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Resumen

Se emplean metodologias del Modelado Molecular a fin de seleccionar, en
algunos casos, y disefiar, en otros, moléculas con potenciales aplicaciones
previamente esperadas. En la primera parte, aprovechando las propiedades
inusuales de derivados de bases de Tréger, se explorard su potencial como diferentes
dispositivos moleculares, entre ellas su potencial aplicacion como moléculas antena
para celdas solares sensibilizadas por colorantes orgdnicos (organic DSSCs). Dichas
peculiaridades residen fundamentalmente en su forma molecular, quiral atin sin
carbonos asimétricos, su geometria en forma de "V", considerable rigidez y
principalmente sus propiedades de transporte selectivo de carga. En especial este
ultimo aspecto permite esperar una fotoquimica también inusual, como se verd en el
Capitulo 3. A este fin se propone un conjunto de posibles sistema donor/aceptor,
puenteado por bases de Trdger y se elegiran, aquellas que resulten mds
prometedoras y también mds accesibles sintéticamente para su estudio
interdisciplinario en colaboracion con un grupo especializado en sintesis y el grupo
del Codirector, que realizard los ensayos fotofisicos y fotoquimicos. En esta
instancia, se busca un sistema "prueba de principios" de sistema Donor-puente
Tréger — Aceptor con un paradigma diferente al utilizado hasta ahora en DSSCs
orgdnicas, es decir el esquema Donor- puente conjugado s — Aceptor. En este disefio
el puente no sélo comunica electronicamente los centros redox sino que podria
ejercer un control sobre la separacion de cargas inicial, su recombinacién, su
fotofisica e incluso participar como nticleo foto/electroactivo. Estudios preliminares
en el grupo de investigacion, permitieron demostrar que en ocasiones, este puente
alifdtico puede actuar como un eficiente conector o "cable" entre los centros redox
(sorprendentemente como lo haria un sistema & conjugado) y en otras como un
aislante, o sea como un puente con un acoplamiento débil, tipico de los puentes
alifaticos.

El modelado puede predecir o estimar a un nivel de detalle profundo estas
propiedades en una gran variedad de diadas donor-puente-aceptor, pero su sintesis
resulta dificultosa, involucrando un mecanismo con un numero elevado de etapas,
partiendo de anilinas sustituidas, un mecanismo que no fue descripto hasta el
presente en forma detallada, paso a paso, mds alld de propuestas incompletas e
incluso contradictorias. Por lo tanto, ademds se estudiard empleando métodos de
Quimica Cuantica de DFT en detalle el mecanismo de reaccion que lleva a la sintesis
de diadas simétricas y asimétricas (Capitulo 4). Esta descripcion intenta facilitar el
disefio de las mejores condiciones y estrategias de sintesis sobre bases racionales, es
decir conociendo cada etapa elemental de todas la vias razonables posibles para su
formacion.
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En la segunda parte, se aplicardn métodos de modelado para comprender el
mecanismo de inhibicién de la proteina P-gp humana, una bomba de eflujo
transmembrana del tipo ABC, que promueve la resistencia a miiltiples drogas (MDR),
un obstdculo fundamental que diluye la efectividad de tratamientos antitumorales,
puesto que se sobreexpresa en la mayoria de los tipos de canceres en algtin estadio.
Como alternativa a los inhibidores potentes pero altamente toxicos, caracteristica
que no ha permitido su uso clinico, se partira de compuestos aislados de plantas
autoctonas y naturalizadas de la region central de Argentina. La descripcion del
mecanismo de inhibicion a nivel molecular permitira proponer diversas
derivatizaciones a fin de aumentar la potencia de un producto obtenido de Melia
azedarach y la busqueda de compuestos por similaridad quimica para su estudio in
silico. Estos estudios se llevaron a cabo en colaboracion interdisciplinaria con el
grupo de la Prof. Maria Cecilia Carpinella de la Universidad Catdlica de Cérdoba
(UCC). Los compuestos mds prometedores se adquirieron o sintetizaron y se logro
obtener nuevos lideres, mds efectivos que el producto natural primariamente
estudiado.



Modelado, disefio racional y desarrollo de compuestos de interés tecnolégico y farmacolégico

Abstract

Molecular Modelling methodologies are used in order to select, in some cases, and
design, in others, molecules with potential applications previously targeted. In the
first part, taking advantage of the unusual properties of Tréger base derivatives, its
potential will be explored as different molecular devices, among them its potential
application as antenna molecules for solar cells sensitized by organic dyes (organic
DSSCs). These peculiarities arise from their molecular form, they being chiral even
without asymmetric carbons, their "V"-shaped geometry, their considerable rigidity
and, mainly, their unusual properties of selective charge transport. In particular, this
last feature allows us to expect an unusual photochemistry, as it will be seen in
Chapter 3. To this end, a set of possible donor / acceptor systems is proposed,
bridged by Troger bases and those that are most promising and more synthetically
accessible will be chosen for an interdisciplinary study in collaboration with a group
specialized in synthesis and the group headed by the Co-director, who will perform
the photophysical and photochemical tests. Ultimately, a "proof of principles" system
of the Donor-bridge Tréger-Acceptor system is sought with a paradigm different from
the one used so far in organic DSSCs, that is to say the scheme Donor-conjugate
bridge m - Acceptor. In this design, the bridge not only electronically communicates
the redox centers but could also exert control over the initial charge separation, its
recombination, its photophysics and even participate as a photo / electroactive
nucleus. Preliminary studies in the research group, allowed to demonstrate that,
sometimes, this aliphatic bridge can act as an efficient connector or "cable" between
the redox centers (surprisingly as a conjugated 1 system would do) and in others as
an insulator, that is to say as a bridge with a weak coupling, typical of aliphatic
bridges.

The modeling can predict or estimate at a deep level of detail these properties in a
great variety of donor-bridge-acceptor dyads, but its synthesis is difficult, involving a
mechanism with a many steps, starting from substituted anilines. This mechanism was
not described to the present in a detailed way, step by step, beyond incomplete and
even contradictory proposals. Therefore, it will also be studied using quantum
chemistry DFT methods. It was uncovered in detail the reaction mechanism leading
to the synthesis of symmetric and asymmetric dyads (Chapter 4). This description
tries to facilitate the design of the best conditions and strategies of synthesis on
rational bases, that is to say knowing each elementary stage of all the reasonable
possible pathways to its formation.

In the second part, modeling methods will be applied to understand the mechanism
of inhibition of the human P-gp protein, a transmembrane efflux pump of the ABC
type, which promotes the resistance to multiple drugs (MDR), a fundamental obstacle
that dilutes the effectiveness of anti-tumor treatments, since it is expressed in most
types of cancer at some stage. There are available potent but highly toxic inhibitors
that rise enough side effects for not having allowed for its clinical use. As a
convenient alternative to them, compounds isolated from native and naturalized
plants from the central region of Argentina will be demonstrated to be a promising
starting point. The description of the mechanism of inhibition at the molecular level
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will allow proposing various derivatizations in order to increase the potency of a
product obtained from Melia azedarach and the search for compounds by chemical
similarity for their in silico study. These studies were carried out in an
interdisciplinary collaboration with the group of Prof. Maria Cecilia Carpinella at
the Universidad Catdlica de Cordoba (UCC). The most promising compounds were
acquired or synthesized and new leaders were obtained, more effective than the
starting product studied.
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Capitulo 1. Introduccion y Objetivos

1.1 La Quimica Computacional y el disefio de moléculas de interés
farmacologico y tecnoldgico

El uso de modelos quimico-cuanticos estd actualmente expandiéndose a grupos de

distintas areas de las ciencias quimicas.

La Quimica Computacional es una rama de la quimica que utiliza simulaciones
computacionales para resolver problemas quimicos, ya sea complementando la informacion
obtenida experimentalmente o, en algunos casos, para predecir fendmenos o propiedades atin no
observados. Es importante destacar que el tiempo de calculo aumenta rapidamente a medida que
el tamafio del sistema estudiado crece. Es por ello que, dependiendo del sistema en estudio, se
pueden utilizar desde métodos basados en teorias de alta precision, pero apropiados para sistemas
pequefios, hasta métodos que recurren a aproximaciones mas duras, pero apropiados para

sistemas grandes.

Ello ha llevado a la proliferaciéon de programas que permiten obtener propiedades de
cualquier molécula. Los métodos mas precisos son llamados métodos ab initio, los cuales estan
basados totalmente en la teoria de primeros principios. Los menos precisos son llamados
empiricos o semi-empiricos, debido a que son obtenidos de resultados experimentales. Existen
también los métodos basados en la teoria del funcional de la densidad, mas comunmente
conocidos como DFT por sus siglas en inglés: Density Functional Theory; y los métodos de

mecanica molecular, que pueden ser aplicados en sistemas de mas de 100.000 atomos

El objetivo principal de la Quimica Computacional es predecir e interpretar para un
sistema quimico sus propiedades moleculares, sus reacciones quimicas y la relacion de su
estructura molecular con su reactividad. La utilizacién de ordenadores constituye una de las

herramientas de mas reciente incorporacién en los procesos de descubrimiento de farmacos y se
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ha convertido en uno de los avances mas cruciales para la quimica del siglo XXI. Cuando se
obtiene un modelo apto, se destaca la gran ventaja de robustez de analisis de la Quimica
Computacional, lo que facilita la eficiencia en distintos campos de aplicacién. La apropiada
combinacion y aplicacion iterativa de métodos de Quimica Computacional, sintesis organica y
evaluacion experimental, ha proporcionado un gran numero de prototipos y candidatos

interesantes tanto para aplicaciones tecnologicas como farmacologicas.

1.2 Fotosensibilizadores para celdas solares

El desarrollo de nuevas tecnologias con capacidad de producir energia a partir recursos
renovables (como asi también su aprovechamiento racional) es una prioridad tanto a nivel
nacional como internacional. Asi, la sintesis y caracterizacion de nuevos materiales con
aplicaciones en optoelectrénica se ha transformado en un drea de vertiginosa actividad. Estos
materiales son utilizados en la fabricacién de celdas solares,"*** diodos emisores de luz,’

transistores de efecto campo,® memorias moleculares,’ etc.

En este marco, el disefio/fabricacion de celdas solares (SC) organicas (o hibridas)
constituye un tema de investigacion muy atractivo para paises en desarrollo econémico-
tecnologico como Argentina. En contraste con las SC basadas en silicio monocristalino, la
fabricacion de celdas orgéanicas resulta mucho menos costosa® y por ende, su produccién seria

abordable aun para empresas de capital medio.

Desde la publicacién de O’Regan y Griitzel® en 1991 proponiendo la primera celda solar
(organica) basada en el principio de sensibilizacion espectral de TiO, coloidal usando un
colorante sintético (DSSC: Dye Sensitized Solar Cell), pocos avances se han logrado en las
eficiencias de conversion de energia. En la actualidad, la mayor eficiencia alcanzada es de ~15
%,' un porcentaje algo mayor al reportado originalmente por Gritzel (7-8%) pero lejos de la
eficiencia tedrica (30-34%)." Las razones que llevan a estas bajas han sido identificadas y
discutidas extensamente. Las mas importantes son: a) el rapido proceso de recombinacion entre el
electrén inyectado por el fotosensibilizador (FS) en el TiO, con el I en las DSSC o con el
trasportador de huecos (HC) en las ssDSSC (solid state DSSC), y b) la recombinacion entre el
electron y el cation radical del FS y el contacto (a través del espacio o hopping) entre dos
moléculas de colorante adsorbidas desactivandose entre ellas.'” Diversas estrategias han sido

propuestas (e implementadas) para minimizar estos procesos de recombinacién de cargas.
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? reportaron importantes progresos en esta materia en el

Recientemente, Kim y col. *
estudio de una DSSC que usa cascadas redox para facilitar la difusion de los “huecos”,

suprimiendo asi, al menos en parte, los procesos de recombinacion (Figurar 1.1).

Diseno racional, sintesis y ensayo de moléculas para DSSCs organicas

%;Mimiento de
absorcion/fluorescencia
sseparacion de cargas
*puente = eficiente
*rigidez de la diada
*minimizar la BET (puente
largo)

Figura 1.1. Esquema del funcionamiento de una DSSC y factores criticos para la
eficiencia de la celda.

En la actualidad, la vasta mayoria de los FSs organicos utilizados en DSSC son
croméforos del tipo pull-push. Estos FSs estan constituidos por un grupo aceptor (A) y un grupo
dador (D) de electrones puenteados por un sistema A-ni-D (es decir, con puente m). A priori, los
orbitales moleculares (OMs) de los puentes m (-1-) siempre poseen la simetria apropiada para
acoplar los centros redox; lo que significa que son excelentes transportadores de electrones y
“huecos” entre los componentes de la diada. En contraste, los puentes alifaticos (puentes o) no

poseen OMs con estas caracteristicas y en la practica se comportan como aislantes.

Hace poco, se ha demostrado en el grupo que las bases de Troger (diazocinas alifaticas)
(oT) constituyen un caso muy particular entre los puentes alifaticos. Estos puentes aportan OMs
en sustratos del tipo: A-or-D (con puente sigma Troger) permitiendo el acoplamiento entre los
centro redox, tan eficientemente como lo hacen los puentes tipo m pero Unicamente para

huecos.'>*
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La base de Troger fue sintetizada por primera vez por Julius Troger (de aqui su nombre)
en el afio 1887 a partir de la reaccién de p-toluidina con formaldehido en medio acido. '> Durante
afios posteriores a la sintesis de este compuesto, numerosas publicaciones intentaron dilucidar la
estructura, pero tuvieron que pasar 48 afios para que, en 1935, esta fuera reportada.'® Este
compuesto tiene una forma de “V”, con un puente metileno entre los dos nitrogenos que forman

la diazocina:

Esquema 1.1 Estructura molecular de
una base de Troger

Este plegamiento de la estructura, permite que exista quiralidad sobre dicho nitrogenos al
no permitir la rotacion a través de los enlaces simples. Debido a esta propiedad, las bases de
Troger han sido utilizadas para demostrar que no solo los atomos de carbono, sino también los de
nitrogeno, son capaces de formar centros quirales en una molécula. La separacion de los

enantiomeros, fue realizada por primera vez por Vladimir Prelog."”

Las bases de Troger han atraido la atencion de la comunidad cientifica durante muchas
décadas gracias a sus multiples singularidades; en particular, su simetria, su quiralidad, su forma
en “V” y su notable rigidez. Estos compuestos fueron utilizados en estudios apuntando a
aplicaciones tales como reconocimiento molecular, interacciones con el ADN," formacion de
clatratos,” como auxiliar quiral en sintesis estereoselectiva,”’ aplicaciones Opticas y

r . 22 . . Ve . .
optoelectrénicas,™ etc. Existen en la literatura numerosos articulos dedicados a coleccionar las

rutas sintéticas de bases de Troger simétricas, asimétricas y derivados de toda naturaleza.”

Sin embargo, poco interés se ha prestado a las propiedades espectroscopicas de estas
bases y menos atin, a las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de las mismas. Recién en el afio
2007 surgieron varias publicaciones insinuando su uso en la fabricacién de OLEDs.** Asi, las
propiedades emisivas de algunas bases de Troger fueron reportadas, tanto en solucién como en el
estado sdlido. El dispositivo, sin embargo, nunca fue experimentado. Recientemente, se ha

evaluado una diada con base de Troger de estructura simétrica experimentalmente. *
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Un objetivo de esta tesis consiste en estudiar una serie de compuestos modelo basados en

diadas asimétricas puenteadas por bases de Tréger con posible aplicacion a DSSCs.

1.3 Teoria del Funcional de la densidad (DFT)

Los métodos basados en la teoria del funcional de la densidad pertenecen a los métodos
cuanticos, los cuales intentan aportar soluciones a la ecuacion de Schrodinger, la ecuacion
fundamental de la mecéanica cuantica que describe cualquier sistema quimico. Los aportes mas
relevantes de esta teoria se originan a partir del trabajo de Hartree y Fock (HF), cuyo método
asume que la funcién de onda exacta de un sistema de N cuerpos puede ser aproximada por un
solo determinante de Slater de N orbitales de espin. Al invocar el principio variacional se puede
derivar un set de N ecuaciones para N orbitales de espin y, resolviendo estas ecuaciones se
obtiene la funcién de onda de HF y la energia del sistema. La principal limitacion del método de
HF es que trata a los electrones como si se movieran independientemente uno del otro, es decir,
no tiene en cuenta la correlacion electronica. Por lo tanto, HF es principalmente utilizado como
punto de partida para aproximaciones cuanticas mas elaboradas de tipo “post-HF” (ab initio). *

Los métodos DFT permiten calcular la energia de un sistema incluyendo la correlacion
electronica, pero mediante un procedimiento alternativo. La base de esta teoria se basa en el
teorema de Hohenberg-Kohn, el cual afirma que la energia del estado electrénico fundamental de
un sistema puede determinarse si se conoce su densidad electronica (p). Es decir, la energia es un

funcional de la densidad y se expresa de la siguiente forma:
E (p) =T(p) + Een (p) + Eee (p) Ec.2.1

Donde T(p) representa la energia cinética, E., (p) la energia de interaccion electron-
nucleo, y E.. (p) la interaccién electron-electrén. Sin embargo, el teorema no dice cudl es la forma
exacta del funcional. El gran paso que permiti6 aplicar este formalismo a la quimica cuantica fue
dado por Kohn y Sham al considerar un sistema de 2N electrones sin interaccionar descripto por
orbitales y5; , de forma que la densidad electronica de este sistema (ps ) coincida con la del sistema
real (p), en el que si hay interacciones. Asi la ecuacién (Ec. 2.1) puede reescribirse de la siguiente

forma:
E(p)=Ts(p) + Een (p) + J(p) + Exc (p) Ec. 2.2

Donde T; (p) es una aproximacion a la energia cinética real (T(p)) ya que corresponde a la

de un sistema de N electrones sin interaccionar, J(p) es la energia de interacciéon de Coulomb
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electron-electron clasica y E. es el denominado término de correlacion e intercambio. Puede
observarse que E,. (p) engloba el resto de la energia cinética, que no se tenia en cuenta en T; (p)
por asumir un sistema de particulas independientes, ademas de la energia de interaccion no
clasica electron-electrén. La principal dificultad en la teoria DFT reside en encontrar expresiones
adecuadas para E.(p), pero asumiendo que se conoce dicho funcional el problema a resolver es
muy parecido al método de HF. Es decir, se deben resolver las ecuaciones de Khon-Sham,
determinando el conjunto de orbitales yr; que minimicen la energia. Si se conociera exactamente
E,(p), la resolucion de estas ecuaciones daria la energia exacta del estado fundamental de un

sistema, incluyendo, por lo tanto, toda la correlacién electrénica.” *®

Se ha realizado un gran esfuerzo para recuperar la correlacion de electrones faltantes y,
como consecuencia, ha surgido una gran cantidad de métodos quimicos cuanticos ab initio.
Ejemplos de tales métodos basados en la funcion de onda son la teoria de perturbacién de Mgller-
Plesset (MP), la interaccion de configuracién (CI), y los enfoques de CC. * Un enfoque
conceptualmente diferente para incluir la correlacién electronica esta representado por la teoria de
la densidad funcional (DFT),* que se basa en la densidad electrénica como una cantidad

fundamental.

