus correspondientes complejos
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metalicos con Zn(II), Ni(Il) y Sn(IV). La caracterizacion espectroscopica y analitica confirmo la
integridad del macrociclo porfirinico, la funcionalizacion periférica esperada y la correcta
incorporacion del metal central, evidenciando la versatilidad sintética del enfoque empleado. Este
conjunto de resultados constituye un aporte solido al campo de la quimica bioinorganica aplicada,
particularmente en el desarrollo de sistemas hibridos con potencial terapéutico dual.

En relacion con la actividad antileishmania, los ensayos realizados en ausencia y presencia
de irradiacion permitieron diferenciar claramente la toxicidad intrinseca de la actividad inducida
por luz. Los resultados muestran que la mayoria de los derivados presentan actividad basal
moderada a baja en oscuridad, mientras que algunos sistemas exhiben una respuesta fotoinducida
significativa, dependiente tanto de la funcionalizacion periférica como del metal central. En este
contexto, Zn(II)-TCPP-GABA emergié como el derivado mas prometedor frente a Leishmania
amazonensis, al combinar una baja toxicidad intrinseca con una reduccion significativa del ICso
bajo irradiacion, lo que se traduce en una ventana terapéutica mas favorable.

En cuanto a la actividad antibacteriana, los resultados evidencian una mayor
susceptibilidad bacteriana frente a la PDT en comparacion con el modelo parasitario,
especialmente en bacterias Gram-positivas. La irradiacion produjo reducciones claras en las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) para varios derivados, destacandose los hibridos
TCPP-Amp y, de manera consistente, Zn(II)-TCPP—Amp, que mostraron los mejores perfiles
frente a Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae. Estos hallazgos respaldan el potencial
de los hibridos porfirina—antibidtico como fotosensibilizadores duales, capaces de combinar
mecanismos quimicos cldsicos con dafo oxidativo inducido por luz.

El anélisis comparativo entre ambos sistemas biologicos permitio establecer que la eficacia

fotodinamica depende criticamente de la arquitectura celular del blanco biologico. Mientras que
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en bacterias la generacion de ROS cerca de la membrana celular es suficiente para inducir la muerte
celular, en Leishmania la respuesta fotoinducida requiere un balance mas fino entre
biodisponibilidad, localizacion subcelular y eficiencia fotofisica, lo que explica los valores de ICso
mas elevados observados en el modelo parasitario.

Desde una perspectiva estructura—actividad (SAR), se concluye que:

e La metalacion con Zn(II) es el factor mas determinante para mejorar la eficiencia
fotodinamica, debido a su efecto favorable sobre la poblacion del estado triplete y
la generacion de especies reactivas de oxigeno.

e La funcionalizacion periférica con GABA favorece la selectividad antileishmania
al reducir la toxicidad en oscuridad y mejorar la respuesta bajo irradiacion.

e La conjugacion con ampicilina potencia de manera notable la actividad
antibacteriana, especialmente bajo condiciones PDT, aunque con un impacto mas
limitado frente a Leishmania.

e Los complejos de Ni(II) tienden a atenuar la respuesta fotodindmica, actuando mas
como sistemas de referencia para entender procesos de desactivacion no radiativa
que como candidatos terapéuticos.

e Los complejos de Sn(IV) presentan un comportamiento intermedio y altamente
dependiente del sistema bioldgico y de la funcionalizacion periférica.

Estos resultados confirman que el centro metidlico modula de manera decisiva las
propiedades fotofisicas y la eficiencia fotodindmica de los sistemas estudiados, validando el
analisis comparativo propuesto en los objetivos del trabajo.

Finalmente, los estudios in silico de pertfil farmacocinético y toxicoldgico complementan

los resultados experimentales y sugieren que, si bien estos sistemas no cumplen aun criterios
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estrictos de farmacos sistémicos, poseen caracteristicas compatibles con aplicaciones topicas o

locales, particularmente en el contexto de terapias fotodinamicas.

6.2 Limitaciones del estudio

A pesar de los aportes realizados en el disefio, sintesis, caracterizacion y evaluacion

biologica de los derivados porfirinicos y sus complejos metélicos, el presente estudio presenta una

serie de limitaciones que deben ser consideradas para una correcta interpretacion de los resultados

y para orientar trabajos futuros.

Las concentraciones necesarias para observar efectos biologicos significativos,
especialmente en el modelo antileishmania, se sitian en el rango de decenas a centenas
de micromolar. Si bien este comportamiento es comparable al reportado para otros
fotosensibilizadores porfirinicos en modelos parasitarios in vitro, limita la
extrapolacion directa de los resultados hacia aplicaciones terapéuticas sistémicas. Este
aspecto sugiere que los sistemas estudiados deben considerarse, en su estado actual,
como plataformas exploratorias mas que como candidatos farmacologicos listos para
aplicacion clinica.