Se han desarrollado distintos tipos de funcionales que permiten calcular las propiedades
moleculares con diferentes niveles de exactitud. El funcional mas simple es la aproximacién de la
densidad local (LDA, por sus siglas en inglés: Local Density Approximation), en la cual se asume
que el funcional solo depende de la densidad, tratada como la de un gas uniforme de electrones.
Una mejora a la aproximacion LDA se obtiene haciendo que las energias de correlacion e
intercambio dependan no solo de p, sino también del mdédulo del gradiente de la densidad
([Vp]). Esto da lugar a los llamados métodos de gradiente generalizado (GGA, por sus siglas en
inglés: Generalized Gradient Approximation). En general, estos métodos parten del funcional
LDA afiadiendo términos de correccién de gradiente. * Para el intercambio, cabe destacar el
funcional propuesto por Becke (B) en el afio 1988,* vy para el funcional de correlacién el de
Perdew y Wang (PW91) del afio 1991. ** Otro funcional de correlacién popular es el desarrollado
por Lee, Yang y Parr (LYP). El mayor desarrollo en la teoria de DFT, fue la introduccién de
funcionales hibridos, los cuales combinan métodos GGA con el intercambio exacto de HF. El mas
utilizado es el propuesto por Becke (B3), combinado con el funcional de correlacién LYP, con lo

que toma el nombre de B3LYP. Este método ha demostrado ser adecuado para el calculo de una
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gran variedad de sistemas quimicos y ha sido ampliamente utilizado para predecir y/o elucidar

mecanismos de reaccién en quimica orgéanica. * *

Sin embargo, se han identificado algunas limitaciones especificas como ser: la
polarizabilidad de cadenas largas, los calculos de ciertos estados excitados (principalmente
aquellos que involucran transferencia de carga) y reacciones de transferencia de cargas entre
sistemas isoenergéticos o simétricos." Es por ello que surgi6 un nuevo funcional hibrido de
correlacién e intercambio que combina las cualidades de B3LYP y la correccion de largo alcance
presentada por Tawada y colaboradores,* denominado CAM-B3LYP.*® Finalmente, cabe destacar
que los métodos DFT son una valiosa herramienta para la investigacion ya que permiten validar
conclusiones propuestas mediante el trabajo experimental, para discernir entre dos o mas
hipotesis, o bien para predecir comportamientos ain no estudiados. Los calculos de propiedades
moleculares a nivel DFT, como geometria, estructura electrénica y propiedades espectroscopicas

permiten una buena conexion entre la teoria y los resultados experimentales.

1.3.1 Teoria del Funcional de la densidad dependiente del tiempo con
respuesta lineal: LR-TDDFT.

La teoria del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TDDFT) se ha convertido
en una herramienta importante para calculos fiables de estados excitados para un amplio espectro
de aplicaciones. La formulaciéon mas comin de TDDFT en quimica cudntica se encuentra en el
dominio de la frecuencia a través de la teoria de la respuesta lineal o la formulacién de Casida.”
TDDFT es una teoria que se basa en el analisis de la respuesta lineal dependiente del tiempo de la
densidad del estado fundamental formalmente exacta a una perturbacién externa dependiente del
tiempo, que después de la transformada de Fourier produce las energias exactas del estado
excitado y las fuerzas del oscilador. La derivacion del famoso teorema de Runge-Gross y la
posterior formulacién de las ecuaciones de Kohn-Sham dependiente del tiempo fueron las piedras

angulares en el desarrollo del formalismo de TDDFT. * ¥

Hoy en dia, existen varios enfoques quimico-cudnticos para el céalculo de estados
excitados que no requieren restricciones a priori y que producen energias y fuerzas de oscilador

de varios estados excitados en un solo calculo.

Los métodos de estado excitado, en analogia con los métodos de estado fundamental,
también se pueden dividir en métodos basados en funcién de onda y métodos basados en

densidad de electrones. Los métodos tipicos basados en la funcion de onda son CI, CI
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multirreferencial (MRCI) * o aproximaciones multirreferenciales de MP,*' métodos de campo
autoconsistente de configuracién miiltiple (MCSCF),* por ejemplo, espacio activo completo SCF
(CASS-CF),” y la teoria de perturbacién del espacio activo completo de segundo orden
(CASPT2). * En principio, estos enfoques se basan en la inclusion explicita de estados excitados
en la funcién de onda de muchos cuerpos como los llamados determinantes de Slater "excitados"
construidos a partir del estado base de HF mediante el intercambio ocupado con orbitales
virtuales. Los coeficientes de expansion de los determinantes de Slater se calculan a través del
principio variacional de Raleigh-Ritz, que en el caso de CI corresponde a la diagonalizacion de la
matriz hamiltoniana en la base de los determinantes excitados.”” En SCF multiconfiguracional se
aproxima también a los coeficientes de expansién de los orbitales moleculares que configuran los
determinantes de Slater y se reoptimizan, lo que hace que estos calculos sean costosos para las

moléculas grandes.

Otros enfoques basados en la funcién de onda son la ecuaciéon de movimiento*® y las
teorias de agrupamiento acopladas de respuesta lineal (EOM-CC y LR-CC, respectivamente)*’
que dependiendo del nivel de truncamiento de la expansion de CC se pueden obtener resultados
muy precisos. Todos estos métodos basados en la funcién de onda estan limitados a moléculas
bastante pequefias debido a sus altos costos computacionales. Los métodos de estado excitado
mas baratos que incluyen la correlacién a través de la funcién de onda disponible en la actualidad
son el enfoque CIS (D)* y el esquema de CC aproximado de segundo orden (CC2).*”” El método
CC2 es similar, las funciones de respuesta lineal producen estados excitados y fuerzas del
oscilador de aproximadamente la calidad de MP2. Las implementaciones modernas de estos
enfoques basados en la funcién de onda permiten el tratamiento de sistemas moleculares de hasta

aproximadamente 50 atomos.

Entre estos métodos, TDDFT en su formalismo de respuesta lineal exhibe la mejor
relacion entre el esfuerzo computacional y la precision alcanzable y, por lo tanto, se convirtié en
el método de eleccion cuando se trata de calculos en grandes sistemas moleculares o cuando la

eficiencia computacional es crucial.

Como la funcion de correlacién e intercambio (xc) exacta no se conoce, las funciones de
xc aproximadas deben emplearse en un calculo practico. Por lo general, se emplea la
aproximacion de la densidad local adiabatica (ALDA) y se utilizan las funciones de xc estandar

independientes del tiempo derivadas de la DFT de estado fundamental. Concomitantemente, se
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introducen errores en las energias de excitacién y las fuerzas del oscilador. Aun asi, para la
mayoria de los estados con excitacion de valencia, que se encuentran muy por debajo del primer
potencial de ionizacion, TDDFT produce resultados con una alta precision a un costo
computacional relativamente bajo en comparacion con métodos altamente precisos como MRCI,
CASPT2 o EOM-CCSD, que son aplicables tinicamente a pequefias moléculas de hasta 20
atomos. De hecho, la calidad de las energias de excitacién a menudo se encuentra entre 0.1 y 0.5

eV en comparacion con los datos experimentales. *

La formulacién de respuesta lineal de la teoria funcional de la densidad dependiente del
tiempo permite el calculo de las energias de excitacion y los vectores de transicion en el marco de
la DFT. En la actualidad, TDDFT representa uno de los enfoques mas destacados para esta tarea,
especialmente cuando se estan investigando estados excitados de sistemas moleculares medianos

o grandes.*

Sin embargo, dado que no se conoce el potencial de xc local exacto, que es el ingrediente
clave en los métodos basados en DFT, se debe elegir un funcional de xc aproximado en cualquier
calculo practico. Hay que tener mucho cuidado al usar TDDFT con funciones de xc aproximadas
debido a sus fallas en los estados de Rydberg,* sistemas con grandes sistemas T, estados con
doble excitacion y estados de transferencia de carga (CT). Existen limitaciones en la aplicacion
de TDDFT a sistemas grandes o moléculas pequefias en solucion, porque se producen estados
excitados inter e intramoleculares de CT en la region de baja energia de los espectros
electronicos. En la actualidad, esto evita que TDDFT sea un método de caja negra para el calculo
de estados excitados. Aun existe mucha investigacion dedicada a evaluar su aplicacion en
determinados sistemas, como asi también en el desarrollo de nuevos funcionales de xc para

eliminar las fallas conocidas de TDDFT.

1.4 Diseio de farmacos

La ciencia que tiene como objetivo el disefio y descubrimiento de nuevos farmacos,
tratando de elucidar la relacién existente entre su estructura, sus propiedades quimicas y su

respuesta bioldgica, es la Quimica Medicinal.

Dado que la mayor parte de los farmacos son de naturaleza organica, la Quimica

Medicinal se fundamenta principalmente en el conocimiento de la Quimica Organica, aunque se
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requiere también una base s6lida de Bioquimica y un complemento con la Farmacologia y la

Toxicologia entre otras.

En general, para lograr los objetivos propuestos en Quimica Medicinal se requieren tres

etapas:

* El descubrimiento, es decir, la identificacion de nuevos principios activos los cuales
son llamados compuestos lideres o cabezas de serie. Dichos compuestos pueden ser de

origen sintético, de fuentes naturales o de procesos biotecnologicos.

* La optimizacion, que consiste basicamente en la modificacién quimica del compuesto

lider para aumentar su potencia, selectividad y/o disminuir su toxicidad.

* El desarrollo, el cual implica la optimizacion de procesos que permitan obtener el
farmaco en grandes cantidades, ademas de mejorar las propiedades farmacocinéticas y

farmacotécnicas, para que resulten mas adecuados para su uso terapéutico. > >

Aunque en sus origenes la Quimica Medicinal se basé principalmente en la modificacion
de productos naturales, hoy en dia esta disciplina estd orientada hacia el estudio de las
interacciones del farmaco con las dianas biolégicas a nivel molecular. Este hecho se debe en parte
al desarrollo de compuestos mas sofisticados gracias a la Quimica Organica. En este sentido,
merece especial consideracion el desarrollo de métodos estereoselectivos, procesos sintéticos
automatizados, métodos cromatograficos (analiticos y preparativos) y métodos de analisis
estructural como RMN, difraccién de rayos X, etc. Por otra parte, el desarrollo de la Biologia
Molecular y la Ingenieria Genética y la Bioinformatica han permitido el estudio de moléculas
diana como receptores de membrana, enzimas y acidos nucleicos. Incluso, se ha hecho posible
determinar las caracteristicas tridimensionales del sitio activo donde ejercen su accién varios de
los farmacos conocidos hasta el momento. Es por esto que, en la actualidad, gran parte del disefio
de nuevos farmacos se basa en el estudio de la interaccion farmaco-receptor mediante el

modelado molecular. >

1.4.1 Estrategias en la busqueda de nuevos farmacos

La mayoria de los compuestos encontrados hasta la década de los afios setenta procedian
de descubrimientos al azar. No obstante, con los avances en diferentes areas de la ciencia se han
desarrollado métodos mas racionales basados en el conocimiento y regulacion de las dianas

biolégicas, como asi también en el conocimiento de las disfunciones bioquimicas que originan
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ciertos procesos patologicos. Dentro de los diversos procesos utilizados para el descubrimiento de

nuevos farmacos pueden distinguirse cuatro estrategias fundamentales:

* Estudio u observacién casual de los efectos biolégicos de productos de origen natural o
sintético. El origen de muchos farmacos procede de la medicina popular o del
descubrimiento accidental de la accion curativa de algunos compuestos naturales. Se
estima que alrededor de un 50 % de los farmacos disponibles en la actualidad provienen
de algtn producto natural, en especial de origen vegetal, como los alcaloides (atropina,

morfina, reserpina, etc.) que fueron la fuente de varios compuestos cabeza de serie.

* Cribado sistematico (o screening) de familias de compuestos, generalmente elegidas al
azar, en determinados ensayos bioldgicos. Esta estrategia ha sido muy utilizada en los
ultimos afios tanto por el surgimiento de la quimica combinatoria que permite obtener
una gran diversidad de compuestos (denominados colectivamente quimiotecas) en forma
rapida, simultanea y eficiente como por la automatizacion de los ensayos bioldgicos. Este
procedimiento se conoce como cribado de alta eficacia o HTS, por sus siglas en inglés:
High Throughput Screening, y constituye uno de los métodos mas empleados en la
actualidad por las compaiiias farmacéuticas para la biisqueda de compuestos con un perfil

de actividad prometedor.

* Mejora de los farmacos ya existentes. La finalidad de esta estrategia es optimizar tanto el
perfil terapéutico o toxicol6gico como las propiedades fisicoquimicas de farmaco, de
manera que resulten mas apropiadas para las formulaciones galénicas del medicamento o

que constituyan una mejora en sus caracteristicas organolépticas.

* Disefio racional. En general se basan en el conocimiento de los procesos bioquimicos
relacionados con la patologia que se pretende combatir, en analogia estructural con un
ligando endégeno o en la generacion de colecciones de compuestos a partir de una diana
terapéutica determinada. En este sentido, el disefio de farmacos asistido por
computadoras (CADD, del inglés Computer Assisted Drug Design) constituye una de las

estrategias de mas reciente desarrollo para tal fin. >
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1.5 La problematica de la resistencia a multiples drogas (MDR) en
el tratamiento del cancer.

La resistencia multiples drogas (MDR) es uno de los fendmenos que puede experimentar
una célula para resistir a la citotoxicidad de cualquier xenobi6tico y representa una de las
principales causas del fracaso de la quimioterapia contra el cancer.>* * Las proteinas relacionadas
con esta resistencia, son bombas de eflujo, ubicadas en la membrana plasmatica, que mantienen
baja la acumulacién intracelular de xenobi6ticos.”® En algunos tumores, la MDR aparece sin una
exposicion previa a farmacos anticancerosos mientras que, en otros, su aparicion se produce
durante el tratamiento, muy a menudo como consecuencia de la seleccion de células resistentes

sobre las sensibles en tejidos tumorales heterogéneos.

Precisamente por la interferencia de la MDR en la quimioterapia contra el cancer, un tipo
particular de estas bombas, superfamilia de los transportadores ABC (ATP binding cassette) ha

merecido especial atencion.

En particular, la glicoproteina-P humana (P-gp, también conocida como HsMDRI1 o
ABCB1,*® Figura 1.2) es una proteina de membrana que pertenece a la superfamilia de
transportadores ABC y posee una maquinaria molecular compleja capaz de reconocer y expulsar
cientos de sustancias utilizando energia derivada de la hidrélisis de ATP. La P-gp esta
involucrada, entonces, en el aumento del eflujo dependiente de la energia de un amplio conjunto

de farmacos citostaticos, no relacionados funcional ni estructuralmente.* !

La P-gp tiene una localizacion estratégica en varios 6rganos y tejidos, por lo que ejerce un
papel de defensa crucial contra sustancias téxicas, tanto de origen endégeno como exégeno, y

constituye un componente esencial de varias barreras biolégicas. *

Posee 1280 aminoacidos distribuidos en dos mitades homologas con una identidad de
aminoacidos del 43% entre ellas. Una region enlazadora de 66 aminoacidos conecta las dos
mitades de la proteina. Cada homologo tiene seis hélices transmembrana (TM) y un dominio
hidrofilico que contiene un sitio de unién a ATP, conocido como dominio de unién al nucleétido,
NBD (por nucleotide binding domain).® * Su mecanismo de funcionamiento (de bombeo) es atin
controversial, aunque los siguientes aspectos estan generalmente aceptados: el mecanismo de
accion comienza con la union del sustrato a la P-gp libre de nucledtido (estado de reposo o
relajado), que en este estado tiene una gran afinidad por el sustrato. La union se produce en la

region TMD inserta en la membrana. La uniéon de los sustratos provoca cambios
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conformacionales en los NBDs que permiten la unién de una o las dos moléculas de ATP y
posterior dimerizacién de los dos NBDs (es decir, se acercan hasta acoplarse),® seguida por la
hidrélisis consecutiva de dos moléculas de ATP (Figura 1.2A).% Estas dos hidrélisis producen una
reacomodacion del sustrato a un estado de baja afinidad y luego su expulsién. Por ultimo, la
proteina vuelve a su estado de reposo, en el cual es capaz de ligar sustratos o inhibidores, tras la

liberacion de ADP y fosfato.*”

Espacio extracelular

P

RAe,
B '- hees a’%r ;1‘ 4;&‘1 %@& |
q [ ‘ p “. hl hnh< s Ala
o W =)
\ Q | /

Ligando

Citosol ado de reposo stado cerrado Estado de reposo

Figura 1.2. A) Mecanismo de extrusion de sustratos por parte de la P-gp. B) Modelo estructural del
estado capaz de ligar sustratos (inward facing) construido en el grupo (detalles: Capitulo 2 y Capitulo 5).
C) Estado cerrado (outward facing), mirando hacia el espacio extracelular; el inserto o zoom muestra
atin dos moléculas de ATP en los NBDs. Este modelo estructural estd en preparacién en el grupo a partir
de una estructura de muy baja definicién por criomicrografia (resolucién de 7 A).
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A través de la P-gp. las bacterias eliminan antibacterianos, los hongos eliminan

antifiingicos, los parasitos, antiparasitarios y las células cancerigenas eliminan y resisten a los
. . Je . 68 .7 . . ’ .

agentes quimioterapéuticos.” La funcion fisiolégica de P-gp en humanos es proteger al

organismo de toxinas en la dieta y el medio ambiente. Debido a su papel, se expresa naturalmente

en intestino, higado y rifién.*

1.5.1 Antecedentes de la glicoproteina-P humana como blanco
terapéutico

La P-gp ha llamado mucho la atencién desde hace varios afios, siendo sujeto de
numerosos estudios fisioldgicos’’" tanto por su interés per se como modelo de sistema ABC
aplicable a distintas patologias relacionadas con la MDR como por su papel en infecciones por

microorganismos resistentes a miltiples drogas.”” "

La sobreexpresion de P-gp se da en las células cancerosas y es responsable del flujo de
varios agentes quimioterapéuticos, como los taxanos, alcaloides de la vinca, doxorubicina,
etopdsido, topotecan, metotrexato, imatinib, dasatinib, gefitinib entre otros.”* Se ha reportado en
mas de la mitad de los tipos tumorales: cancer de pulmén, de higado, de pancreas, de estomago,
colorrectal, renal, tiroideo, de prostata, de endometrio, carcinoides y leucemias.” 7® Cabe destacar
que la leucemia es un trastorno maligno con un numero significativo de muertes al afio: 7’ con
base en GLOBOCAN, en el 2018 se diagnosticaron alrededor de 437.000 nuevos casos de
leucemia y 309.000 muertes ocurrieron en todo el mundo por esta afeccién.”” En
aproximadamente el 50% de los pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC) que no
respondia a la quimioterapia con alcaloides de Vinca y antraciclinas también se detectd la

sobreexpresion de P-gp. 7 ® ® 8 Por lo tanto, la MDR mediada por P-gp es un gran obstaculo en

los regimenes de quimioterapia contra numerosos tipos de cancer.