Los estudios biologicos se realizaron exclusivamente en modelos in vitro, lo cual
impide evaluar pardmetros fundamentales asociados a la eficacia y seguridad en
sistemas complejos, tales como biodistribucion, metabolismo, estabilidad en fluidos
bioldgicos, interaccidon con el sistema inmune y posibles efectos toxicos en tejidos no
diana. En particular, en el caso de Leishmania amazonensis, no se abordo el modelo
intracelular (amastigotes en macrofagos), que representa una condicidon

bioldgicamente mas exigente y clinicamente relevante.
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e Aunque la actividad fotodinamica observada se interpret6 en términos de generacion
de especies reactivas de oxigeno, especialmente oxigeno singlete, no se realizaron
mediciones experimentales directas de ROS, ni estudios de localizacion subcelular de
los fotosensibilizadores. Por tanto, los mecanismos propuestos se sustentan en
correlaciones entre comportamiento fotodinamico, relaciones estructura—actividad y
antecedentes reportados en la literatura, lo que constituye una aproximacion razonable
pero indirecta.

e La tendencia a la agregacion de algunos derivados porfirinicos, particularmente
aquellos con mayor caracter hidrofobico es otra limitacion relevante. Aunque este
fenomeno fue considerado en la interpretacion de los resultados y discutido en
términos de eficiencia fotodinamica, no se realizaron estudios fisicoquimicos
especificos (por ejemplo, DLS, microscopia o espectroscopia dependiente de
concentracion) que permitieran cuantificar de manera directa el grado de agregacion
en medios biologicos.

e La evaluacion del perfil farmacocinético y toxicologico se basd en predicciones in
silico, las cuales, aunque utiles como herramienta de cribado temprano, no sustituyen
estudios experimentales in vivo o ex vivo. Estas predicciones deben interpretarse como
indicativas y no concluyentes respecto a la seguridad o viabilidad clinica de los
compuestos.

Finalmente, el disefio del estudio priorizd la comparacion sistemdtica entre
funcionalizacion periférica y metalacion, lo que implico trabajar con un numero limitado de

estructuras. Si bien esta estrategia permitid establecer tendencias claras de relacion estructura—



COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 295

actividad, restringe la posibilidad de identificar optimizaciones mas finas que podrian lograrse

mediante bibliotecas moleculares mas amplias o estrategias de disefio iterativo.

6.3 Perspectivas futuras

Los resultados obtenidos en el presente trabajo abren diversas lineas de investigacion

orientadas a la optimizacion y validacion del potencial de los derivados porfirinicos y sus

complejos metalicos como fotosensibilizadores con actividad bioldgica, particularmente en el

contexto de terapias fotodindmicas aplicadas a infecciones parasitarias y bacterianas. Con base en

esto, se proponen las siguientes lineas de trabajo futuro:

Optimizacion estructural de los fotosensibilizadores, enfocada en mejorar la eficiencia
fotodinamica y reducir las concentraciones requeridas para alcanzar efectos bioldgicos
relevantes. En este sentido, modificaciones adicionales en la funcionalizacion
periférica, tales como la introduccién de grupos idnicos, zwitterionicos o unidades
anfifilicas controladas, podrian contribuir a disminuir la agregacién en medios
acuosos, mejorar la biodisponibilidad y favorecer la localizacién en blancos celulares
especificos. Asimismo, la exploracion de otros metales diamagnéticos o de estados de
coordinacidn alternativos podria permitir ajustar finamente las propiedades fotofisicas
del macrociclo porfirinico.

Desde el punto de vista biologico, resulta pertinente extender la evaluacion hacia
modelos mas representativos, especialmente en el caso de Leishmania. Estudios
futuros podrian considerar ensayos en el modelo intracelular (amastigotes en
macrofagos), lo que permitiria valorar la capacidad de los fotosensibilizadores para

atravesar barreras celulares adicionales y actuar en un entorno bioldgicamente mas
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complejo. No obstante, estas aproximaciones deberan ir acompafadas de una
optimizacién previa de la potencia fotodinamica, dado que las concentraciones
efectivas observadas en este trabajo aun limitan la aplicabilidad directa en modelos in
Vivo.

e Evaluacion toxicologica experimental, tanto en condiciones irradiadas como no
irradiadas, utilizando modelos celulares no diana. Esto permitiria establecer con mayor
precision la ventana terapéutica y diferenciar entre toxicidad intrinseca y fototoxicidad
inducida, aspecto clave para cualquier aplicacion futura. En paralelo, la medicion
directa de especies reactivas de oxigeno y estudios de localizacion subcelular
aportarian evidencia mas robusta para sustentar las correlaciones estructura—actividad
propuesta.