También tiene lugar una amplia expresion de esta proteina en la superficie de las células
endoteliales en la barrera hematoencefalica. Esto, por un lado, representa una proteccién para el
sistema nervioso central (SNC) ya que previene la entrada de sustancias potencialmente dafiinas,
pero, desde otro punto de vista, compromete el éxito del tratamiento farmacologico de diferentes
trastornos y tumores del SNC, dificultando la actividad de distintos farmacos. Mas recientemente,
ha surgido una relacion interesante entre la P-gp y la aparicion de la enfermedad de Alzheimer

(EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la epilepsia y otras enfermedades del SNC: se observé un
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deterioro en el nivel de expresiéon de la proteina en las primeras etapas de estos trastornos

neuroldgicos. % #

A partir de estos antecedentes, se han realizado esfuerzos de quimica médica para dirigirse
a la P-gp, principalmente con el objetivo de obtener inhibidores que deben administrarse
conjuntamente con agentes quimioterapéuticos sometidos al flujo mediado por P-gp, lo que
restaura la eficacia del tratamiento. De acuerdo con este enfoque, se han informado varios agentes
de reversion de MDR, que generalmente se clasifican en tres generaciones. A pesar de los
resultados prometedores in vitro, la mayoria fracasé en la fase de ensayo clinico por varias
razones: en el caso de los agentes de primera generacién que son farmacos en uso clinico para
diferentes indicaciones, el principal inconveniente fue la escasa selectividad de acci6n. * Los
moduladores de la segunda generacion, supuestamente mas selectivos, resultaron téxicos. * En
cuanto a los agentes de tercera generacion, a pesar de su alta afinidad por la P-gp, no obtuvieron
resultados satisfactorios debido a preocupaciones farmacocinéticas y de seguridad.?” Por lo tanto,
el desarrollo de nuevos agentes capaces de impedir el flujo de farmacos mediado por la P-gp
sigue siendo una necesidad no satisfecha y, como la MDR continda siendo un problema
importante en la quimioterapia contra el cancer, sigue siendo un campo de interés en la quimica

medicinal.

Ademas del disefio de moduladores de P-gp para ser flanqueados a agentes de
quimioterapia, varios grupos han emprendido recientemente diferentes enfoques para
contrarrestar la MDR. En este sentido, una estrategia importante es el desarrollo de farmacos
antitumorales que no sean sustratos de P-gp, tanto a través del disefio de nuevas moléculas como
de la modificacién de farmacos ya conocidos. ® En este contexto, dada la falta de informacién
estructural sobre el mecanismo de interaccion de los medicamentos contra el cancer con P-gp, es
critico prever la naturaleza y la posicion de las modificaciones estructurales requeridas para

evadir el flujo de salida de P-gp y para mantener la citotoxicidad deseable.

Otra estrategia que se ha emprendido para superar el flujo mediado por P-gp consiste en
mejorar la captaciéon del farmaco o modificar el mecanismo de captacion celular mediante la
conjugacion no covalente o covalente de los agentes quimioterapéuticos con sistemas de
direccionamiento tales como nanoparticulas, liposomas, micelas, conjugados poliméricos,
anticuerpos, entre otros. Se ha prestado especial atencién a la formulacién de liposomas y varios

de estos sistemas se encuentran actualmente en evaluacion clinica. * Se debe invertir una palabra
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de precaucion con respecto a este enfoque, ya que la liberacion intracelular de los medicamentos
de estas formulaciones atin puede resultar en un flujo de salida de P-gp. Con respecto a los
derivados covalentes, las estrategias que dieron resultados interesantes consistieron en la
modificacién del farmaco, con la consiguiente mayor solubilidad en agua y el reconocimiento

%91y de oligopéptidos cationicos mas complejos.” Ademas de los enfoques

modificado por P-gp,
descritos anteriormente, basados principalmente en herramientas de quimica medicinal, se han
intentado algunas estrategias menos exploradas para contrarrestar la MDR, apuntando a la
represion (down-regulation) de la expresion o traduccion del gen abcbl, como los

oligonucledtidos antisense y el ARN pequefio interferente. *

Mas alla de la cuestion de la MDR, se ha propuesto la aplicacién potencial en el
diagndstico temprano a través de técnicas de imagen como la tomografia por emision de
positrones (PET) de varios trastornos neurolégicos para ligandos de P-gp, en vista de la
participacion del transportador en el inicio de estas patologias del SNC: en particular, los
sustratos radiomarcados son utiles para medir la funcion in vivo del transportador en la barrera

hematoencefalica. %

Después de los fuertes efectos de la MDR mediada por la P-gp en la quimioterapia contra
el cancer, a pesar de los obstaculos encontrados hasta ahora, el desarrollo de nuevos moduladores
de la P-gp todavia aparece como una ruta valiosa y posiblemente directa para contrarrestar la

MDR.

Debido a la ausencia de una estructura de rayos X de la P-gp humana, se han propuesto
varios modelos de homologia basados en transportadores bacterianos.” Tieleman et. al; *® han
construido uno de estos modelos basados en la estructura reciente de Sav1866.” Sav1866 es un
transportador ABC de Staphylococcus aureus con funcién fisiolégica desconocida, * que se ha
cristalizado en una conformacion similar a la que se encuentra abierta hacia afuera o outward-
facing (es decir, es mas probable que sea la conformacion después de la hidrélisis de ATP y la
extrusion concomitante del farmaco). Posteriormente, se obtuvo la primera estructura
cristalografica de una p-gp de mamifero. Este éxito brindé una oportunidad tinica para evaluar las
interacciones de inhibidores nuevos y conocidos * en una estructura experimental de P-gp. ' La
P-gp del rat6on (Mus musculus) tiene un alto grado de similitud (aproximadamente 86% de
identidad de aminoacidos) con la P-gp humana y se ha propuesto convincentemente que

representa un estado de reposo (libre de nucleétidos), en una conformacién competente para la
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union con los ligandos,'®! inward-facing o abierta hacia adentro. Mas adelante, se han obtenido
otras estructuras cristalografica de P-gp, como la de Caenorhabditis elegans con una resolucion
de 3.4 A. La proteina de C. elegans es idéntica en un 46% a la humana. ' En el presente trabajo,
se utiliza un modelo de homologia humano construido a partir de la estructura experimental de P-

gp de raton, obtenido previamente por el grupo.'®

Ademaés, durante de décadas de esfuerzo, no han estado disponibles estructuras de
conformaciones tanto inward-facing como outward-facing para la misma proteina. Por ello, no se
han realizado estudios de dindmica molecular computacional (MD) sobre el ciclo de transporte
completo, excepto con modelos construidos. ' La construccién de modelos de proteinas teniendo
en cuenta la secuencia primaria y la prediccién de la estructura secundaria es un recurso de gran

interés farmacologico mejorar la comprension de estos mecanismos a nivel molecular.

En 2018, se ha propuesto una estructura de la P-gp en la conformacion orientada hacia el
exterior, determinada por crio-microscopia electrénica en una resolucion de 3,4 A.' La
resolucion resulta controversial, por lo que actualmente se contintan los esfuerzos a nivel
mundial para obtener estructuras con mejores resoluciones, tal es asi que se ha cristalizado la P-
gp de Cyanidioschyzon merolae en su forma outward-facing (1,9 A) y en su forma inward-facing

(3.0 A) recientemente. '

1.5.2 Hacia la busqueda de nuevos moduladores de P-gp

Las estrategias para superar la MDR incluyen el desarrollo de inhibidores de la funcion P-
gp que pueden actuar bloqueando la unién del sustrato a la proteina, por medio de la interaccion
entre el inhibidor con una regién de la P-gp, evitando el eflujo o interfiriendo con la hidrélisis de
ATP. Alternativamente, los inhibidores pueden actuar por mecanismos indirectos, como mediante
la obstaculizacion de la fosforilacion de P-gp o la alteracion de la integridad de los lipidos de la

107 108

membrana celular, siendo la principal hipétesis como blanco farmacéutico, la bisqueda de

inhibidores a nivel de los dominios transmembrana donde se reconocen y ligan primariamente los

sustratos 68 57 58 103

Dado que estos inhibidores pueden controlar la extrusién de farmacos citotoxicos
terapéuticos, su desarrollo resulta de gran interés como objetivos farmacéuticos. '® "° ! Incluso,

teniendo en cuenta que algunos de los ya desarrollados presentan importantes efectos adversos y/
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80 112 113 114 115

0 son toxicos, muchos investigadores se centran en la buisqueda de agentes

desprovistos de estos efectos.

Desde este enfoque toma protagonismo la Fitoterapia, que es la rama del Farmacognosia
que estudia drogas de origen vegetal para el tratamiento de enfermedades. Es importante destacar
ademds que las plantas constituyen una fuente importante de moléculas bioactivas con una
contribucién significativa a la quimioterapia del cancer, ''® incluidos los inhibidores de la P-gp. '
La diversidad estructural excepcional de los metabolitos derivados de plantas ofrece una gran
variedad de posibilidades para encontrar nuevos inhibidores de este objetivo. Como se observo
con sustratos, los inhibidores de la P-gp pueden ser estructuralmente distintos, *® con compuestos
vegetales que pertenecen a diferentes familias quimicas y que son capaces de suprimir el

traIlSpOFte mediado por P_gp 119 120 121 122 123 124 125 126 127

Aunque muchos compuestos con propiedades medicinales se han obtenido de la flora

argentina, 128 129 130

este recurso esta lejos de ser completamente explorado, especialmente para
compuestos con propiedades de reversién de MDR. Se considera que s6lo se ha estudiado el 1%
de las 9690 especies de flora vascular argentina. Entre estas especies, principalmente
pertenecientes a Asteraceae, Poaceae y Fabaceae, se sabe que 1200 poseen propiedades
medicinales.”! ** Los compuestos naturales han atraido una gran atencion como alternativa a los
inhibidores de P-gp de primera a tercera generacion, cuyos efectos secundarios e interacciones
farmacocinéticas observadas terminaron limitando su uso clinico. Los inhibidores de P-gp que
tienen origen en productos naturales se consideran inhibidores de P-gp de cuarta generacion. De
hecho, la atenciéon creciente se ha centrado recientemente en el desarrollo de farmacos

multifuncionales, con la capacidad de interactuar con objetivos multiples relacionados con una

condicion patolégica especifica.'®

1.6 Parte 1: Diseio, sintesis y fotofisica de sistemas donor-
aceptor unidos por base de Troger

1.6.1 Objetivos generales
Proponer un conjunto de posibles sistema donor/aceptor, puenteados por bases de Troger.

Realizar, en colaboracién con un grupo especializado en sintesis y el grupo del Codirector,

ensayos fotofisicos y fotoquimicos.
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Estudiar en detalle el mecanismo de reaccion que lleva a la sintesis de diadas simétricas y

asimétricas.

1.6.2 Objetivos Particulares

* Evaluar distintos funcionales de calculo para la descripcién de los estados de

separacion de carga para una serie de compuestos de tipo dador(D)-aceptor(A).

*  Poner a punto protocolos tedricos que permitan abordar en profundidad el problema

de la separacion de carga en los estados excitados de las bases Troger.

e  Cuantificar el cardcter de transferencia de carga (CT) de los estados excitados y

relacionarlos con las propiedades redox de los fragmentos donor/aceptor.

* Realizar cdlculos en modelo de no equilibrio para refinar la prediccion de la

absorcion de las bases de Troger.

*  Describir en detalle el mecanismo de reaccién para la sintesis de diadas con puente

Troger.

1.7 Parte 2: Desarrollo de nuevos inhibidores de glicoproteina-P
humana

1.7.1 Objetivos generales

Conocer los aspectos claves relacionados con la ubicacion de los sitios de unién y las
interacciones moleculares P-gp-ligando y evaluar la efectividad de compuestos no téxicos. Estos
compuestos fueron seleccionados racionalmente a partir de la informacion del ligado del

pinoresinol, compuesto aislado del extracto de Melia azedarach.

Para ello, se proyect6 un panel de metabolitos bioactivos obtenidos de plantas nativas y
naturalizadas del centro de Argentina. Se comenzd una serie de ensayos, partiendo del pinoresinol
aislado del arbol Melia azedarach mediante la colaboracion del grupo de la UCC, con amplia
experiencia en la identificacion y determinacion experimental de actividades biologicas de
compuestos aislados de plantas de nuestro pais. Se han evidenciado diversas actividades
biolégicas del pinoresinol, entre ellas propiedades antifliingicas, antiinflamatorias, antioxidantes,

neuroprotectoras e hipoglucemiantes.'
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De los resultados mas prometedores del ligado del pinoresinol y sus posibles derivados

sintéticos, se pretender ampliar el screening a una serie ligandos no téxicos con similitud en la

estructura quimica.

1.7.2 Objetivos Particulares

Describir mediante docking molecular el sitio de unién y el modo de ligado de los
inhibidores de uso farmacolégico de la glicoproteina-P y del inhibidor propuesto, el

pinoresinol.

Desarrollar los posibles derivados sintéticos del pinoresinol y evaluar mediante docking
molecular si es posible mejorar las constantes de inhibicion mediante estas

modificaciones quimicas. Elegir candidatos para su sintesis y posterior ensayo in vitro.

Ampliar el conjunto de potenciales inhibidores en base a su similaridad y disponibilidad

sintética/comercial para los ensayos in-vitro (en colaboracion con el grupo de la UCC).

Obtener una version mas vivida del modelo mediante el desarrollo de una dindmica

molecular del modelo de P-gp humana en solvente acuoso.

Optimizar los protocolos para futuras simulaciones de docking y de dindmica molecular
mediante el desarrollo de una dindamica molecular del modelo de P-gp humano inmerso en

bicapa lipidica. Se aportara este modelo para futuras de docking y dindmica en el grupo.
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Capitulo 2. Metodologias computacionales

A continuacion se describen brevemente los métodos utilizados junto a una lista
forzosamente incompleta (el 'mercado’ se renueva dia a dia) de programas directamente
relacionados con el modelado computacional y la Quimica Cuantica. Algunos de los programas
son de distribucion gratuita aunque los mas completos y sofisticados tienden a ser comerciales.

Todos estos han sido empleados para el desarrollo de la presente tesis.

2.1 Breve descripcion de los programas de modelado
computacional.

2.1.1 Programas para aplicacion de métodos de DFT y métodos mas
avanzados

Gaussian 09: es un programa de uso muy comun en Quimica Cudntica. Permite realizar
calculos de la energia de las moléculas a multitud de niveles de calculo de los métodos
semiempiricos AM1 y PM3 a calculos ab initio al nivel Hartree-Fock o introduciendo la
correlacion tanto a nivel perturbativo como con métodos variacionales o de coupled-cluster
(CC). También permite realizar calculos a nivel DFT con diversas metodologias. En cuanto a
optimizaciones de geometria es, posiblemente, el programa que permite mas opciones tanto para
localizar minimos como estados de transicion. También permite el calculo de coordenadas
intrinsecas de reaccion (IRC) y de estados de transicion (TS). Se requiere de memoria y
capacidad de disco para correr el programa. El paquete Gaussian09' incluye herramientas como

Cubegen y Cubman, que permiten operar con los resultados calculados.

2.1.2 Programas de construccion y visualizacion

Existe multitud de programas que permiten el dibujo de moléculas a partir de sus

coordenadas (internas o cartesianas). También pueden representar diversas propiedades
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resultantes del calculo quimico-cuantico como orbitales, modos normales de vibracion, potencial

electrostatico, etc. Los siguientes fueron los mas utilizados.

-MOLDEN: programa de dibujo de moléculas y de su funciéon de onda (mapas de densidad
electronica de orbitales moleculares). Funciona en un entorno X-Windows. Permite visualizar una
serie de geometrias en forma animada asi como el andlisis del movimiento de una vibracién. Lee

ficheros de salida de a mayoria de programas de calculo como Gaussian.

-VMD (Visual Molecular Dynamics): programa disefiado para modelar, visualizar y analizar
desde pequefias moléculas hasta sistemas bioldégicos como proteinas, acidos nucleicos,
ensamblajes de bicapa lipidica, etc. Puede utilizarse para ver moléculas mas generales, ya que
VMD puede leer archivos estandar de Protein Data Bank (PDB) y descargarlos y mostrarlos.
Proporciona una amplia variedad de métodos para renderizar y colorear una moléculay se puede
usar para animar y analizar la trayectoria de una simulacion de dinamica molecular (MD). Posee

varias extensiones de andlisis de datos.?

2.1.3 Programas para el estudio de docking proteina-ligando

Autodock: es un software de modelado utilizado para docking molecular. Predice los modos de
union y las energias de ligandos a una proteina. La proteina debe ser un estructura de buena
resolucion para una estimacion precisa de la energia (estructura tridimensional rigida,
generalmente estructura de rayos X cristalografiada o bien un modelo de proteina construido).
Incluye como interfaz al software AutoDockTools tanto para preparar archivos de entrada como
para visualizar los archivos de salida y organizar los conférmeros del ligando en clusters segin
RMSD en energia. Los dos programas principales de calculo del paquete Autodock son el
Autogrid4 y el Autodock4. El Autogrid4 calcula la energia de interaccion para cada tipo de atomo
del ligando con el receptor para todo el sitio de unidn, el cual esta discretizado a través de una
cuadricula (grilla). Esto tiene la ventaja de que las energias de interaccion no tienen que
calcularse en cada paso del proceso de docking. El Autodock4 realiza una busqueda
conformacional del ligando segun un algoritmo escrupulosamente elegido rotando los enlaces

rotables y combinando la informacion de esta btisqueda con los célculos de la grilla.

2.1.4 Programas para dinAmica molecular

AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement ): es un paquete de software de

dindmica molecular que simula un amplio niimero de campos de fuerza.
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LEaP prepara archivos de entrada para los programas de simulacién. Antechamber automatiza el
proceso de parametrizacion de pequefias moléculas organicas utilizando GAFF (General

AMBER force field) que proporciona las cargas calculadas previamente por calculos cuanticos.