e La optimizacion de formulaciones representa una perspectiva especialmente
prometedora. Estrategias como la inmovilizacién de los fotosensibilizadores en
matrices poliméricas, nanoparticulas, hidrogeles o superficies solidas podrian mejorar
la estabilidad, controlar la agregacion y favorecer aplicaciones topicas o localizadas,
particularmente relevantes para infecciones cutdneas asociadas a leishmaniasis o a
colonizacidn bacteriana. En este contexto, el uso de sistemas soportados permitiria
aprovechar la actividad fotodindmica observada sin necesidad de incrementar
significativamente la dosis sistémica.

e Profundizacion en el potencial de estos sistemas como plataformas para terapias
combinadas, donde la accion fotodindmica podria complementarse con tratamientos
convencionales, reduciendo la carga microbiana o parasitaria y disminuyendo la

probabilidad de resistencia. Este enfoque es especialmente atractivo en escenarios de
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coinfeccion o infecciones localizadas, donde la PDT puede actuar como terapia
adyuvante mas que como tratamiento Unico.

Por ultimo, este trabajo aporta nuevos conocimientos en el disefio racional de porfirinas
funcionalizadas y metaloporfirinas, demostrando cémo pequefias modificaciones estructurales
pueden modular de manera significativa la actividad fotodindmica y la selectividad biologica.
Aunque los resultados no pretenden establecer aplicaciones clinicas, si proporcionan una base
solida para el desarrollo futuro de fotosensibilizadores duales, particularmente en el contexto de

infecciones parasitarias y bacterianas tratables mediante terapias fotodindmicas locales.
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Apéndice 1

Apéndices

Espectro FTIR de la 5,10, 15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina, TCPP.
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Apéndice 2

Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) de la 5,10,15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina,
TCPP.
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Apéndice 3

Espectro BC  RMN (101 MHz, DMSO-ds) de la 5,10,15,20-tetrakis(4-
carboxifenil)porfirina, TCPP.
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Apéndice 4

Espectro UV-Vis de la 5,10,15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina, TCPP, registrado en
metanol (1 x 107 M).
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Apéndice 5
Espectro FTIR del derivado porfirinico TCPP-Ester.
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Apéndice 6

331

Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del derivado porfirinico TCPP-Ester.
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Apéndice 7
Espectro 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) del derivado porfirinico TCPP-Ester.
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Apéndice 8

Espectro de masas del derivado porfirinico TCPP-Ester registrado en modo positivo en
matriz de DHB.
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Apéndice 9

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N Is 'y O Is del derivado
porfirinico TCPP-Ester.
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Apéndice 10

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los

espectros XPS de alta resolucién del derivado porfirinico TCPP-Ester.

Componente /

Nivel ) ., BE (eV) %Area  Observaciones
Asignacion
C_H/CC »84.80 56.85 Carbonos .arométi?o.s/aliféticos del
marco fenil-porfirinico.
C=C (aromatico)  285.37 26.09 Anillo aromatico conjugado.
T on 28639 o4 macesC Npimolicos/
succinimida.
‘CZ‘O (éster / 788,35 9.03 Carb‘or‘lilc‘)s activados (N-
imida) succinimida).
(C=0)-N—(C=0)
(imida/éster 399.35 67.80 N en entorno imidico.
N 1s activ.)
" . 1 o
N .ar(?rr.latlco 399.44 3220 N 1nFemos del macrociclo
(pirrolico) parcialmente protonados.
C=0 (carbonilo)  530.79 12.58 Carbonilos de TCPP-Ester.
O 1s O-C-N 531.35 20.99 Oxigeno en entorno imida.
O0—(C=0)-C 53078 66.43 Funciones éster periféricas sin

(éster)

coordinar.
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Apéndice 11
Espectro FTIR del complejo de Zn(Il) del derivado porfirinico TCPP-Ester.
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Apéndice 12

Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del complejo de Zn(Il) del derivado porfirinico
TCPP-Ester.
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Apéndice 13

Espectro B3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) del complejo de Zn(Il) del derivado porfirinico
TCPP-Ester.
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Apéndice 14

339

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N Is, O Is y Zn 2p del
complejo de Zn(Il) del derivado porfirinico TCPP-Ester.
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Apéndice 15

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los
espectros XPS de alta resolucion del complejo de Zn(Il) del derivado porfirinico TCPP-Ester.

Componente /

Nivel . ., BE (eV) %Area Observaciones
Asignacion
C-H/C-C 284.80 51.04 Estructura organica conservada.
C=C 285.29 29.41 Sistema aromatico conjugado.
Cls A
CN 286,78 1531 Mayo‘r contribuciéon C—N tras
coordinar Zn(II).
C=0 288.59 10.32 Carbonilos de éster/imida.
(C=0)-N—(C=0) 399.70 73.10 Entorno imidico dominante.
N 1s firini :
N aromatico 399 54 26.90 N porfirinicos coordinados a
Zn(ID).
C=0 530.89 13.25 Liger(? a‘juste por redistribucion
electronica.
Ols O-C-N 531.77 2241 Oxigeno en entorno imidico.
0—(C=0)-C 533.13 54.61 Esteres periféricos sin coordinar.
Zn(I1 i 1 nucl
7Zn 2ps/a 102111 66.67 (1) coordinado al niicleo
Zn 2p porfirinico.

Zn 2pi/» 1044.21 33.33 Doble espin-orbita caracteristico.
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Apéndice 17

Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del complejo de Ni(Il) del derivado porfirinico
TCPP-Ester.
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Apéndice 18

Espectro BC RMN (101 MHz, DMSO-ds) del complejo de Ni(ll) del derivado porfirinico
TCPP-Ester.
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Apéndice 19

344

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N Is, O 1sy Ni 2p del complejo
de Ni(1l) del derivado porfirinico TCPP-Ester.
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Apéndice 20

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los
espectros XPS de alta resolucion del complejo de Ni(Il) del derivado porfirinico TCPP-Ester.

Componente /

Nivel Asignacién BE (eV) %Area  Observaciones
C-H/C-C 284.84 50.77 Marco aromatico conservado.
Cc=C 285.14 31.32 Conjugacion ©t extendida.
chs C-N 286.41 7.52 Contribucion C—N pirrolica.
C=0 288.41 9.71 Carbonilos de éster/imida.
(C=0)-N—(C=0) 39945 74.71 N imidico dominante.
Nis N aromatico 398.72 25.29 N porfirinico coordinado a Ni(II).
C=0 530.95 14.40 szrct;;)g(i)lss moderadamente
Ols  ocN 531.36 1837  Imida.
O0—(C=0)-C 533.04 68.23 Esteres periféricos.
Ni 2ps/a 854.52 66.67 Ni(II)-N; satélite =861 eV.
Ni 2p

Ni 2pi/2 872.01 33.33 Par espin-orbita tipico d®.
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Apéndice 21

Espectro FTIR del complejo de Sn(IV) del derivado porfirinico TCPP-Ester.
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Apéndice 22

Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del complejo de Sn(IV) del derivado porfirinico
TCPP-Ester.
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Apéndice 23

Espectro 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) del complejo de Sn(IV) del derivado porfirinico
TCPP-Ester.
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Apéndice 24

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N Is, O Is, Cl 2p y Sn 3d del
complejo de Sn(1V) del derivado porfirinico TCPP-Ester.
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Apéndice 25

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los
espectros XPS de alta resolucion del complejo de Sn(IV) del derivado porfirinico TCPP-Ester.

Componente /

Nivel . ., BE (eV) %Area Observaciones
Asignacion
C-H/C-C 284.84 47.71 Aromaticidad preservada.
C=C 285.14 26.28 Sistema del anillo.
Cls
C-N 286.41 15.22 Entornos C—N mas numerosos.
C=0 288.39 11.79 Carbonilos periféricos.
N imidico i t
(C=0)-N—(C=0) 400.11 73.93 THIGIe0 1Scrationte
N 1s despatallado.
N aromatico 399,50 26.07 N porfirinicos coordinados a
Sn(IV).
0—(C=0)-C 530.89 15.06 gilrbomlos asociados a Sn—O/Sn—
Ols O-C-N 531.26 8.06 Oxigeno en entorno amida/imida.
C=0 533.01 51.67 Oxigeno mas deslocalizado /
adsorbato.
Sn 3ds/2 486.59 60.00 Sn(IV) coordinado axialmente.
Sn 3d
Sn 3ds/> 495.97 40.00 Separacion espin-orbita tipica.
Cl 2ps/2 198.55 66.67 Ligandos axiales CI .
Cl2p

Cl 2pi/2 199.52 33.33 —
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Apéndice 26

Espectros de masas del derivado porfirinico TCPP-Ester y sus complejos de Zn(Il), Ni(Il)
v Sn(1V) registrados en modo positivo en matriz de CHCA y DHB.
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1179 rd
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1180 /
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Apéndice 27

Espectros UV—-Vis del derivado porfirinico TCPP-Ester y sus complejos de Zn(Il), Ni(Il) y

Sn(lV), registrados en metanol (1 x 107 M).
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Apéndice 28
Curvas DSC del TCPP—Ester y el complejo metdlico con Zn(Il).
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Apéndice 29

354

Curvas DSC de los complejos metdlicos con Ni(Il) y Sn(IV) del derivado TCPP-Ester.
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Apéndice 30

Espectros apilados de "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del derivado porfirinico TCPP-Ester
v sus complejos metalicos de Zn(Il), Ni(Il) y Sn(IV).
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Apéndice 31
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Apéndice 32

Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del derivado porfirinico TCPP-GABA.
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Apéndice 33

Espectro '>C RMN (101 MHz, DMSO-ds) del derivado porfirinico TCPP-GABA.
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Apéndice 34

Espectro de masas del derivado porfirinico TCPP-GABA registrado en modo positivo en
matriz de CHCA.
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Apéndice 35

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N Is y O Is del derivado
porfirinico TCPP-GABA.
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Apéndice 36

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los

espectros XPS de alta resolucion del derivado porfirinico TCPP-GABA.