Pmemd es el programa de simulacién central y proporciona instalaciones para minimizar la
energia y la dinamica molecular con una amplia variedad de opciones. Fue disefiado para el
computo en paralelo. pmemd.cuda ejecuta simulaciones en PC con unidades de procesamiento de

graficos (GPU). nmode calcula los modos normales.

ptraj analiza numéricamente los resultados de simulacion. AMBER no incluye habilidades de
visualizacion, que comtnmente se realiza con Visual Molecular Dynamics (VMD). Ptraj ahora no
es compatible con AmberTools 13. cpptraj es una version reescrita de ptraj hecha en C++ para
brindar un analisis mas rapido de los resultados de simulacion. Varias acciones se han hecho

paralelizables con OpenMP y MPI.

MM-PBSA/GBSA permite calculos de solventes implicitos en instantaneas de simulaciones de
dinamica molecular permitiendo calcular energias libres de ligado con el modelo de Poisson-

Boltzman o Born Generalizado.?

2.2 Parte 1: Diseiio, sintesis y fotofisica de sistemas donor-
aceptor unidos por base de Troger

La minimizacion de cada estructura y los calculos fotofisicos (que incluyen el célculo de
absorcion y la optimizacion de los estados excitados) fueron obtenidos empleando el paquete
Gaussian 09.' Se ensayaron varios funcionales (detalles Cap. 3) siendo el utilizado
extensivamente el CAM-B3LYP, un funcional hibrido con correcciones de largo alcance (long-
range corrected), que minimiza los problemas de sobredeslocalizacion de cargas merced a la
variacién de la proporcion de mezcla de intercambio de Hartree-Fock y de DFT, con

predominacia de HF a distancias largas y DFT a distancias interelectrénicas cortas.*

Para los calculos fotofisicos se utilizaron dos modelos de solvatacion dentro del esquma
de modelos de solvente SCRF (“self-consistent reaction field”), con la implementacion IEFPCM
de Gaussian09.® En primera instancia el modelo “Linear Response” de equilibrio (LR) y luego
con el modelo “State Specific” (SS) en el nivel de teoria CAM-B3LYP/6-311+G(d,p). La
correccion SS permite obtener transiciones realmente verticales (solvatacién de no-equilibrio)

puesto geu el estado de llegada (S, p. ej. en la absorcion) encuentra la componente electrénica de
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polarizacion de solvente (dieléctrico) todavia en el estado con el que estabilizaba al soluto en el
estado de partida (So, p. €j. en la absorcién).® Para la evaluacién del solvatocromismo se
realizaron calculos en n-hexano, acetato de etilo, diclorometano y acetonitrilo (nombrados segun

constante dieléctrica creciente).

Las diferencias de densidad electronica entre el estado fundamental y los estados
excitados de cada diada fueron calculadas, los potenciales electrostaticos y los célculos de
extension o grado de alcance (/\, siguiente seccion) con la herramienta Cubegen y scripts

desarollados para automatizar las integrales.

2.2.1 Calculos del grado de transferencia de carga®

Para cuantificar la extensién o grado de transferencia de carga (o de "no localidad") de la
transicion para cada estado excitado de interés se utiliz6 la definicién A, empleada en diferentes

estudios de complejos de transferencia de carga (CT). °

> f o,(r)
M

¢ (r)|dr

donde los ki, son los coeficientes con los que contribuye cada componente de la matriz de
coeficientes de TDDFT, pesando la transicion desde cada orbital ¢; de partida a cada ¢, de
llegada; con valores de 0 < A < 1, siendo valores proximos a 1 correspondientes a transiciones
locales (es decir en un mismo centro de la diada o en general del sistema s del colorante) y
decreciendo a medida que aumenta el caracter de CT y la longtud del puente y/o el acoplamiento
electronico entre los centros donor y aceptor. Las integrales se evaluaron empleando cubos de

80x80x80 generados con la herramienta cubman del gaussian y visualizados con Gabedit 2.4.8.°

La teoria del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TDDFT),” en la
aproximacion adiabatica, se usa ampliamente para el calculo de las energias de excitacién
electrénica. Para la aproximacion de gradiente generalizada convencional de funcionales GGA e
hibridos, esta bien establecido que las excitaciones locales son generalmente precisas dentro de
algunas décimas de eV, mientras que las excitaciones Rydberg y de CT son mas problematicas.
Este parametro se utiliza para la discusion de este tipo de transiciones en el Capitulo 3 a para
comparar el que tan 'no locales' resultaron los estados en comparacion con diadas m conjugadas

convencionales en bibliografia.
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2.2.2 Aplicacién del teorema de Koopmans?®

El teorema de Koopmans establece que en la teoria de HF de capa cerrada, la primera
energia de ionizacion de un sistema molecular es igual al negativo de la energia del HOMO. Este
teorema recibe su nombre de Tjalling Koopmans, quien publicé este resultado en 1934. El
teorema de Koopmans es exacto en el contexto de la teoria restringida de Hartree-Fock si se
supone que los orbitales del ion son idénticos a los de la molécula neutra (aproximacion de orbital
congelado). Las energias de ionizacion calculadas de esta manera estan en acuerdo cualitativo
con el experimento: la primera energia de ionizacion de moléculas pequefias a menudo se calcula
con un error de menos de dos electronvoltios. Por lo tanto, la validez del teorema de Koopmans
estd intimamente ligada a la precisién de la funcién de onda HF subyacente. Las dos fuentes
principales de error son la relajacion orbital, que se refiere a los cambios en el operador Fock y
los orbitales HF cuando se cambia el nimero de electrones en el sistema, y la correlacion de
electrones, refiriéndose a la validez de representar la funciéon de onda de muchos cuerpos
utilizando la funcion de onda HF es decir, un tinico determinante de Slater compuesto de orbitales

que son las funciones propias de la autofuncién del correspondiente operador de Fock.

Las comparaciones empiricas con valores experimentales y calculos ab initio de
mayor calidad sugieren que en muchos casos, pero no en todos, las correcciones energéticas
debidas a efectos de relajacion casi cancelan las correcciones debidas a la correlacion de

electrones.

Existe un teorema similar en DFT a partir de la discontinuid del sistema de N y N+1
electrones y el teorema de Janak ° para relacionar la primera energia de ionizacién vertical exacta
y la afinidad electrénica con las energias HOMO y LUMO de los orbitales de Kohm-Sham,
aunque tanto la derivacién como la afirmacion precisa difieren de la del teorema de Koopmans.
En la practica la aplicacion es idéntica y también se tienen problemas al relacionar LUMOs y

afinidades electrénicas. '°

2.2.3 Gap Redox mas alla de la aproximaciéon de Koopmans

Las energias de ionizacién calculadas a partir de energias orbitales DFT son
generalmente mas pobres que las del teorema de Koopmans, con errores mucho mayores que dos
electronvoltios, dependiendo de la aproximacion de correlacion de intercambio empleada. La

energia LUMO muestra poca correlacion con la afinidad electrénica con aproximaciones tipicas
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1011 "Como se propuso anteriormente, ' los potenciales de ionizacién y afinidades electrénicas
pueden calcularse, y lo que es mas complejo, sus potenciales de oxidacion y reduccion en un
solvente dado también, con exactitud del orden de pocos meV, empleando las energias totales en
el medio dado con funcionales como el CAM-B3LYP. El gap redox, (IP — EA) en solucion
(diferencia entre la afinidad electrénica y el potencial de ionizacién) entre los extremos
donor/aceptor (Z y Y respectivamente), fue evaluado empleando la definicién en base a energias

totales como
IP(solvente)_EA(solvente): A G?ed (Y'Y-)'FAGSX(Z-lZ) -2 n(solvente)

donde que los AG" corresponden a las energias libres de formacién de los productos

semioxidados/semireducidos * y n a la dureza quimica en el solvente dado.

2.2.4 Analisis de las densidades electronicas.

Las densidades de transicion utilizadas para las representaciones de las transiciones
electronicas del Capitulo 3 y el calculo de las A antes mencionadas se utilizaron un conjuntos de
scripts desarrollados para tal fin y la utilidad de cubegen del Gaussian09. En el estudio del
mecanismo de reaccion (Cap. 4) se utilizaron como guia para la construccion de modelos de
complejos de encuentro plausibles y ahorrar tiempo computacional mediante visualizaciones de
potencial electrostatico molecular y analisis de orbitales naturales de enlace, sobre todo para
juzgar la fuerza de puentes hidrégenos en estados de transicion usando el médulo NBO™ de

Gaussian09 y en ocasiones del PQS4.0."

Como indicadores de reactividad / regioselectividad se utilizaron las funciones de

Fukui definidas de la aproximacién de la discontinuidad:'®

0 (r> ' ~ A (r) ' NpN+1(r)_pN(r)_ e
D] =A< etz 0
) NpN(r)_prl(r)
S Y

ON AN :pN(r)_pN—l(r>Ef_(r)

M)' N(Ap(r)

v ext

donde pn(r) es la densidad de la especie en cuestion, pn:i(r) es la densidad electrénica de su
radical anion sobre las coordenadas de equilibrio de la molécula neutra (porque vex , potencial de

los ntcleos, es constante), pn.1(r) la del radical catién, y el valor de "y f daran idea de cuales
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son las zonas del espacio preferenciales para el ataque de un electréfilo o un nucledfilo,

respectivamente.

Cuando se wusaron estos graficos se utilizaron las densidades totales
(multielectrénicas) en vez sus formas aproximadas (densidades de un electrén) basadas en los
orbitales de Kohm-Sham de HOMO y LUMO," puesto que de este modo se aprovecha a pleno la
precision de los funcionales para describir las especies de capa abierta, sin los problemas de la

aproximacion de Koopmans.'®

2.2.5 Estudio de mecanismo de reaccion de diadas con base de Tréger

La exploracion de la superficie de energia potencial se realiz6 utilizando el paquete
Gaussian09 para los calculos DFT. Todas las estructuras de reactivos, estados de transicion (TS),
intermediarios y productos se optimizaron con el modelo de solvente SCRF-IEFPCM" en acido
acético en el nivel de teoria CAM-B3LYP/6-311+G(d,p) y se caracterizaron mediante la
diagonalizacion de la matriz hessiana y andlisis de frecuencias armoénicas para obtener
correcciones térmicas y de punto cero para la energia, la entalpia y la energia libre. La energia
libre relativa utilizada en las discusiones se define como la energia libre estandar de la especie en
cuestion menos la energia libre estandar de los reactivos de partida, tomados como referencia

(AG®.=0)

En casos relevantes (o bien en los TS mas dificiles de hallar), se iniciaron las
simulaciones IRC (uphill/downhill)®* a partir de los modos normales de vibracién computados en
los TS, utilizando coordenadas ponderadas por masa y coordenadas distinguidas de reaccion, en
algunas ocasiones seguidas de bisquedas por QST2.?! Estos pasos fueron realizados a nivel de
teorla CAM-B3LYP/6-31G* para luego emplear las estructuras obtenidas como geometrias
iniciales para continuar con la base 6-311+G(d,p) con el algoritmo Berny,” con pequefios
incrementos de 0.018 unidades atomicas en el maximo desplazamiento y recalculo de la Hessiana

cada 20 o 30 pasos.

El nivel de teoria utilizado se espera que sea satisfactorio, ya que ya fue empleado por
el grupo para otros estudios de reacciones de condensacion para sintesis de heterociclos
complejos exitosamente y con energias libres relativas comparables a las obtenidas a nivel
MP4(DQ)* y CCSD(T);** este ultimo, una de las metodologias ab initio puras (no extrapolativas)

mas exactas en términos practicos para sistemas organicos de tamafio medio.*® En particular se
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demostré que las maximas desviaciones en estados de transicién estuvieron por debajo de 2.5

kcal/mol respecto del nivel CCSD(T)/6-311G(d,p).** ¥

Las visualizaciones y las representaciones graficas se realizaron con Molden, Gabedit

2.4.8 yVMD 1.8.9.%

2.3 Parte 2: Desarrollo de nuevos inhibidores de glicoproteina-P
humana

2.3.1 Eleccién del modelo de P-gp humana

Se selecciond6 como estructura proteica confiable de partida a un modelo de
homologia humana de la P-gp construido previamente por el grupo de trabajo a partir del 3G5U
(estructura de ratén).” Este modelo de la P-gp humana (P-gp(h)) fue validado en diferentes
simulaciones y permitié obtener buen acuerdo con resultados experimentales para otras familias
de inhibidores . Luego de la optimizacion, los parametros estructurales de la proteina se validaron
usando el programa PROCHECK.24, donde se obtuvo un grafico de Ramachandran el cual ubicé
mas del 84% de los aminodcidos en las regiones muy favorecidas, el 15% en las regiones
favorecidas y 0,8% en las no favorecidas. E1 RMSD correspondiente al backbone fue de 0,77A
comparada con la estructura experimental de la P-gp de raton. Las estructuras terciaria y
cuaternaria fueron validadas siguiendo un procedimiento similar al informado por Globisch et al.,
en el que las distancias entre los aminoacidos del modelo se comparan con aquellas obtenidas a
través de datos experimentales obtenidos por cross-linking de cisteinas. ** *' Esta tiltima
observacién permitié confirmar que el modelo usado, es una muy buena aproximacion a la
estructura en estado de reposo. Se cheque6 la distancia entre aminoacidos y se realizé una

regresion lineal con datos experimentales. Estas comprobaciones constan en la referencia 30.

2.3.2 Ligandos seleccionados para el docking molecular

Los siguientes ligandos fueron dockeados en el modelo estructural de la P-gp(h):

* Pinoresinol y derivados de pinoresinol, como 1-acetoxi-(+)-pinoresinol, 1-acetoxi-(-)-
pinoresinol, 1-hidroxi-(+)-pinoresinol, filigenina, pinoresinol diglucésido y (+)-pinoresinol-4-
glucésido. Estos compuestos fueron elegidos en base al andlisis de los resultados obtenidos con el
pinoresinol (Cap. 4 ) y su factibilidad dentro de las posibilidades de los labortorios de la UNMdP

y la UCC, ya sea adquiriéndolos o por derivatizacién del pinoresinol. El (Z)-3-(4-hidroxi-3-
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metoxifenil)-2-propenal, que se encontro inactivo, se us6 como el control negativo (nombrado en

adelante como coniferil aldehido o CA).

« El tariquidar (XR9570), inhibidor de tercera generacién con la actividad mas fuerte in vitro

(aunque téxico, no descartado para su uso clinico), utilizado como control positivo y referencia.

* Verapamilo, un inhibidor conocido de primera generaciéon de actividad moderada utilizado

como referencia en los experimentos. *

* Doxorubicina (DOX) y rodamina 123 (Rho123), utilizados como sustratos modelos en los

experimentos.

Se espera que los compuestos que sean potenciales inhibidores imiten el modo de
ligado de los compuestos conocidos como inhibidores poderosos, como se ha tenido en cuenta en

trabajos previos realizados por el grupo.®*

Las estructuras de estos compuestos se muestran en la Figura 5.1.

2.3.3 Screening de analogos a pinoresinol

Posteriormente, en funcion de los resultados obtenidos, se investigd un segundo y
mas amplio panel de compuestos andlogos a pinoresinol, antagonistas sintéticos de pregnane X
receptor (PXR) en virtud de la colaboracion con un grupo con experiencia en la sintesis de estas

especies.

Se realizd6 un screening de la base de datos ZINC para sumar otros posibles
inhibidores de P-gp utilizado como una consulta para una busqueda de similitud 3D con la

estructura de los compuestos encontrados en la etapa anterior.

Se evaluaron en esta instancia unos 34 compuestos. Tanto para la familia de
antagonistas de PXR como para 25 de los compuestos provenientes de ZINC, el criterio de filtro
fue la similaridad con el pinoresinol, utilizando el indice de similitud de TanimotoCombo con el

software ROCS.

Ademas de controles negativos (compuestos no activos, solo se discutira uno de ellos)
usados en docking y en ensayos experimentales, y ademas del tariquidar utilizado como control
positivo, se afiadieron otros dos controles positivos que también fueron estudiados
experimentalmente y sus parametros cinéticos se obtuvieron en las mismas condiciones

experimentales en la UCC: el tamoxifeno (que ademds es un antitumoral conocido) y la
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ciclosporina A (CsA) (Cap. 6). De este modo, se usaron en las mismas condiciones
experimentales al panel de 5 controles negativos y 3 controles positivos (verapamilo, tamoxifeno

y CsA)

Las estructuras de este panel estudiado en el Capitulo 6, se muestra en las Figuras.

6.1-6.3.

2.3.4 Optimizacioén de los ligandos

Las estructuras de los ligandos fueron obtenidas mediante optimizaciones con nivel
de teoria semiempirico PM6,* caracterizando las estructuras como minimos en la superficie de
energia potencial por la diagonalizacion de la matriz Hessiana y asegurando la ausencia de
autovalores negativos. Luego se hizo un refinamiento con el funcional hibrido CAM-B3LYP con

bases hasta 6-31+G(d) ** con el programa Gaussian 09.

2.3.5 Docking Molecular

El programa utilizado fue el Audodock 4.2.6 ¥. La bisqueda conformacional para
cada ligando se llevo a cabo sin previas suposiciones sobre la localizacion de un sitio de union en
particular. Durante el docking molecular se evalué todo el dominio transmembrana (TMD),
asegurandose de incluir la regién inmersa en la bicapa, utilizando los aminoacidos tript6fano
como referencia. Las grillas (gridmaps) se tomaron con espaciamiento de 0.28 A. El pinoresinol
y sus analogos propuestos en el Cap. 5 fueron también dockeados en las dos regiones de los NBD
para checkear la hipotesis de un posible mecanismo de inhibicion relacionado con el ligado de

ATP.

Los conférmeros de docking mas estables de cada ligando fueron seleccionados

mediante un algoritmo genético Lamarckiano, creando 150-200 individuos por generacién con

limites de 10° generaciones con un sobreviviente por generacién y un limite de 6 x 108
evaluaciones de energia. De esta forma, se hicieron 4000 corridas del algoritmo genético
obteniendo un conférmero por cada una para cada ligando. El niimero inusualmente alto de
corridas se debe a la extension del dominio transmembrana. Se presenté un analisis de cluster
para los complejos ligando-proteina empleando un RMSD de 2.5 A con el Autodock-Tools. Las
representaciones graficas de los complejos ligando-proteina se estudiaron con el visualizador

VMD 1.9.2%,
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2.3.6 Comparacioén de estudios in-silico e in-vitro

Los resultados hallados con la metodologia descrita se contrastaron con algunos de
los resultados experimentales para intentar caracterizar dos aspectos de interés: las energias
involucradas en la inhibicién y el tipo de inhibicién de los compuestos ensayados. L.os ensayos
experimentales fueron realizados por el grupo colaborador de la UCC y se nombran a

continuacion :
* Estudio sobre la expresion superficial de P-gp.
* Ensayo de acumulacion intracelular de DOX.
*  Modulacioén del eflujo de DOX.
*  Modulacion del eflujo de rodamina-123.
* Determinacion de la actividad ATPasa.
* Estudio sobre la expresion superficial de la P-gp.
* Actividad in vitro del 1-acetoxi-(+)-Pinoresinol.

 Citotoxicidad en células mononucleares de sangre periférica (PBMC).*

2.3.6.1 Ensayo de acumulacion intracelular: reversion de la MDR via ICs, de
DOX

Este es uno de los experimentos in vitro realizados en paralelo el grupo colaborador

de la UCC y se describe brevemente. El efecto de reversién al mecanismo MDR, se puede medir
indirectamente sobre un descenso de la IC,. La IC, es la concentracion de DOX requerida para
inhibir el 50% de la proliferacion celular. La retencién del dentro de las células se usa

comunmente para medir la capacidad de una sustancia para inhibir el transporte hacia el exterior
mediado por P-gp. La inhibicion del flujo de salida se correlaciona positivamente con la

concentracion intracelular.

El grupo colaborador de la UCC emple6 dos lineas celulares de leucemia: Lucena 1

(caracteriza a la MDR por sobreexpresar P-gp) y K562 (subexpresa P-gp, como control para que

el descenso en la IC, no se deba a otros procesos) .
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Para obtener mas informacion acerca de los mecanismos, se utilizé el (+)-pinoresinol
y su comportamiento se analizo por Lineweaver-Burk, de dobles reciprocas comparado con los

datos en ausencia de inhibidor.*

La tasa de retencién del farmaco se graficé versus la concentracion de DOX y se

ajusto a la ecuacion de Michaelis-Menten:

R=R__ [SV/K +[S], (Ec2.1)

max

donde R es la tasa de retencion del farmaco, [S] es la concentracion del sustrato y K., es la

constante de Michaelis del eflujo de DOX.

Los resultados fueron expresados como la media + desviacién estandar (SE). Los

datos se analizaron usando el test-T de Student o un andlisis de varianza de dos vias (ANOVA).*

41

2.3.7 Dinamica del modelo de P-gp(h) en medio acuoso

La parametrizacion de la proteina, sus minimizaciones y dinamicas se realizaron
mediante el empleo de las herramientas de AMBER 14. EI armado de la topologia de este
sistema se desarroll6 con la herramienta XLEAP del paquete AMBER 14. El campo de fuerza
utilizado fue el ff14SB. La proteina fue inmersa en una caja cubica, solvatada con moléculas de

agua del modelo TIP3P y el sistema fue neutralizado con contraiones Cl". **

La minimizacién inicial cont6 con un primer paso en el que s6lo se minimizo el
solvente manteniendo restringida la estructura proteica, este calculo se desarroll6 en procesadores
CPU con pmemd. Los subsiguientes pasos de minimizacion y dinamica se realizaron en GPUs
mediante pmemd.cuda,” haciendo uso de la placa NVIDIA® Tesla K40c. A partir de esta
instancia, se procedi6 a minimizar el sistema molecular completo con un nimero maximo de
5000 ciclos de minimizacién de gradiente conjugado. Luego se continu6 con el fin de equilibrar
el sistema, realizando un calentamiento lento a lo largo de 50 ps mediante termostato de
Langevin, sin escala de presion y a volumen constante, restringiendo la movilidad de la proteina
con una restriccion armoénica de 50.0 kcal/A? incluyendo un nimero de 150 ps de dindmica
molecular y con un paso de integracion de 0.002 ps. Posteriormente se llevd a cabo una

trayectoria de dinamica molecular de 2 ns restringiendo la movilidad de los atomos del backbone
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(restriccién armoénica de 10.0 kcal/A?). Luego se agregé una etapa de produccién de mas de 15 ns

con paso de integracion de 0.002 ps.

El andlisis de las trayectorias se elaboré con la herramienta del AMBER, cpptraj. El
paquete del VMD 1.9 también fue utilizado para la visualizacion y la representaciéon de los

graficos, evaluando RMSD de los atomos del backbone a lo largo de toda la simulacién.

2.3.8 Protocolo de docking flexible.

Este protocolo se disefi6 para permitir, de una manera ad hoc, introducir un cierto
grado de flexibilidad al docking convencional, con la proteina “congelada” en determinados
momentos de la trayectoria de dinamica molecular. Se llev6 un andlisis de clusters entre los 5ns y
10ns de simulacion de la P-gp en medio acuoso (en donde el RSMD se encontro estabilizado). La
eleccion de clusters se realizé con la herramienta cpptraj del AMBER mediante la ejecucion de
cluster.cpptraj estipulando un output de 10 estructuras en formato PDB (seleccionadas por
criterio de RMSD de la trayectoria aportada como input). El objetivo fue obtener un conjunto de
estructuras, lo mas diferentes posibles, todas de baja energia a fin de tener “instantdneas” de
configuraciones del modelo de proteina de P-gp(h) frecuentemente visitadas a temperatura

ambiente.

Estas estructuras obtenidas se usaron para realizar docking nuevamente (en adelante,
docking dindmico), repitiendo el protocolo anterior con estructuras de P-gp seleccionadas del
analisis de clusters y seleccionar las posiciones de menor energia testeadas en un espacio
conformacional mas amplio. Se evalu6 si el modo de ligado, el sitio de union y/o la energia de
binding fueron modificados al tener en cuenta la flexibilidad de la proteina simulada via dindmica
molecular. Se eligieron como ligandos para realizar el docking dinamico al tariquidar como

referente y a uno de los mejores compuestos propuestos en esta etapa (compuesto 26).

2.3.9 Desarrollo de una dinamica de proteina inmersa en bicapa lipidica.

La membrana plasmatica en la que actia la proteina se modeld en parte utilizando la
plataforma Charmm-GUI (http://www.charmm-gui.org). Se construy6 una membrana POPC con
la proteina ya inmersa en ella, compuesta por 287 lipidos, ademas de 60000 moléculas de agua y
suficientes iones K" y CI" para integrar una fuerza iénica equivalente a 0.075 M. El alineamiento
fue hecho manteniendo el eje de inercia Z del modelo de la P-gp(h) perpendicular al plano de la

membrana y debid ajustarse el eje para que la membrana esté delimitada por los residuos
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tript6fano.* Construida la bicapa se ensambl la membrana y solvente (incluyendo el poro donde
ira la proteina) con la proteina utilizando la herramienta de construcciéon tleap de AMBER14 y
posterior combinacién de los campos de fuerzas ff14SB* y LIPID14. “ El protocolo de

estabilizacion de el sistema global involucro:

i) 5000 etapas de mimizacion de gradiente conjugado de las aguas y contraiones con la membrana

y la proteina constrefiidos arménicamente (constante de fuerza de 50 kcal/A?).

ii) 5000 etapas de minimizacion de steepest descent de las aguas y los lipidos con la proteina

constrefiida (50 kcal/A?).
iii) 20000 etapas de minimizacién del sistema global.

iv) Calentamiento del sistema a volumen constante de 0 a 100 K en 20 ps con la proteina y los
lipidos constrefiidos (constante de fuerza de 20 kcal/A?). Control de temperatura de Langevin.

Control relajado del volumen en el plano XY.

v) Calentamiento del sistema presion constante con control anisotrépico de Berendsen de presion
y control de temperatura de Langevin de 100 a 303 K con la proteina y los lipidos constrefiidos

(constante de fuerza de 20 kcal/A?).

vi) 5 etapas de 10 ns. Presion (anisotropica) y temperatura constantes a 303°K con la proteina

constrefiida (20 kcal /A?).

vii) 20 ns a presion (anisotropica) y temperatura constantes con el backbone de la proteina

constrefiido (10 kcal /A?).

viii) Dinamica de produccién: Equilibracion del sistema a presion y temperatura constante sin
restricciones en bloques de 50 ns con analisis del area por lipido, analisis energético y del RMSD

de la proteina.
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Parte |

Diseno, Sintesis Y Fotofisica De Sistemas
Donor-Aceptor Unidos Por Base De Troger
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Capitulo 3. Modelado de la fotofisica de diadas
basadas en derivados de bases de Troger

Las celdas solares sensibilizadas por colorante tienen el setup de un colorante organico que
actua de antena, unido a un semiconductor o nanoparticula. La molécula antena es un colorante
pull-push, es decir, contiene un centro donor (D) y otro aceptor (A) conectados a través de un
sistema 1 conjugado (D- m -A). Cuando esta molécula es fotoexcitada se deberia generar una
separacion de carga en el singlete mas bajo (S:) o bien en el singlete relajado (S:*), la cual es
aprovechada para almacenar electrones en el semiconductor. La eficiente separacion de carga en
Si1 0 S/* es el primer requerimiento para tener una DSSC funcional, ademas de muchos otros
factores que pueden mejorar o deteriorar la eficiencia de la celda. Por ejemplo, la recombinacion
de la carga (BET, back electron tansfer,) es uno de los fenémenos que se desea evitar en virtud de

las propiedades de transporte selectivo de cargas del puente Troger (Cap. 1, Secc. 1.2, Fig. 1.1).*2

Pocos afios atras, un tipo de puente tipo base de Troger ( -or- , puente metanodibenzol[b,f]
[1,5]diazocina), un heterociclo tensionado con peculiares caracteristicas en sus orbitales de
frontera,” fue propuesto como puente eficiente pero a la vez selectivo, capaz de mediar la
separacion de carga y ofrecer ventajas (entre ellas para evitar la recombinacion) sobre el setup
convencional D-ri-A. Este novedoso tipo de diada, cuyo esquema se muestra en la Figura 3.1,
con el nuevo paradigma de puente selectivo alifatico se estudié mediante modelado molecular a
fin de obtener una descripcion detallada de las propiedades sus estados de separacion de carga y
buscar racionalmente sus propiedades redox, estructurales y fotofisicas deseadas. Por otra parte,
tenemos el interés basico de entender la fotofisica de estos sistemas Troger asimétricos, hasta
ahora inexploradas, a pesar de las interesantes propiedades encontradas en sus parientes
simétricos.> El estudio interdisciplinario involucrd el trabajo en equipo con los grupos del

Director (UNMGAP), de sintesis (UNC) y de fotofisica del Co-director (UNRC).
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Figura 3.1. Esquema minimo de una diada con
puente sigma Trédger, D-or -T. Como sistemas mds
sencillos el esqueleto aceptor, A, serd un fenilo con
grupo aceptor de e Y y el donor, D, con un grupo
dador de e Z

3.1 Validacion de los protocolos de calculo empleando sistemas
D-o-A alifaticos ‘convencionales' y D-1t-A conjugados conocidos

Lejos de la precision esperable de los funcionales hibridos y meta-GGA para estados
fundamentales, el calculo de estados excitados con la teoria de TDDFT es aun un desafio,
particularmene para estados excitados con caracter de transferencia de carga (CT).* Aunque se
sabe que los funcionales mas comunes tienen desviaciones importantes para algunos de estos
sistemas, especialmente los de gran tamafio, no esta del todo claro que los funcionales de rango
corregido o rango separado como los L.C y en particular CAM-B3LYP describan bien cualquier
estado de CT, como proponen algunos autores.? Por otra parte, los sistemas de mayor separacion
de carga suelen ser diadas o colorantes pull-push "convencionales", del tipo D- m -A, mientras
que estos compuestos, al ser inéditos y también inexplorados para estas aplicaciones, carecian de
referencia experimental. En el grupo se habia logrado desentrafiar con notable precision las
peculiaridades un colorante pull-push D- m -A, a priori "convencional", utilizando el tradicional
B3LYP, en tanto que se obtuvieron resultados de calidad algo menor (cierta desviacion al azul)
con el CAM-B3LYP.” También llamativamente, mientras que el grupo logré una descripcion
desprovista de efectos de sub- o sobredeslocalizacién de carga con CAM-B3LYP, con otros
funcionales corregidos se vieron anomalias en sentido contrario; en particular ®B97-XD y LC-
PBE localizaron la carga positiva de un sistemas de intervalencia que se sabia por numerosos

experimentos propios y de bibliografia que eran deslocalizados (la bencidina, por ejemplo).?® A
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fin de tener herramientas confiables para evaluar una variedad de diadas y predecir sus
propiedades fotofisicas, para que luego fueran sintetizadas, se obtuvieron los espectros simulados
de un set de diadas “convencionales” D- t -A. Estas especies, caracterizadas experimentalmente
en bibliografia, se calcularon empleando TDDFT a fin de encontrar el mejor funcional y modelo
de solvatacion para la prediccion de los espectros de nuevos sistemas D-or-A. En esta biisqueda
se escogieron también moléculas separadas por puentes alifaticos tradicionales (puente sigma, D-
0-A), dado que nuestros sistemas presentarian, en principio, dificultades de ambos tipos. Las

estructuras del set de prueba se muestra en la Figura 3.2.”

Figura 3.2 Conjunto de prueba incluyendo sistemas alifdticos D-g-A
'convencionales' (diadas 1-7) y diadas tipicas D-r-A (8-12).

Se testearon los funcionales CAM-B3LYP, M06-2X, ®wB97-XD, B3LYP y PBEO. Los
resultados se resumen en las Figuras 3.3 y 3.4, mostrando solo el mejor, CAM-B3LYP, y el mejor

de los no corregidos, PBEO. Se utilizaron las bases 6-31+G(d), teniendo en cuenta que se
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necesitara explorar las superficies de varios estados excitados (caso de la emision) de varias
moléculas de tamafio relativamente grande. En algunos casos se hicieron pruebas con bases 6-

311+G(d,p) sin obtener resultados sustancialmente mejores.

425+
200 | A-0-D
375
350
325

300

275

A 1 Experimental (nm)

250 1YW 2

<25 Rz=0.820

Rz =0.900
200 |

200 250 300 350 400 450 500

A o, Calculado (nm)

Figura 3.3 Correlaciones obtenidas con el mejor funcional range-corrected (CAM-
B3LYP) y uno de los mejores no-corregidos (PBEQ) entre los que fueron testeados. Los
valores corresponden a la banda de absorcién de menor energia calculada vs
experimental: diadas alifdticas 1 a 7.
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Figura 3.4: Correlaciones obtenidas con el mejor funcional range-corrected
(CAM-B3LYP) y uno de los mejores no-corregidos (PBEQ) entre los que fueron

testeados. Los

valores corresponden a la banda de absorcién de menor energia

calculada vs experimental: diadas D-m-A 8 a 12.

El funcional CAM-B3LYP arroj6 la mejor prediccién a las bandas de absorcion

experimental seguido de M06-2X, PBEO y B3LYP, los funcionales no corregidos se desplazaron

marcadamente al rojo con respecto a los experimentos. Si bien es sabido que los funcionales no

corregidos (a diferencia de los “range separated”, como CAM-B3LYP) suelen dar fuertes

corrimientos al rojo en estados de transferencia de carga (CT) cuando la transferencia es de largo

alcance,’ no estd del todo claro el comportamiento en las diadas con puente Tréger, dadas las

peculiaridades del sistema y la ausencia de abundantes (y recientes) datos computacionales sobre

CT en sistemas alifaticos, lo que motiva a continuar el estudio empleando el funcional con las

mejores correlaciones.
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3.2 Prueba de principios para evaluar separacion de carga en
sistemas D-o+:-A. Caracterizacion de los estados excitados.

Se evalu6 preliminarmente la absorcién empleando el modelo mas rapido, respuesta lineal
de equilibrio (LR),® para un conjunto 20 diadas, que tuvieran una via de sintesis plausible, a fin
de seleccionar las mas prometedoras para su sintesis (detalles en Informacion Suplementaria,
Seccién 3). Se buscéd que el compuesto tuviera un estado de CT de baja energia, preferentemente
el primer o segundo singlete (S; o S,), puesto que en virtud de la regla de Kasha, una vez
generados los estados verticales en la absorcion S;....S,, todos ello se relajan rapidamente a S;*, es
decir a la geometria del estado excitado mas bajo relajado.® Este sera el estado que emita por
fluorescencia (o que se utilice para aprovechar la separacion de carga en una DSSC funcional).!
Lo importante es que S;*, cuya geometria puede diferir en mayor o menor medida de la de S; (en
algunos casos podria correlacionar con S,, por ejemplo), sea en efecto un estado con fuerte grado

de CT. El problema se describe esquematicamente en la Figura 3.5.

Figura 3.5. Representacion esquemdtica de dos situaciones en
las que el estado de CT es afin para los propdsitos propuestos y
al menos en principio, detectable por fluorescencia. A) El CT es
el singlete mds bajo o B) el CT es el mds bajo al relajar (S:%).

i Naturalmente, en ausencia de procesos de relajacion no radiativos y entrecruzamiento con algun triplete que lo
desactive no radiativamente o por fosforescencia.
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Computacionalmente, el costo es de al menos un orden de magnitud mayor para estudiar la
fluorescencia que para la absorcion, de ahi que se ha prestado atencién no s6lo al primer estado
excitado S; de la absorcién sino a un par de singletes mas bajos que pueden relajarse a S;*. De
esta manera, la inspeccion inicial solo se realiz6 teniendo en cuenta los calculos de absorcion,
mientras que se calculaban los estados de absorcion refinados (modelo SS)? y se realizaban los
estudios de emision para sd6lo aquellas diadas que lograron sintetizarse. También se analizaron
otros parametros, como el grado de largo alcance, A, y el gap redox. Por tltimo, aunque no es el
objetivo en este primer intento de encontrar sistemas en realidad prueba de principios, seria que
ademas el coeficiente de extincién (¢) de la absorcion (o la fuerza del oscilador f en el calculo) no
sea extremadamente bajo y que ademas absorba en el visible, a A relativamente bajas. De este set

de compuestos uno de los mas prometedores fue el compuesto rotulado como c1:

Il N NH
: VI
YR e @

O

c1

Este compuesto exhibié polarizacion total, de extremo a extremo, en su dos primeros singletes y
un muy alto grado de separacién de carga incluso hasta el 4to singlete, importantes absorciones
de CT, comenzando desde 503 nm, con dipolos de 38.4 a 28.5 Debye en S;, S,, S; y Ss (Figura
3.6)."

ii ~ Ap del orden de 25 Debyes respecto del estado fundamental Sy
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Figura 3.6. A) Estructura del compuesto cl.
B-C). Potencial electrostdtico de los estados
S1y S, respectivamente. Coloreado de rojo (-
0.2 u.a.) a azul (+0.2 u.a.) sobre una
superficie de isodensidad electronica de 0.02
e.