Nivel Componente / BE (eV) %Area  Observaciones
Asignacion
Cls C-H/C-C 284.80 61.87 Carbono aromatico y alifatico del
anillo tetrapirrélico.
C=C 285.52 14.96 Aromaticidad central del
macrociclo.
C-N 286.29 9.25 Enlace C—N pirrolico y amidico.
C=0 288.57 8.60 Carbonilo amidico (GABA).
COOH 292.96 5.32 Grupo carboxilico terminal no
coordinado.
N 1s N aromatico 396.48 5.56 N interno parcialmente protonado.
(pirrolico)
—CONH- (amida) 399.18 94.44 Dominante; contribucion del enlace
amida GABA.
O1s C=0 531.39 55.12 Carbonilos carboxilicos y amidicos.
O-C-N 530.14 14.28 Oxigeno en entorno amidico.
C-OH 533.16 30.61 Hidroxilos/carboxilos sin

coordinar.
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Apéndice 37
Espectro FTIR del complejo de Zn(Il) del derivado porfirinico TCPP-GABA.
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Apéndice 38
Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del complejo de Zn(ll) del derivado porfirinico
TCPP-GABA.
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Apéndice 39

Espectro 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) del complejo de Zn(1l) del derivado porfirinico
TCPP-GABA.
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Apéndice 40
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Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N Is, O Is y Zn 2p del

complejo Zn(Il)-TCPP-GABA.
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Apéndice 41

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los

espectros XPS de alta resolucion del complejo de Zn(Il) del derivado porfirinico TCPP-GABA.

Nivel Componente / BE (eV) %Area  Observaciones
Asignacion
Cl1s C-H/C-C 284.79 37.45 Ligando organico conservado.
Cc=C 285.36 37.23 Sistema conjugado estable.
C-N 286.79 15.67 Aumento relativo, posible
interaccion M—N.
C=0 288.53 6.39 Carbonilo amidico conservado.
COOH 289.33 3.26 Carboxilo residual sin coordinar.
N 1s N aromatico 397.54 6.82 Componente N porfirinico.
—CONH- 399.53 93.18 Desplazamiento menor, mantiene
entorno amida.
O1s C=0 530.99 46.94 Carbonilo en entorno modificado.
O-C-N 532.42 34.22 Evidencia de participacion parcial
de N/O.
C-OH 533.62 18.85 Presencia de oxigenos residuales
(adsorbatos).
Zn2p  Zn2ps3/2 1021.09 66.67 Zn(Il) coordinado a N; sin
evidencia de ZnO.
Zn 2pi/2 1044.35 33.33 Doble spin—orbita caracteristico de

Zn(1I).
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Apéndice 42
Espectro FTIR del complejo de Ni(Il) del derivado porfirinico TCPP-GABA.
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Apéndice 43

Espectro TH RMN (400 MHz, DMSO-ds) del complejo de Ni(ll) del derivado porfirinico
TCPP-GABA.
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Apéndice 44
Espectro 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) del complejo de Ni(Il) del derivado porfirinico
TCPP-GABA.
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Apéndice 45

370

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N Is, O 1sy Ni 2p del complejo
Ni(1l)-TCPP-GABA.
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Apéndice 46

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los

espectros XPS de alta resolucion del complejo de Ni(Il) del derivado porfirinico TCPP-GABA.

Nivel Componente / BE (eV) %Area  Observaciones
Asignacion
Cl1s C-H/C-C 284.81 54.19 Sin desplazamiento significativo.
Cc=C 285.13 26.09 Estructura conjugada estable.
C-N 286.18 6.25 Interaccion amida-metal leve.
C=0 288.68 11.48 Carbonilo amidico.
COOH 291.45 1.99 Respuesta débil.
N 1s N aromatico 397.05 37.21 Disminucion de intensidad relativa
por coordinacion.
—CONH- 398.65 62.79 Desplazamiento a menor BE (0.5
eV), indica coordinacion M—N.
O1ls C=0 530.61 35.62 Carbonilos ligados parcialmente al
metal.
O-C-N 531.88 15.97 Menor participacion amidica.
C-OH 532.33 30.40 Hidroxilos residuales.
Ni 2p Ni 2ps/2 854.52 61.47 Ni(II[)>N coordinado, con satélite
en 861 eV.
Ni 2pi/2 872.01 33.33 Pareja spin—orbita d® caracteristica.
Ni 2ps/> 861.47 19.07 Transicion shake-up tipica de
(satélite)™* Ni(ID).
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Apéndice 47

Espectro FTIR del complejo de Sn(1V) del derivado porfirinico TCPP-GABA.
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Apéndice 48
Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del complejo de Sn(1V) del derivado porfirinico
TCPP-GABA.
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Apéndice 49

374

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N Is, O Is y Sn 3d del
complejo Sn(1V)-TCPP-GABA.
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Apéndice 50

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los
espectros XPS de alta resolucion del complejo de Sn(1V) del derivado porfirinico TCPP-GABA.