No obstante, la sintesis de ¢l no ha resultado
posible en primera instancia y en realidad surgieron
complicaciones experimentales para la sintesis de
de diferentes compuestos con base de Troger, razon
por la cual se decidid, sobre la marcha, encarar un
estudio detallado de cada uno de los pasos del
mecanismo de sintesis de estos compuestos. Estos

resultados se mostraran en el capitulo siguiente.

Del set de compuestos ensayados in silico,
resultaron viables, sin embargo las sintesis de varios
de ellos, y se eligieron 4 que resultaban
prometedores, dentro de lo que era posible de
sintetizar y 5 que segtn los calculos so6lo separarian
carga parcialmente.” El set de compuestos que
lograron sintetizarse, que tienen una diversidad
representativa en lo referente a separaciéon de carga

se presentan en la Figura 3.7.

La diada minima dentro de la serie de diadas
propuestas, desde el punto de vista sintético, es al,

con un donor pobre (benceno). Para esta diada se

encontr6 mediante los calculos apenas una moderada separacién de carga en el estado S;*, con un

dipolo de 17-19 Debyes (variando seguin la polaridad del solvente). La transferencia de carga

ocurre mas bien entre el nitrogeno del CN- y el N cabeza de puente Tréger, que de punta a punta

(Figura 3.8A). Los compuestos a3 y a4 presentan un mejor grupo donor (-OMe y -NMe,,

respectivamente) y mejoran algo el grado de CT en la absorcion, aunque no llegan a ser

transiciones 'de punta a punta', como se muestra en la Figura 3.8B.

iii Del compuesto a5, s6lo fue posible sintetizar una pequefia cantidad por parte del grupo colaborador, por lo que
s6lo se estudié en absorcion, no fue posible llevar a cabo los estudios completos de fluorescencia y

solvatocromismo.
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Figura 3.7. Conjunto de diadas tipo D-01-A sintetizadas por el grupo colaborador de la UNC y
cuya fotofisica se caracterizé en la UNRC.

Al mejorar el grupo aceptor, ciano por dicianovinil, los compuestos b1-b3 mejoran la

separacion de carga, y el estado mas bajo en la absorcién, S;, es plenamente CT de extremo a

extremo para b4, como se muestra en la Figura 3.8C. El grado de separacion de carga o caracter

de CT se evalud en virtud de las densidades de transicion (Figura 3.8) como asi también en los

momentos dipolares, el parametro A y sus potenciales electrostaticos moleculares (como en la

Figura 3.6) o sus valores condensados sobre cada atomo, por medio de las cargas de Merz-
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Kollman o cargas ESP." En el caso de bl, si bien el estado S; es CT desde el dicianovinil al
puente Troger, el segundo singlete excitado, S, esta mas proximo a S; y, por lo que es probable
que cualquiera de ellos, S; o S, termine siendo el S;*, una vez relajado, que es en definitiva

donde se busca tener la separacion de carga.

Figura 3.8. Densidades de transicion So — S; para algunas de las
diadas estudiadas. Superficies de isodensidad de 0.05 e, rojo=desde,
azul=hacia. A) al . B) a3. C) b4.

Estas caracteristicas interesantes en la absorcién serian ratificadas al aplicar la metodologia
especifica para transiciones verticales (no equilibrio o SS,° detalles en Capitulo 2) y reproducir el
espectro completo, que involucra transiciones S, — S; (que para algunos compuestos es muy
débil) hasta Sy — Ss 0 hasta donde empieza a absorber la celda o el solvente ( A <260 nm). Como
se muestra en las Figuras 3.9-3.12, se logro en general un excelente acuerdo entre las transiciones
experimentales y las predichas (indicadas como barras verticales, intensidades a partir de sus

fuerzas de oscilador en escala arbitraria, véase también Tabla 3.1). Se midié el espectro de
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absorcion en los siguientes solventes, en orden ascendente de polaridad: n-hexano (e=1.882),
dibutileter (e=3.0473), acetato de etilo (€=5.987), diclorometano (¢=8.93) y acetonitrilo
(e=35.688). In silico, se simularon con el modelo SS? el solvente de menor polaridad (n-hexano),

polaridad intermedia (diclorometano) y mayor polaridad (acetonitrilo).

En la Tabla 3.1. se resumen las propiedades calculadas para los estados con algin grado de

CT encontrados en los espectros experimentales para n-hexano y acetonitrilo.

Los momentos dipolares de los estados excitados de la tabla 3.1 y la exhaustiva inspeccion
de las densidades de transicion de cada uno de ellos (véase por ejemplo Figura 3.8) sugiere que
en efecto algunas de las diadas sintetizadas son capaces de separar carga efectivamente. En la
absorcion se ven algunos momentos dipolares y transiciones interesantes como los compuestos
a4, b3 y b4, aunque mas allad del buen acuerdo entre las longitudes de onda experimentales y
calculadas, recién se puede tener una idea cabal de la separacion de carga al probar el
solvatocromismo observado en la fluorescencia. Es decir, asegurarnos que el singlete mas bajo
relajado, S;*, sea un estado con una separacion de carga importante. A mayor polarizacion de S;*

se observaran corrimientos al rojo mas grande al aumentar la polaridad del solvente.

Tanto experimental como computacionalmente los compuestos con los donores mas pobres
tuvieron practicamente el mismo comportamiento independiente de tener benceno (al y bl) o

tolueno (a2 y b2) en el extremo donor, por lo tanto sélo se estudiaron al y b1.
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Figura 3.9. Espectros de absorcion experimentales con la superposicion de
las bandas calculadas con el nivel de CAM-B3LYP/6-31+G* en el modelo
SS; en longitudes de onda en A / nm.

73



Modelado, disefio racional y desarrollo de compuestos de interés tecnolégico y farmacolégico

28000 | /,\\
24000 ﬁ | a4
20000 -
Dibutylether
16000 C = Acetonitrile
Ethylethanoate
12000 Hexane
e Dichloro-
8000 methane

Q D O AN Q & H & QO D o M Q D O o
R s S RSP A g PP

0.35
0.30
ab

0.25

= Dichloromethane
0.20 Hexane
015 Dibutylether

= Ethylethanoate
0.10 = Acetonitrile
0.05
0.00 | i1

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450

Figura 3.10 . Espectros de absorcion experimentales con la posicion de las bandas calculadas
con el nivel de CAM-B3LYP/6-31+G* en el modelo SS; en longitudes de onda A (/ nm). (Para
ab no se reporta ¢ sino intensidades relativas (no reducidas).
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Figura 3.11. Espectros de absorcion experimentales con la posicion de las bandas
calculadas con el nivel de CAM-B3LYP/6-31+G* SS. Longitudes de onda en A
/nm.
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Figura 3.12. Espectros de absorcion experimentales con la posicion de las bandas calculadas con el
nivel de CAM-B3LYP/6-31+G* en el modelo SS; en longitudes de onda A (/ nm).

Tabla 3.1. Estados con algun grado de CT en n-hexano y acetonitrilo, calculados y
experimentales.
diada solvente calculado, correccion de no equilibrio SS experimental
f p( /Debye) A abs. (/nm) A abs. (/nm)
n-hexano
al 0.143 15.05 278.7 285
a2 0.127 16.00 282.1 290
a3 0.099 17.41 287.0 292
a4 0.019 26.57 336.7 337
a5 0.026 8.40 315.5 298@
bl 0.358 20.80 375.5 381
b2 0.261 22.97 389.2 385
b3 0.081 27.73 431.5 430
b4 0.658 21.05 334.0" 375@
acetonitrilo
al 0.153 15.89 287.8 289
a2 0.137 16.83 291.2 292
a3 0.105 18.35 295.8 294
a4 0.017 27.87 354.0 324
a5 0.025 9.44 314.3 296 @
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bl 0.417 21.03 380.4 381
b2 0.335 22.76 389.6 379
b3 0.135 27.07 419.5 427
b4 0.008 36.66 582.1 540 (?)“

a) y d) Se reporta el singlete mas bajo, S;, aunque este no tiene ningtn caracter de CT, recién se encuentran
estados CT en los singletes mas altos y no es posible asignarlos.

b) Se reporta S, con cierto caracter de CT, pero S; tiene un f menor a 107, por lo que se considera indetectable
c) Por deconvolucion, el pico puede corresponder a dos transiciones.

e) El f calculado es muy bajo y la relacion sefial/ruido no permite asegurar su presencia, el proximo estado
asignado S, también seria CT, p = 30.31 Debyes, A = 364.7 calculada y 371 experimental.

10 = — Hexane
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g — Ethyl Ethanoate
= . — Dichloromethane
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g 05
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00 . ? : r
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Figura 3.13 . Espectros de emision con intensidad normalizada y graficados sobre niimeros
de onda en cm™ Solvatocromismo estudiado para la diada a3.

En la Tabla 3.2 se resumen los experimentos estudios de fluorescencia experimentales
contrastados con los resultados calculados. Se ilustra el procedimiento para evaluar el
solvatocromismo de emision en la Figura 3.13, mostrando los espectros de fluorescencia

experimentales obtenidos en la UNRC para el caso del compuesto a3.
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Tabla 3.2. Sintesis de resultados de la fotofisica de fluorescencia, calculados y experimentales
en los solventes seleccionados.

solvente , N AN AN p/ASi*)  p/(Se*) Ap©/
f

d) @
@ calc. exp.” calc. Debye Debye Debye f O t/ns

al
HEX 368.0 407.9 14.13 549 8.64 038 0.033 1.6
51.0 64.8
DCM  419.0 472.7 16.9 549 11.41 0.11 0.055 3.3
15.0 14.0
ACN  434.0 486.7 17.74 6.76 1098 0.04 0.042 1.2
a3
HEX 364.0 408.1 15.28 6.39 8.89 0.02 0.013 0.5
67.0 66.8
DCM  431.0 4749 18.86 8.27 10,59 0.025 0.012 1.7
18.0 32.2
ACN  449.0 507.1 20 9.17 10.83 0.02 0.011 3.0
a4
HEX 378.0 450.1 24.31 6.49 1782 0.01 0.009 04
125.0 168.9
DCM  503.0 619.0 28.58 7.41 21.17 0.01 0.007 0.6
b1l
HEX 439.0 431.0 21.33 10.19 11.14 0.35 0.023 0.1
145.0 142.0
DCM  584.0 573.0 27.49 12.37 15.12 0.19 0.002 04
b3
HEX 471.0 446.0 28.4 8.46 1994 0.04 0.003 1.7
133.0 124.0
AE® 604.0 570.0 32.76 1145 2131 0.04 <10* 0.0
b4
HEX 554.6 526 @ - - 31.7 9.85 21.85 0.008 0.001 0.5

a) HEX=n-hexano, AE=acetato de etilo, DCM=diclorometano, ACN=acetonitrilo.

b) Corrimiento (al rojo) entre un solvente y el préximo mas polar.

c) Cambio de momento dipolar entre S;* — So*

d) Rendimiento cuantico observado de fluorescencia.

e) Tiempo de vida media de fluorescencia.

) Solvente mas polar dénde aun fluorescia con un rendimiento apreciable. No se midi6 en DCM ni en ACN.
g) No convergié6 la correccién de SS, se reporta el valor aproximado (valor con modelo LR).
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Tal como se habia previsto en la inspeccién preliminar del set completo de diadas in silico,
al (y por induccion a2) y a3 sélo separan carga parcialmente, siendo la transicion Si* — So* (al
igual que en la absorcién, S; — S;) "a mitad de camino", es decir el nitrégeno del puente Troger,
actia como donor y no el extremo -Ph o -Ph-CH3, -Ph-O-CHj; (Figura 3.8B). Esto se refleja tanto
en las densidades de transicion, como en sus momentos dipolares y los corrimientos AA; menores
en comparacion a las transiciones para las diadas "de punta a punta". Comparese, por ejemplo
(Tabla 3.2) desde n-hexano a diclorometano: los 51 nm (experimental, calculado: 64.8 nm ) para
al y los 66 nm (experimental, calculado: 66.8 nm) para a3 contra los mas de 125 nm de las que
se tuvieron mayores momentos dipolares, a4, b1 y b3. El caso de a4 fue claro desde los estudios
de absorcion, donde su S; ya era visiblemente mas polarizado que sus analogos al-a3. Esto se
atribuye al mejor grupo donor -NMe,. Al mejorar la capacidad aceptora del otro extremo,
cambiando el grupo ciano por el dicianovinil, todas las b- resultan mas capaces de separar cargas
que sus contrapartes a-. En la proxima seccion intentaremos obtener una valoracion mas exacta y

rigurosa de qué tan buenos donores o aceptores permiten la maxima separacion de carga.

Los casos de bl y b3 son interesantes, porque el estado excitado relajado S:*
(fluorescencia) tuvo un caracter de CT mucho mayor que el estado vertical, S, revelando que al
relajarse va al estado de mayor separacion de carga (el estado que tenia mayor momento dipolar
en la absorcion era el S, esquematicamente el caso B en la Figura 3.5). En la Figura 3.14 se

muestra la densidad de transicion para el estado de CT de b3, polarizado con un p de 32.7 Debye.
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Figura 3.14. Densidad de transicion desde S;* (arriba) y potencial
electrostdtico [abajo, rojo (-), azul (+)] para a3. Escala como en la
Figura 3.8.

El caso de b4 es particular, porque su rendimiento cuantico y su tiempos de vida fueron
muy bajos, sobre todo en los solventes polares, pudiéndose obtener su espectro de fluorescencia
solo en n-hexano, con un tiempo de de apenas 0.5 ns. Esto ilustra la complejidad del disefio de
especies de CT en si, puesto que la relajacion por vias no radiativas no es directamente estimable
a partir del estudio de TDDFT. Por otra parte, una peculiaridad de b4 fue que al explorar la
superficie de energia potencial de S;, se encontr6 otro minimo S;**, préximo a S;* en energia (0.5
eV), donde el nitrogeno -planar en S;*- se piramidalizaba y el NMe, rotaba poniéndose oblicuo
respecto del plano del fenilo (23 grados). Esta estructura es similar al triplete T}, también préximo
en energia (comparacién de las estructuras y caracterizacion en la Informacién Suplementaria).
La isomeria orbital en compuestos N,N-dimetilamino-areno ya fue observada en el estudio de los
estados excitados de otro pull-push' y no tiene relacion directa con el puente Troger, sino con el
esqueleto N,N-dimetilaminoaril-. El estado de CT de a4, también con sustituyente NMe,, se
encontro a energias mayores (al azul) respecto de b4 y posiblemente mas alejado en energia de

estas especies; notese que la energia del CT no depende s6lo de un extremo (N,N-dimetilaril o lo
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que actie como donor de la diada) sino de la diferencia de energias entre los centros donor y
aceptor. También podria haber otras vias no radiativas que no involucren a T;, mas alla de que la
fuerza del oscilador muy baja calculada ya permitia sospechar rendimientos de fluorescencia

bajos.

Como se encontro a nivel de disefio in silico y se comprobé experimentalmente, las diadas
con donores y/o aceptores "no tan buenos" no darian una separacion de carga importante. De
hecho, al, a2 y a3 si son colorantes pull-push y si separan cargas, pero el donor es el puente en si
mismo y no el extremo de la diada. Por lo tanto result6 interesante cuantificar el gap redox entre
donor y aceptor a fin de determinar qué baja es la energia (es decir qué tan es el conjunto donor y

aceptor cuantitativamente) para esperar una separacion de carga entre los extremos de la diada.

3.2.1 Separacion de carga en sistemas D-oT-A y calculo del gap redox
Donor/Aceptor

Con la formulacion UCAM-B3LYP se calcularon las especies semioxidadas y
semireducidas para calcular el gap redox. Se demostr6 que ésta es una aproximacion claramente
mejor que el simple gap HOMO/LUMO, al obviar problemas del LUMO de Kohm-Sham y tener
en cuenta la solvatacién y otros factores (Cap. 2, secc. 2.2.3). 2 Los valores obtenidos para las

diadas sintetizadas se resumen en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Gap Redox calculado para una serie de diadas con grupo dador ciano y dicianovinil.©

Diada Y V4 gap (eV)
al CN- -H 4.10
a2 CN- -Me 4.06
a3 CN- -OMe 3.91
a4 CN- -NMe2 3.53
bl dicyanovinyl- -H 2.95
b2 dicyanovinyl- -Me 2.91
b3 dicyanovinyl- -OMe 2.66
b4 dicyanovinyl- -NMe2 2.09

a) Y y Z son los sustituyentes en el fragmento aceptor y donor, respectivamente, de acuerdo al esquema
general de la Figura 3.1.
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Los valores de gap redox menor poseen mejores caracteristicas como dupla dador-aceptor
para la transferencia de carga intramolecular y daran estados de CT de mas baja energia (mas al
rojo). Al menos a partir de a4 o a partir 3.5 eV se logra una separacion de carga importante en
base a los andlisis de las densidades de transicion, cargas, dipolos y solvatocromismo
experimental (en los casos que fue posible medirlo). Afortunadamente, entre la serie de diadas
(Informacién Suplementaria) propuesta como candidatos para su sintesis, hay 12 compuestos que

212 pragultan

estan entre 1.90 y 2.94 eV. Estos calculos, probadamente precisos en quimica redox,
interesantes como filtro rapido (o primer requisito) para pensar en nuevas diadas, teniendo en
cuenta el menor costo computacional de los calculos involucrando estados fundamentales

respecto a los de TDDFT.

3.2.2 Evaluacién de la extensién de CT (A) en diadas A-o+-D y A-1t- D

La extension o caracteristica de "largo alcance" del estado CT se caracterizd por el
parametro A (Capitulo 2, Seccién 2.2.1) Tipicamente, para una transicion local, A se encuentra
por encima de 0.7. Para una CT entre centros lejanos, aunque eficientemente conectados, A\ se
encuentra entre 0.10 y 0.65. Y para un mal acoplamiento debido a la simetria orbital o bien a una

distancia extremadamente grande, por debajo de ~0.15."

Tabla 3.4. Factor de acoplamiento A de los estados excitados S; de algunos de los compuestos
calculados con estructura Donor — puente — Aceptor

Compuesto A
a3 0.47
b4 0.15
0.26
0.63
0.58

En la Tabla 3.4 se comparan los valores de A obtenidos para dos de las diadas sintetizadas y
estudiadas, a3 y b4, con tres diadas tipicas, del tipo D-n-A, los compuestos 6, 7 y 8 (Figura 3.3).

Independientemente de los analisis anteriores, los estados S; de estos compuestos estarian en el
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rango esperado para transiciones de CT, y comparables con sistemas empleados en celdas

funcionales.”

3.3 Conclusiones

Se llevo a cabo un estudio teérico-experimental de la fotoquimica y la fotofisica de sistemas
donor-aceptor puenteados por bases de Troger, caracterizando los estados excitados de CT de
estos compuestos, hasta donde sabemos, no exploradas hasta el momento. Se lograron
separaciones de cargas importantes comparables a las observadas en sistemas conjugados, tal
como lo demuestra el solvatocromismo, de un sistema alifatico; un hecho en si mismo

notablemente inusual.

Al menos tres de las diadas que lograron sintetizarse y caracterizarse en su fotofisica, a4, bl
y b3 cumplen el objetivo de funcionar como sistema prueba de principios para un colorante pull-
push o antena de una DSSC basado en un disefio diferente al paradigma D-mn-A conocido hasta el
momento. Ademas de las propiedades de transporte de carga, existen otras ventajas que podran
explorarse en el futuro, por ejemplo, la forma de "V" y la rigidez de estos sistemas, una
caracteristica que a priori permite esperar que disminuya también el problema del n-n stacking,
que promueve el hopping entre diadas totalmente planas y largas como las que se basan en el

diseno D-mt-A.

El buen acuerdo entre las propiedades calculadas y experimentalmente medidas validaron
un protocolo de trabajo interdisciplinario, que permitira en el futuro sintetizar nuevas moléculas
con propiedades deseadas no sélo en el marco de diadas aplicables a DSSCs, sino también para

otras aplicaciones relacionadas con las singulares propiedades electrdénicas de estos sistemas.
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Capitulo 4. Determinacion del mecanismo de
sintesis de diadas puenteadas por base de Tréger

Debido a las dificultades sintéticas que se presentaron para lograr una variedad de diadas
como las descriptas y motivados por el notable interés que revisten estas moléculas para otras
diversas aplicaciones en Quimica supramolecular,’ nanotecnologia,® " delivery de drogas,

. . . 7 . . . 7 . 3 z . . 7 . K
reconocimiento de biomoléculas y actividad bioldgica,” sintesis asimétricas como auxiliares

. . 4 . . . . . ’ .
quiriales® y otras aplicaciones, se decide encarar el estudio del mecanismo que lleva a la sintesis
de estos derivados partiendo de anilinas y formaldehido con catélisis dcida. Méas alla del interés
particular en estas y otras aplicaciones, no existe hasta donde sabemos una comprension del
mecanismo, ademas de algunas propuestas incompletas y contradictorias y la apariciéon en

bibliografia de unos pocos intermediarios.

El estudio se llevo a cabo a nivel de teoria CAM-B3LYP/6-311+G(d,p) en solvente
IEPFCM (SCRF), explorando las superficies de energia potencial de todas las posibles vias de
acoplamiento entre las anilinas sustituidas iniciales y adiciones de metileno (a partir de

formaldehido) catalizadas por 4cido (detalles en el Cap. 2 seccién 2.2.5).

Se espera que el nivel de teoria utilizado sea satisfactorio, debido a que ya fue empleado
por el grupo exitosamente para otros estudios de reacciones de condensacién para sintesis de
heterociclos complejos y se obtuvieron energias libres relativas comparables a las obtenidas a
nivel MP4(DQ)° y CCSD(T),® la metodologia ab initio pura (no extrapolativa) mds exacta
disponible en términos practicos para sistemas organicos de tamafio medio.” En particular se
demostré que las maximas desviaciones en estados de transicién estuvieron por debajo de 2.5

kcal/mol respecto del nivel CCSD(T)/6-311G(d,p).? *

Se tomo en cada caso al cero de referencia como la energia libre estandar de los reactivos,
a partir de los cuales se trazé el perfil energético de las vias para su comparacién. El balance de

carga y masa se realizo con TFAH/TFA™ (&cido trifluoroacético, solvente empleado
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experimentalmente y su anién), tres moléculas de formaldehido y las dos moléculas de aminas

aromaticas reaccionantes.

Reacciones Rendimiento

: 96%
— . En 24hs.
Br Br N
1 1 5Z
NH NH TFAH
E 2 +3 H,CO
-2H,0 OMe
: 50%
+ VO
\ij <> Br \ En 24hs.
Br OCH,
1 2 6Z
NH, NH, oA
+3H,CO Br
+ Q@@/ 60%
o N En 168hs.
Br Br
3 3 7Z
e NH, TFAH
~ o m 32%
+ ,
2 Br N En 24h3.
Br
1 4 8Z
_*2 i OMe
P-CE Aot
Br
N En 168hs.
Be OCH,
3 2 Z

Figura 4.1. Sintesis experimentales aportadas por el grupo en colaboracion de la UNC
(Detalles en Informacién Suplementaria secc. 4).

Se exploraron las superficies de energia libre para todas las vias razonables y sus posibles
bifurcaciones para alcanzar el producto de base de Troger deseado, tomando una serie de sintesis
modelo que se efectuaron en colaboracién con el grupo de la UNC de la Prof. Moyano. En la

Figura 4.1 se resumen los resultados experimentales para la obtencion de las bases de Troger 5Z
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— 9Z. La finalidad de estas sintesis fue esencialmente comprender el mecanismo. No obstante,
algunos de estos productos fueron derivatizados con reacciones conocidas sustituyendo el bromo
para llegar a compuestos mas interesantes desde el punto de vista de su fotofisica, como los
discutidos en el capitulo anterior. (Estas reacciones no fueron el cuello de botella de la sintesis

sino la obtencién del esqueleto Tréger bromado, como los de 6Z, 8Z y 9Z).

4.1 Reactividad en las reacciones modelo.

Dada la complejidad del mecanismo se discutird primero en detalle la formacion del
derivado simétrico 5Z (Figura 4.1) a partir de 1 + 1 en la seccion 4.2. Los perfiles energéticos de
esta reaccion se tomaran como referencia. Si bien las diadas simétricas no serian capaces de
separar carga, revisten interés en aplicaciones tan diversas como la farmacologia y la
nanotecnologia. En este ultimo campo, justamente, comenz6 el grupo a enfocar su interés en
derivados Troger simétricos' como dispositivos capaces de actuar como compuertas 1ogicas."
Luego, en la seccién 4.3 se describira la obtencién del derivado asimétrico 6Z. Como se puede
observar en la Figura 4.1, ambas reacciones tienen altos rendimientos en tiempos razonables,
siendo el rendimiento de 6Z sdlo disminuido por la probabilidad estadistica de reacciones
laterales 1 + 1y 2 + 2 en competencia con 1+2 — 6Z. En otras palabras el reemplazo de un grupo
atractor de electrones como el Br por uno fuertemente donor como el OMe tiene apenas efecto, lo
que plantea la primera peculiaridad. Por otra parte, resulté particularmente intrigante por qué si la
reaccion 3 + 3 — 7Z resultaba lenta (7 dias), con menor rendimiento y aparicién de un producto
de mayor peso molecular que 7Z y otros subproductos, en comparacion con la reacciéon "limpia"
y con alto rendimiento 1 + 1 (95% producto aislado en 24 hs), siendo que 1 y 3 sélo difieren por
la sustitucion de un CHs por un H en la posicién 2 de la anilina. Se compararon las diferentes vias
entre 1+1 y 3+3 en la seccion 4.4. La ausencia de este metilo también impact6 drasticamente en
la sintesis asimétrica 2 +3 —9Z, que también solo da rendimientos razonables después de 7 dias
de reaccion (Figura 1). El resto de las sintesis fueron estudiadas con el mismo detalle pero se
mencionaran comparativamente y la informacién completa se deja disponible en la Informacién

Suplementaria (secc. 4).

El estudio de las superficies de energia libre de todas estas vias sirvié no solo para aclarar
las cuestiones aqui planteadas sino que también brind6 una descripcion detallada de todo el

mecanismo de reaccion y los principales determinantes de reactividad.
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4.2 Reaccion (1 +1 - 5Z) y mecanismo general.

Aunque hay propuestas de fragmentos del mecanismo variadas y hasta contradictorias en
bibliografia, se puede describir un acuerdo general que consiste en un inicio promovido por el
ataque electrofilico del primer formaldehido a una anilina, seguido de condensaciones de anilina
y entrada de otros dos formaldehidos en algtin orden. Todas las vias propuestas se resumen en la

Figura 4.2.

La forma energéticamente mas favorable para que se produzca el ataque del primer
formaldehido se deter min6 que es cuando éste ataca al carbono aromatico en posicion orto a la
amina. Como se puede apreciar en la Figura 4.3, esta es ,en términos de su funcién de Fukui, f*)'
la posicién preferida para el ataque del electrofilo. Aunque algunos autores postulan que el primer
formaldehido ataca al nitrogeno de la anilina, ambas posibilidades estan calculadas y
consideradas en la Fig. 4.2. Sin embargo, se ve que, como era de esperarse por el andlisis de la f~,
el ataque al anillo (TS-B-CC, Fig 4.2) conduce a un estado de transicion de 11 kcal/mol mas bajo
que el ataque al nitrégeno (TS-B-C, Fig. 4.2). De aqui se deduce que la via preferencial desde el
punto de vista cinético por la Via I (azul en la Fig 4.2, 5BB - 5CC — 5DD —5EE) en vez de

continuar por la Via II en verde 5C — 5D - 5E.

Asimismo, para obtener el siguiente intermediario CC, se analizaron dos estados de
transicion posibles. En todos los casos, la protonacion del formaldehido sucede en un mecanismo

concertado que involucra la transferencia de un protén desde el -NH, de una anilina.

El primer estado de transicion posible para los reactivos, TS-B-CC-1, consiste en la
protonacion del formaldehido por parte de un amonio, lo cual favorece el caracter electrofilico
del formaldehido y su acercamiento al carbono en posicién orto del anillo de otra amina no
protonada (escasa en medio 4cido). El1 TS-B-CC-2, describe el mecanismo de transferencia de
proton concertado por parte de la misma amina protonada que sufre el ataque electrofilico: a
medida que el protén de la amina se aleja del N de la anilina y se acerca al O del carbonilo, el C
carbonilico comienza a ganar caracter de carbocation, atacando al anillo y rompiendo su
aromaticidad. En cualquiera de los dos casos, y también para las otras reacciones (obtencién de
6Z-9Z) es la formacién de este intermediario desaromatizado el estado de transicion de mas alta

energia libre de todo el proceso, se ilustra para 5TS-B-CC-2 en la Figura 4.4.

i Cap. 2, seccion 2.2.
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Figura 4. 2. Mecanismo calculado para 1 + 1 — 5Z. Energias libres (AG®) relativas en kcal/mol. Los colores de

las flechas corresponden a las Via I, Via I, Via III, Via IV y Via V.
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Figura 4.3 Representacién de la funcion
de Fukui f+ que indica la posicién
preferencial para el ataque del electrdfilo
en la posicion 6 del anillo.

Continuando por esta via I (flechas azules en la Figura 4.2) el intermediario
desaromatizado 5CC tautomeriza rapidamente a 5DD, que rinde 5EE por pérdida de una
molécula de agua. En adelante todos los equilibrios tautoméricos se consideraran equilibrios
rapidos asistidos por el solvente proético, de ahi que no se reportan los estados de transicion entre
tautomerizaciones (tampoco para pérdidas de molécula de agua).” Este procedimiento fue
plenamente justificado en el estudio recientemente publicado de un mecanismo similar, atin

cuando el solvente no fue tan buen donor de protones como en este caso. °

Continuando por la via I carbocatién 5EE ataca una anilina neutra pasando por el 5TS-
EE-G (Fig 4.2, azul) para dar el intermediario 5G, que es el primer intermediario de cierta
estabilidad, de cuya existencia hay evidencia experimental (véase mas adelante). 5G podria haber
sido formado a través del camino verde y luego lila en la Fig 4.2 (via II y via III), pero como se

demostro, tales procesos tienen una probabilidad mucho menor teniendo en cuenta que provienen

ii También para simplificar el seguimiento de la Fig 4.2, s6lo se sefialaran en una discusion posterior las bases
conjugadas de algunas de estas especies (obtenidas al terminar o quenchear la reaccion, al neutralizar el 4cido)
en los casos que resulte relevante la comparacion con algin intermediario aislado.
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de un TS extremadamente alto (5TS-B-C, 55.9 kcal/mol). En la Figura 4.5 se comparan, con los
mismos colores de la Fig 4.2, los perfiles de energia libre de los diferentes caminos para 1 +1 —

5Z superpuestos; compdarese los perfiles azul contra verde y lila hasta llegar a 5G.

Figura 4.4. Geometria del primer estado de transicion
de los mecanismos. Resulté el mds alto en energia libre
para la via mds probable en todas las sintesis, 5Z a 9Z,
se muestra el 6TS-B-CC-2 como representativo. De
todos modos, es de menor energia que el
correspondiente a la hipotesis de que el primer
formaldehido ataque al nitrégeno de anilina, también en
las 5 reacciones estudiadas. Los vectores en celeste
indican los desplazamientos correspondientes a la
coordenada de reaccion con la frecuencia imaginaria de
308 icm’.

El intermediario 5G puede promover la entrada del segundo metileno, es decir la segunda
entrada de formaldehido seguido de liberacion de H,O. Una posibilidad es el ataque a uno de los
anillos, posibilidad que seria descartada, dado que el mejor de los intentos en términos de energia
libre de activacion fue el 5TS-G-HH (Fig 4.2), que resulta casi 20 kcal/mol mds energético que la
otra alternativa para 5G, que es el ataque a un nitrogeno de anilina pasando por 5TS-G-H para
formar 5H, que luego tautomeriza y desprende agua para dar 5J. La notable diferencia entre los
dos TSs permite descartar la via IV (amarillo en la Fig. 4.2, notese la altura de los TSs
involucrados en los perfiles verde y amarillos de la Fig 4.4) y continuar por la via I (azul). Tanto
el hecho de que en este caso el H,CO tiene preferencia por el N de amina, como asi también la
notable mayor facilidad con la que entra el segundo formaldehido en comparaciéon con el

primero, pueden racionalizarse en virtud de la fuerte estabilizacién electrostatica y por puentes de
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hidrégeno que se dan en TS-G-H, donde uno de los nitr6genos actiia como donor del protén que

activa el H,CO que ya esta perfectamente orientado para atacar el otro nitrégeno (Figura 4.6).
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Figura 4.5 Perfiles de enregia libre realtiva para (1+1 - 5Z)

El intermediario 5J asi obtenido (Fig. 4.2) podria ahora tanto condensarse para cerrar el
ciclo alifatico de 6 miembros 5K continuando por la via I (azul) o cerrar el ciclo de 8 miembros
5k y continuar por la via V (rojo). La diferencia entre los dos caminos a nivel de esta bifurcacion
no es tan grande como las discutidas anteriormente (menos de 5 kcal/mol entre 5TS-J-K, en azul,
y 5TS-J-k en rojo) y estan conectadas por pasos reversibles y tautomerizaciones; por otra parte,
para otras de las sintesis es ain menor. Por lo tanto volveremos a analizar la posibilidad de tomar

iii

el camino en rojo (via V) mas adelante.

Continuando por la via I, el intermediario 5K promueve la tercera y ultima adicion de
metileno. De nuevo este formaldehido entra de manera similar al TS de la Fig 4.6, con el
formaldehido a modo de "sandwich" entre un nitrégeno positivo que lo va protonando al O del
H,CO a medida que su C carbonilico ataca al otro nitrogeno (5TS-K-M). Como tendencia
general, que se vera también en las otras sintesis, las entradas del segundo y tercer H,CO en estas
conformaciones tendran energias de activacion de entre 10 y 24, contra las 45 kcal/mol o mas del

primer H,CO. Una vez adicionado el H,CO, siguen pasos de tautomerizacion y pérdida de H,O

iii Notese también, que en el caso de las otras bifurcaciones que practicamente se han descartado (amarillo, verde y
lila), la energia del estado de transicién menos probable esta a energias comparables e incluso mayores que el
TS-B-CC, hasta ahora el estado que controlaria la velocidad. En este caso tanto TS-J-K como TS-J-k (Fig. 4.2)
estan claramente por debajo de las 44.8 kcal/mol de la entrada del primer metileno (TS-B-CC-1).
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generando un intermediario relativamente estable, 50. El paso final para completar el biciclo
alifatico del puente Troger es el ataque intramolecular del catién 50 al anillo formando el dltimo
enlace C-C (Figura 4.7). Este paso involucra el estado de transicion muy energético 5TS-O-P
(energia relativa 32.6 kcal/mol, activacion de 28.6 kcal/mol, perfil azul en la Fig 4.5), que forma

un intermediario tipo Meisenheimer 5P, que rapidamente tautomeriza para dar 5m.

Figura 4.6.Estado de transiciéon 5TS-G-H para la entrada del sequndo formaldehido a través de la Via 1.
A) Estructura sobre la coordenada intrinseca de reaccion (IRC) 0.5 u.a. antes del TS. B) Estructura del
TS, los vectores celestes corresponden al modo normal con la frecuencia imaginaria 268 i cm™. C)
Estructura sobre la IRC 0.82 u.a. pasado el TS. D) Isosuperficie de densidad electrénica 0.05 e,
coloreada de acuerdo al potencial electrostdtico molecular, de (-) rojo a (+) azul (-0.01 a +0.05 u.a.).

El catién rearomatizado 5m (-10.8 kcal/mol) es finalmente el &cido conjugado del
producto buscado 5Z (-26.5 kcal/mol), que se obtiene al neutralizar la reaccién (se precipita 5Z
con NH4OH). El estado de transicion 5TS-O-P, puede tener una cierta participacion en el control
de la cinética por esta via. Si bien el TS mas alto es 5TS-B-CC para la primera entrada de
formaldehido, luego de la formacién irreversible de un intermediario estable como 50 (que es

aun mas estable en otras sintesis, como las de 6Z, 7Z y 9Z, incluso mas que el material de partida
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AG’ < 0), viene inmediatamente después un estado de transicién alto, se puede estar en una
situacion de dos regiones determinantes de la velocidad [una de (reactivos —» —... — O) y otra
de (O - TS-O-P — - .. producto) ] en vez de una Unica etapa determinante. Este analisis de
regiones o estados determinantes,"” resulta mas riguroso que la localizacién de la etapa
determinante (TS mas alto) y se discute en detalle en las referencias 8 y 12. Desde este punto de
vista, aunque no parece ser el caso de 1+1— 5Z, no se descarta que, jugando con diferentes
sustituyentes, la via V, en rojo, pueda tener una cierta injerencia en el control de la velocidad
global, dado que no pasa por este TS alto TS-O-P." La via V (rojo) es similar en varios aspectos
a continuar por la Via I, en el sentido de que una vez condensado uno de los ciclos aliféaticos del
biciclo del puente Troger (5J — TS-J-k — k — tautomeriza a A), se adiciona el ultimo
formaldehido y elimina agua (5A — TS-A-p - p — v ) y se forma un catién 5v que debe
condensar el biciclo finalmente. Este ultimo paso (5v — TS-v-m — m) requeriria menos
activacion (4.8 kcal/mol) que en el caso de la 5TS-O-P, dado que no involucra la

desaromatizacion de un anillo.