Nivel Componente / BE (eV) %Area  Observaciones

Asignacion
Cls C-H/C-C 284.78 66.41 Carbonos aromaticos dominantes.
Cc=C 285.10 27.73 Aromaticidad conservada.
C-N 286.25 5.67 N amidico reducido.
C=0 288.04 5.41 Carbonilo sin coordinar.
COOH 292.04 2.39 Débil, residuo superficial.
N 1s N aromatico 397.26 27.90 N del macrociclo.
—CONH- 399.40 72.10 Ligando amida dominante,
ligeramente desplazado.
O1s C=0 530.99 69.24 Desplazamiento a menor BE; Sn—O
coordinado.
O-C-N 532.70 15.53 Participacion parcial en ligacion.
C-OH 532.80 15.22 Adsorbato de superficie.
Sn 3d Sn 3ds/2 486.50 60.00 Sn(IV) coordinado; presencia de
Sn—O.

Sn 3ds/2 495.97 40.00 Doble spin—orbita Sn(IV).
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Apéndice 51

Espectros de masas del derivado porfirinico TCPP-GABA y sus complejos de Zn(Il), Ni(1l)
v Sn(1V) registrados en modo positivo en matriz de CHCA y DHB.
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Apéndice 52

Espectros UV-Vis del derivado porfirinico TCPP-GABA y sus complejos de Zn(Il), Ni(Il)

v Sn(1V), registrados en metanol (1 x 107 M).
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Apéndice 53
Espectros apilados de '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del derivado porfirinico TCPP—
GABA y sus complejos metalicos de Zn(1l), Ni(Il) y Sn(IV).
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Apéndice 54

379

Espectro FTIR del hibrido porfirina-ampicilina TCPP-Amp.
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Apéndice 55
Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del hibrido TCPP-Amp.
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Apéndice 56

Espectro '*C RMN (101 MHz, DMSO-ds) del hibrido TCPP-Amp.
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Apéndice 57

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N 1sy O Is del hibrido TCPP-
Amp.
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Apéndice 58

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los
espectros XPS de alta resolucion del hibrido TCPP-Amp.

Nivel Componente / BE (eV) %Area  Observaciones

Asignacion
Cls c-C / C=C 2848 43.0 Esqueleto fenil-
(aromatico) porfirina/anfipénico.
C-S (B-lactamico) 285.6 6.2 Enlace C-S de la ampicilina.
C-N/C-O 286.3 26.7 Amidas y alcoholes secundarios.
C=0O (amida / B- 288.5 17.8 Carbonilos de amida y anillo B-
lactamico) lactamico.
COOH / C=0 290.1 6.3 Carboxilos terminales.
adsorbido
Ols C=0 531.0 59.0 Carbonilos conjugados.
(amida/éster)
O-C-N/0O-S 5325 34.5 Oxigenos en amida y entorno
sulfonil.
O adsorbido 5333 6.5 Trazas de solvente (MeOH/DMF).
N 1s N pirrélico 398.8 32.7 Nucleo tetrapirrélico.
N amidico / 399.5 53.6 Amidas GABA/Amp y N del B-
lactdmico lactamico.
N protonado / 401.1 13.7 Posibles especies protonadas.
sales

S2p S 2ps/2 (C-S) 163.8 — Integridad del anillo tiazolidico.
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Apéndice 59

Espectro FTIR del complejo de Zn(Il) del hibrido porfirina-ampicilina TCPP-Amp.
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Apéndice 60
Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del complejo de Zn(Il) del hibrido TCPP-Amp.
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Apéndice 61

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N Is, O Is y Zn 2p del
complejo de Zn(Il) del hibrido TCPP-Amp.
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Apéndice 62

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los
espectros XPS de alta resolucion del complejo de Zn(Il) del hibrido TCPP-Amp.

Nivel Componente / BE (eV) %Area  Observaciones
Asignacion
C1s C-C/C=C 284.8 41-44%* Estructura aromatica conservada.
C-S 285.6 =6 Anillo B-lactamico intacto.
C-N/C-O 286.4 ~28 Aumento ligero por interaccion M—
ligando.
Cc=0 288.6 ~17 Carbonilos amida/B-lactamico.
O1s C=0 530.8— ~58 Ligera disminucion de BE vs libre.
531.0
O-C-N/0O-S 532.4- ~35 Mayor participacion de O en el
532.6 entorno polar.
N 1s N pirrolico 398.9 ~34 Coordinado a Zn(II).
N 399.6 ~52 Desplazamiento leve (+0.1-0.2
amidico/lactamico eV).
N protonado 401.0 ~14 Disminuye vs derivado libre.
S 2p S 2ps/2 163.8 — Sin cambios apreciables.
Zn2p  Zn2ps/> 1021.2 — Zn(I)-N coordinado.

Zn 2pi/> 1044.3 — Doble espin-orbita.
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Apéndice 63
Espectro FTIR del complejo de Ni(Il) del hibrido porfirina-ampicilina TCPP-Amp.
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Apéndice 64
Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del complejo de Ni(Il) del hibrido TCPP-Amp.
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Apéndice 65

390

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N Is, O 1sy Ni 2p del complejo

de Ni(1l) del hibrido TCPP-Amp.

Ni(ll)-TCPP-Amp

1 Nombre Pos. Area  Ssfrea
10l C-C.C-H 28480 1055808 5387 Cis
Cis c=C 28320 378720 19.32
] 28622 227372 1160 A
] C= 20782 96457 492 8
8{COOH 28907 80504 411 CL,CH
28540 121041 618 h
404 50 \
° E \
=
H 01s b I
RS I Ew' ! | \ i\
OKLL ] '( R
2 ", [hec
NKLL ) Ni2p N1s f |
Wi A St bt | s N |
’ A c=0/
0] lperrsnl weets) | COOH / \
'|| wl, ‘\j I
|| s2s s2p N I
L V. S B = .
y T T T T : ; : T e = r
1000 800 600 4 200 300 2% 84 280 e
Energia de enlace (oV) Energia de enlace [eV)
Nombre Pos. Area Area ™ Nombre Pos. Area Area
22 Nlwonsteo) 39719 6492 2853 N 1s C=0 53094 541080 5089 O1s
-------- 30889 179865 7347 0=C.N 529.48 1894.48 1584
4C-OH 53257 333480 3318
204 ri‘.r‘\l
CONH 0] /A
I -
Y \ fflc. q.
'Y { f\ %, 35 £
3 \ X [\
g \ 4 / |
um I &, 'oH/ VA
I'H IL\
\\_:. 25 {I A IR
| N{aromatico) f \ \N
144 1
[ oY
,; 20 .\
LY
124
LW rMI uLm il pjn f NJ [ e \
VHRIAG |'” "..-'\r-mrl"fa 1, |“JW\’|J»- gy T et e N "
e Mt At A P e A,
0 a4 P <o sl 2 s 524 5
mmanmw Energia de enlace (V)
Nombre Pos. Area %Area .
0] NiZp3diz BS3IB7 56925 6667 Ni 2p
NiZpiz 8T1.00 28462 3333 Ni2p 372
1954
1904
2 Ni2p1/2
- 188
5 I
g )
1604
1754 | ’l
17 u
1654
450 85 0 875




COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 391

Apéndice 66

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los
espectros XPS de alta resolucion del complejo de Ni(Il) del hibrido TCPP-Amp.

Nivel Componente / BE (eV) %Area  Observaciones
Asignacion
Cls c-C/C=C 284.8 ~43 Marco aromatico sin cambios
mayores.
C-S 285.6 ~6 Anillo B-lactamico conservado.
C-N/C-O 286.3— ~28 Leve incremento de contribucion
286.4 C—N.
C=0 288.6— ~17 Carbonilos amida/lactamicos.
288.7
O1s C=0 530.9 ~58 Ligeros ajustes por interaccion Ni—
ligando.
O-C-N/0O-S 532.4— ~35 —
532.6
N 1s N pirrolico 398.8 ~33 Coordinacion Ni(IT)-N.
N 399.5 ~54 Desplazamiento a mayor BE.
amidico/lactamico
N protonado 401.0— ~13 —
401.1
S 2p S 2ps/2 163.8 — Integridad B-lactamica.
Ni 2p Ni 2ps/2 854.5 — Ni(I)-N; satélite <861 eV.

Ni 2pi/ 872.0 — —
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Apéndice 67
Espectro FTIR del complejo de Sn(1V) del hibrido porfirina-ampicilina TCPP-Amp.
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Apéndice 68
Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del complejo de Sn(IV) del hibrido TCPP-Amp.
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Apéndice 69

Espectros XPS de barrido general y de alta resolucion C Is, N 1s, O 1s, Cl 2p y Sn 3d del
complejo de Sn(1V) del hibrido TCPP-Amp.
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Apéndice 70

Valores de energias de enlace, area y observaciones generales de las componentes de los

espectros XPS de alta resolucion del complejo de Sn(1V) del hibrido TCPP-Amp.

Nivel Componente / BE (eV) %Area  Observaciones
Asignacion
Cls c-Cc/Cc=C 284.8 ~43 Esqueleto aromatico.
C-S 285.6 ~6 C-S de ampicilina conservado.
C-N/C-O 286.4 ~28 Incremento leve por entorno mas
polar.
CcC=0 288.6— ~17 Carbonilos amida/B-lactamico.
288.7
O1s C=0 530.9— ~59 Desplazamiento a menor BE (Sn—O
531.0 axial).
O-C-N/0-S 532.5 ~34 Oxigeno en entorno mixto.
N 1s N pirrolico 398.9 ~33 Coordinado a Sn(IV).
N 399.6— ~53 —
amidico/lactamico 399.7
N protonado 401.1 ~14 —
S 2p S 2ps/2 163.8 — Sin cambio.
Sn 3d Sn 3ds/2 487.0 — Sn(IV)-N/O con entorno axial
mixto.
Sn 3ds/2 495.4— — Separacion espin-6rbita tipica.

495.9




COMPLEJOS METALICOS DE PORFIRINAS HIBRIDAS 396

Apéndice 71

Espectros de masas del hibrido porfirina-ampicilina TCPP-Amp y sus complejos de Zn(Il),
Ni(Il) y Sn(1V) registrados en modo positivo en matriz de CHCA y DHB.
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Apéndice 72
Espectros UV-Vis del hibrido TCPP-Amp y sus complejos de Zn(Il), Ni(Il) y Sn(IV),
registrados en metanol (1 x 107 M).
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Apéndice 73

Espectros apilados de '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) del hibrido TCPP-Amp y sus
complejos metdalicos de Zn(Il), Ni(Il) y Sn(IV).

Sn(lV)-TCPP-Amp K (m) 1(s) F(s) B(m)
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Apéndice 74

Curvas dosis—respuesta en ausencia de irradiacién para las series a)TCPP-Ester, b)
TCPP-GABA y ¢c) TCPP-Amp y sus complejos metdlicos frente a Leishmania amazonensis.
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Apéndice 75

Comparacion de la inhibicion del crecimiento de Leishmania amazonensis en ausencia y
presencia de irradiacion (A = 597-752 nm, 17 J-em™) a 75 uM a) y 300 uM b).
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Apéndice 76

Curvas dosis—respuesta con irradiacion de luz para las series a) TCPP-Ester, b) TCPP-
GABA y c) TCPP—Amp y sus complejos metdlicos frente a Leishmania amazonensis.
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Apéndice 77

402

Valores empleados para iniciar el tratamiento y ajuste de datos para las regiones de alta
resolucion de los espectros XPS.

Regién Componente BE inicial Ventana inicial FWHM Intervalo FWHM Restriccion Observacién
9 P (eV) de posicion (eV) inicial (eV) orientativo (eV) de doblete
C1s C-C/C—H 284,80 Fijo como 1,2-1,4 0,9-1,8 No aplica Referencia de carga.
referencia
Se separan los
Cils C-N/C-O 2861-286,6 03 respectoal 1,3-1,5 1,0-2,0 No aplica componentes solo si la
valor inicial resolucion y la quimica
lo permiten.
+0.4 respecto al La asignacion depende
Cis C=0/0-C=0 287,8-289,1 - pec 1,4-1,6 1,0-2,2 No aplica de éster, amida, imida o
valor inicial oy
acido.
N porfirinico Se uso la envolvente
N 1s coordinado M- 398,2-399,0 +0,4 1,2-1,5 0,9-2,0 No aplica real y se comparé con
N la porfirina libre.
N—H/C=N En base libre pueden
N 1s orfirinico 399,0-400,2 +0,4 1,2-1,5 0,9-2,0 No aplica coexistir dos entornos
P de N.
Se aplicé a TCPP-
N 1s N amida/imida 399,7-401,0 +0,4 1,3-1,6 1,0-2,2 No aplica GABA, TCPP-Amp y
grupos imida.
Se reviso el
01s O carbonilico  530,8-532,0 +0,4 1,3-1,6 1,0-2,2 No aplica solapamiento de
carbonilos
quimicamente distintos.
Asignacion dependiente
O 1s O-C/0-C=0 532,0-533,6 +0,4 1,417 1,0-2,3 No aplica de éster/acido y
especies adsorbidas.
. ASO =23,0eV;
Zn 2p 2045 1 204/ 11%%:412/ 0,3 para ee'“p'cc’ 15-1,8 1222 areas 2:1; Bl Zn 2pze:(|f)u entorno
' princip FWHM ligados :
ASO =173 eV, Se incluyen satélites
. 854,5-856,0/ . . FWHM ligados shake-up segun los
Ni 2p 2psl2 1 2palz 871,8-873,3 0.5 1,5-2,0 1.2-28 pero no datos y el estado
estrictas quimico Ni(ll).
ASO = 8,4-8,5 Se revis6 cualquier
Sn 3d 3ds/, / 3ds/, 44%64’5;4%7526/ +0,3 1,3-1,7 1,0-2,2 eV; areas 3:2; separacion cercana a
’ ’ FWHM ligados 94 eV.
La posicion concreta se
ASO=1,6¢eV; RO .
Cl2p 2pal5 1 20415 198-202/ 0,4 11-1,5 0,9-2,0 areas 2:1; ubicd si correspondia a
+1,6 eV . cloruro, contraién o Cl
FWHM ligados

coordinado.
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