Figura 4.7: Estado de transicion para el cierre
final del puente Tréger. Por claridad se muestra
para 7TS-O-P
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4.3 Reaccion de (1 +2 - 6Z) como modelo de sintesis asimétrica.

En este caso habra una disminucion trivial de la proporcion de producto deseado, por la
posibilidad de que se den las reacciones 1+1 y 2+2, ademés de la 1+2. Atn enfocando s6lo todas
las posibles vias razonables para 1+2 apareceran mas complejidades, por lo que se discutira s6lo
los caminos de menor energia libre dejando la demostracion (es decir la consideracion de otras
posibles vias como la amarilla, la lila y la verde discutidas en detalle en la seccion anterior) como
Informacién Suplementaria. En la Figura 4.8 se presenta un esquema simplificado las vias mas
probables para la formacién de 6Z, y se discutiran como referencia del proceso asimétrico, las
reacciones (1+4 — 8Z) y (3 +2 — 9Z) que se mencionaran comparativamente en algunos casos

(esquemas completos como 4.2 en la Informacion Suplementaria del capitulo).

La via I es similar a la obtenida en el caso simétrico (se verific6 que la menor energia
libre involucra comenzar con el ataque a la anilina mas nucleofilica, 2), con un primer estado de
transicion (de mayor relevancia cinética) sélo ligeramente inferior al caso de 1+1. Luego se sigue
una serie de pasos de acople de anilinas y entrada del segundo formaldehido hasta llegar a 6J-2
(otra posible 6J es con la carga positiva formal sobre el esqueleto que provenia de 1, detalles en
la Info Suplementaria). Luego viene la misma disyuntiva que en el caso simétrico, con 6.5
kcal/mol a favor del TS que cierra el ciclo alifatico de 6 en vez del de 8 miembros (6TS-J-K-2
vs. 6TS-J-k-2. Fig. 4.8). Continuando por la via I (azul), ingresa el segundo y el tercer
formaldehido, llegando al intermediario estable 60 (AG%«= -3.4 kcal/mol). La principal
diferencia con respecto al caso de 50, es que la energia relativa del 6TS-O-P-2 para el cierre del
puente Troger es ahora menor (27.2 vs. 32.6 kcal/mol en el caso de la Troger simétrica). Para los
TSs andlogos, en el caso de 8TS-O-P y 9TS-O-P también se obtienen energias relativas menores
(24.7 y 24.5 kcal/mol respectivamente) comparados con la simétrica. La comparacion de los
perfiles de energia libre relativa por esta via para (1+1 — 5Z) y (1 +2 — 6Z) se muestra en la
Figura 4.9. No se observan diferencias significativas en las regiones cinéticamente mas criticas de
los perfiles, lo que esta en buen acuerdo con la reactividad y distribucion de productos observada

en el laboratorio.
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Figura 4. 9. Perfiles de enregia libre realtiva. Superposicion de (1+1 - 5Z)y (1+2 — 6Z)

4.4 Reaccion (3 +3 - 7Z) y posibles subproductos.

En la Figura 4.10 se muestra el esquema completo para la produccion de 7Z partiendo de
3, que sélo difiere de 1 en el metilo en la posicion 2 de la anilina. Las energias y propiedades de
todos los intermediarios y TSs en el esquema son muy similares a 1+1 (Comparese con la Fig.
4.2). La principal diferencia respecto de la otra sintesis simétrica (y también respecto de 1+2) es
la mayor energia de activacion del ultimo cierre del biciclo de Troger, el 7TS-O-P, con una
energia relativa de 33.1 kcal/mol. El intermediario estable 70 puede vivir lo suficiente para
recibir un cuarto H,CO y posteriormente acoplarse con otra anilina como se muestra en la via

alternativa VII (marrén) en la Figura 4.11.
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Figura 4.11. Mecanismo para 3+3, colateral. Via VII alternativa para rendir el subproducto 70-VILI.

Esta via finalmente conduce al aducto de mayor peso molecular 70-VII, que es
termodinamicamente casi tan estable como el producto buscado 7n (Figs. 4.10-11, perfiles en la

Figura 4.12). De hecho, su base conjugada (70-VII deprotonado) estd caracterizada' '

y
conocida por su nombre trivial diazajulolidina, también su derivado 70-VIII fue identificado por
masas/electrospray.” Para que se formen estos aductos es necesario atravesar un estado de
transicion cuya energia relativa es menor que la de 7TS-O-P que por la via azul que conduce al
producto buscado 7n. En el caso de la reaccion 1 + 2, este TS esta a mayor energia que su TS-O-
P. En el caso de la reaccion 1+1, la via en si misma no esta disponible, dado que la posiciéon que
deberia ser atacada electrofilicamente en el anillo para formar el subproducto estable esta

sustituida con el CHs.

iv Enrealidad 70-VIII y 70-IX se incluyen en el esquema atn cuando no podrian formarse en las condiciones de
catalisis dcida empleadas, pero se incluyen para compara estabilidades relativas. El desprendimiento de H, no es
observado en condiciones experimentales, pero fueron identificados por otros autores.
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Figura 4.12. Comparacion de los perfiles de energia libre relativa para las sintesis 1+1 (anilinas con Me
en orto) a través de la Via I (azul) versus el perfil para la sintesis 3+3 (anilina sin Me en orto) en
turquesa. Una vez formado el intermediario estable 70, éste puede continuar por el camino en marroén,

conduciendo a la formacion del aducto 70-VIL.

4.5 Evidencia de compuestos aislados e identificados

Sergeyev et al. '

obtuvieron la estructura de rayos X del intermediario K, mas

precisamente de su base conjugada, cuando se neutraliza usando una anilina similar a 1, la 2-4-

dibromoanilina

Br

NH )
7 OH
_
ONH ~ -
Br

o,
B

Br

5K

r Br
NH
NHj OH" \I
—_—
ONH = N
’ J@\ " Br D\
Br

Br

NH
o
Br N

——> rayos X

1L,

Br

5L

(el compuesto que llamamos L, con AG% de -10.8, -12.9, -11.9, -10.4 kcal/mol para 5L, 6L, 7L

y 8L, respectivamente). También hay evidencia de las formas neutras de A y G, incuso se logro

llegar al producto final partiendo de A en un caso simétrico (Figura 4.2)."7 '®
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Recientemente, fueron aislados e identificados dos subproductos o intermediarios mas por
parte de Yu Wan et al. *° que corresponden a un intermediario estable, O, seguido de un TS alto y
de relevancia critica en la discusion presentada (TS-O-P, Fig 4.12) y también un intermediario
que seria un subproducto estable en la reaccion 3+3 — 7Z (Fig 4.12). Los compuestos en
cuestion, que fueron aislados como sales de tetrafluoroborato para determinar sus estructuras de

rayos X:"

7~ | N\l
@ \—'R N
C(\N [S]
R—— | @)
= T) BF,

El de menor peso molecular es explicado por los autores como proveniente de O isomerizado en
las condiciones de liquidos ionicos en las que realizan esta reaccion. El de mayor peso es
precisamente la sal de 70-VIII, indicado como derivado de 70-VII. Abella et al. *°, por su parte,
directamente aislaron y caracterizaron 70-VII desprotonado (diazajulolidina). Tanto Wan como
Abella ' * hicieron Trogers simétricas y encontraron 70-VII, que en nuestra propuesta
mecanistica genera un problema que disminuird el rendimiento para las anilinas con las dos
posiciones orto libre. En efecto, todas las reacciones llevadas a cabo por estos dos grupos
involucran anilinas con las posiciones orto libres (Wan, por ejemplo, tiene sustituyentes 4-Me-, 4-
F-, 4-Cl-, 4-Br-, 3-Cl-4-F- y 3-Cl-4-Me, ninguna 2-sustituida) Por el contrario, los autores
discutidos anteriormente nunca vieron 70-VII ni sus derivados relacionados con esta via,

trabajando con anilinas sustituidas en la posicion orto.

Todas estas observaciones, como asi también los rendimientos y distribucion de productos
obtenidos en la UNC estarian en excelente acuerdo con los mecanismos propuestos para las
sintesis simétricas y asimétricas de diadas Troger. Hasta donde sabemos, la tnica aparente
contradiccién que podriamos esperar es la propuesta de un intermediario 7E # (via II, verde,
Figura 4.2) descartado en nuestros calculos. Pero en agudo contraste con los intermediarios
identificados discutidos hasta aqui, que fueron aislados, purificados y caracterizados por rayos X,
esta propuesta se basaria en bibliografia previa y las masas obtenidas en ESI-MS. Pero

claramente 7E y 7EE tienen la misma masa porque son isomeros, pero con una diferencia de mas
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de 10 kcal/mol en el estado de transicion mas alto del sistema (Fig 4.5, perfiles azul vs. verde); tal
diferencia estaria muy por encima de los errores esperados para este nivel de teoria, si
consideramos sus pequefias discrepancias obtenidas en un sistema similar con CCSD(T)/6-

311+G(d,p).}

4.6 Conclusiones

Se llevo a cabo el estudio del mecanismo de reaccion de las diadas con base de Troger a
partir de anilinas sustituidas con formaldehido como fuente de metilenos en acido acético,
mediante calculos computacionales a nivel de teoria CAM-B3LYP/6-311+G(d,p). Se logro
comprender diversos aspectos de su sintesis, explicar los rendimientos experimentales e
informacién util para optimizar la obtencion de las diadas con base de Troger.

Se propusieron los mecanismos que conducen a la formacién del producto mediante
diversas vias. El efecto de los sustituyentes en la anilina de partida también se analiz6 y se
discriminé de acuerdo con el papel que jugaron en cada paso del mecanismo completo. Todos los
destinos razonables se estudiaron considerando las tautomerizaciones posibles.

Los calculos revelaron que las vias estudiadas muestran coordenadas de reacciéon con
particularidades en comun. El primer TS involucrando la entrada del primer formaldehido
corresponde al paso cinéticamente mas costoso. Este seria un TS que podria controlar la
velocidad de reaccion, al menos parcialmente. La posibilidad de una zona de control de velocidad
hasta O y otra partiendo del TS-O-P también fue discutida. En algunos casos, un intermediario
estable como O puede reversiblemente hacer que tenga alguna participacion la via II, lo que no
afectaria en general la predominancia del producto deseado. No obstante, desde O puede seguirse
una via no productiva involucrando una region donde hay un TS de menor energia que TS-O-P
que puede habilitar la produccion del compuesto de mayor peso molecular O-VII. Esta
complicacién estaria afectando en parte a la sintesis 3+2 y marcadamente a la 3+3, como se
observo experimentalmente. Este problema se solucionaria facilmente bloqueando la posicion
orto de la anilina. En efecto, la aparicion de O-VII y/o sus derivados se encuentra
experimentalmente con facilidad en anilinas con las dos posiciones orto libres. Otros
intermediarios, de energias relativas bajas precediendo estados de transicion altos en esta
propuesta estan respaldados por la evidencia cristalografica de los mismos o sus sales o

derivados.
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El mapeo de estas superficies de energia potencial permitira elegir racionalmente anilinas
que faciliten mayores rendimientos. Los limites de la versatilidad del formaldehido como fuente
de metilenos y la coleccién de puntos estacionarios caracterizados permitirian hacer calculos
sencillos en las regiones de la superficie mas criticas a fin de considerar diferentes posibilidades
sintéticas (diferente fuente de metileno, catalizador, sustituyentes en las anilnas entre otras
condiciones).

Mas alla del interés practico en el marco del proyecto de diadas, que permitira al grupo
generar con mayor facilidad una variedad de derivados con interesantes aplicaciones, se remarca
que este es, hasta donde sabemos, el primer estudio mecanistico que describe de forma detallada
y completa del mecanismo para la sintesis de bases de Troger tanto simétricas como asimétricas

a partir de anilinas.
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Parte 1l

Desarrollo De Nuevos Inhibidores

De Glicoproteina-P Humana
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Capitulo 5. Busqueda de inhibidores de P-gp a
partir de extractos de plantas de Argentina.

La modulaciéon de P-gp esta ganando cada vez mas terreno en el descubrimiento de
farmacos debido a la importancia clinica de esta bomba de eflujo debido a su asociacién con la
MDR.' En el grupo de investigacion se venian llevando a cabo estudios computacionales sobre la
P-gp.”° Simultdneamente, también se venia trabajando en colaboracién con el grupo de la Prof.
Carpinella (UCC) en varias campafias para encontrar principios activos a partir de plantas de
Argentina y determinar su mecanismo de accion sobre dianas terapéuticas relacionadas con
cancer’ y otras patologias.” ° Durante esta tesis se unié la experiencia de los dos grupos para
emprender un proyecto de aislacion, determinacion de mecanismo de accién, modificacion y
btisqueda de nuevos lideres que tengan actividad inhibitoria de la P-gp, con efectos to6xicos
mucho menores de los inhibidores sintéticos conocidos.® 7 ® Inicialmente, se analizaron 15
principios bioactivos derivados de plantas obtenidos en el laboratorio de la UCC. Se encontré que
el pinoresinol (la, Figura 5.1) mostré la mayor efectividad en el ensayo de reversion,
potenciando la citotoxicidad de DOX en células Lucena 1 desde los 7 pM. Cuando se aplico a
112, 28 y 14 pM, mostré un efecto comparable al del verapamilo a 30 pM al eludir el fenotipo
MDR. Cuando se evaluo la combinacion del pinoresinol y DOX en la linea celular K562 sensible,
no se observo disminucion en el valor inhibitorio del farmaco quimioterapéutico y, por lo tanto,
se descart6 cualquier otra interaccion entre estos compuestos diferente de la inhibicién de la P-
gp.? Tomando como referencia el pinoresinol, el compuesto mas activo de los ensayados in vitro,
se aplico un protocolo de docking extensivo a fin de ubicar el sitio de unién de este compuesto,
compararlo con los de algunos de los inhibidores mas potentes conocidos y los sustratos de
interés terapéutico, evaluar sus energias relativas de ligado e hipotetizar posibles mecanismos de
interaccién, que serian luego confirmados por los estudios cinéticos experimentales. En otras
palabras, entender por qué inhibe la P-gp humana, cémo lo hace, y cémo podria modificarse para

que lo haga aun mejor. Desde el punto de vista practico, esta informacion se utilizara para
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proponer posibles derivatizaciones sintéticas a fin de obtener inhibidores de atn mejor
desempefio que el producto natural. Esta retroalimentacion con el grupo experimental conllevara
a nuevos estudios experimentales y sintesis o adquisicion de s6lo aquellos compuestos mas

prometedores in silico.”

| Derivados del (+)-pinoresinol:
0 HO

1a: R,=R,=OH, R,=H D\/\
1b : R,=R,=R,=OH e ZCHO
1c¢ : R;=D-glucosil, R,=OH, R;=H

0 : (2)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenal
%0 1d : R,=R,=D-glucosil, R;=H (coniferal aldehido)
H:‘ CA

1e : R;=R,=OH, R;=OCOCH3 (Control negativo)

OMe
0 MeO
R |
2 O/
0
o °L ~
N
AN NH ©A/ 0 _
| N
.
N 0% “NH

tariquidar
(control positivo referencia)

OMe
MeO

verapamilo
(control positivo experim.)

doxorubicina OH rodamina123
DOX NH, Rho123
(sustrato) (sustrato)

Figura 5.1. Estructuras de (+)-pinoresinol, sus derivados propuestos in silico, los compuestos
utilizados como controles positivos de referencia. También se muestran las estructuras del control
negativo y de dos de los dos compuestos fluorescentes utilizados como sustratos experimentales.
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5.1 Andlisis del modo de ligado (binding mode) del pinoresinol y
derivados propuestos.

Mediante docking molecular se determin6 que el (+)-pinoresinol (1a) se une a la P-gp(h)
en el vértice de las hélices transmembrana en forma de una "V" invertida, un sitio propuesto
como clave para el reconocimiento del sustrato / inhibidor. Como se ve en la Figura 5.2 donde se
detallan los residuos involucrados en la interaccion, este ligando se une a los aminoacidos
aromaticos e hidrofébicos ubicados entre las a-hélices transmembrana (TMH)' 4, 5 y 6, entre

ellos S222, A223, K234, F303, Y307, V310, L339 y F343.

También se analizo el sitio de binding de la region correspondiente a los NBD (nucleotide
binding domain). Se obtuvieron energias de binding mayores cuando se realiz6 el docking a partir
de grillas que abarcaron sé6lo los NBD (Figura 5.2). Por ende, se descart6 que el mecanismo de

accion del pinoresinol y sus derivados esté relacionado con la union de ATP a los NBD ( Figura 5.
20).

Figura 5.2. Sitios de unién de ligandos al modelo de P-gp(h). En (a) se muestran dos sitios de
binding, arriba el sitio transmembrana (b) y abajo el NBD (c). Negro: tariquidar, verde: hidroxi-
(+)pinoresinol (1b), celeste: acetoxi-(+)pinoresinol (1e)..

El vértice de las hélices transmembrana formado entre los TMH 4, 5 y 6 también se

encontré como sitio de unioén para verapamilo y tariquidar. La mayoria de estos residuos se

i~ TMH por trans-membrane helix.
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propusieron como relevantes en la unién de inhibidores sobre bases experimentales y
computacionales. Los residuos involucrados en la interaccion con el pinoresinol y con sus
derivados fueron, en su mayoria, también contactos del tariquidar, por lo que resultan en comun
acuerdo con los estudios previos. °'° ' Los inhibidores propuestos derivados del pinoresinol se
unen a la misma region en el dominio transmembrana. En la Figura 5.3, se sumarizan los detalles
de las interacciones ligando—P-gp(h) del pinoresinol, el control negativo, los derivados
propuestos del pinoresinol y el inhibidor de referencia tariquidar, cuyos contactos se toman como

referencia por ser uno de los inhibidores mas potentes in vitro.

AL 1a 1b 1c 1d 1e

ALA 299

ALA 300

ALA 412

I
GLY 273
I

GLY 298

GLY 411

GLY 418

ILE 291

ILE 376

LEW 233

LEU 374

LEU 403

LYS 304

PHE 373

PHE 4073

FHE 413

PRD 283

SER 232

SER 4139

THR 269

TYR 377

T¥R 380

-
W
3.
=
[=
=8
]

WAL 408

Figura 5.3. Esquema de interaccion de los aminodcidos (AA) del modelo de P-gp(h) con los ligandos.
Se nombran los aminodcidos en el entorno de los ligandos, tomando como referencia al tariquidar como
inhibidor de P-gp(h) (gris). En verde aparecen los residuos compartidos y en rojo los no compartidos con
el de referencia. CA: coniferil-aldehido (control negativo). 1a: (+)pinoresinol. 1b: hidroxi-(+)pinoresinol.
1c: glucosi-(+)pinoresinol. 1d: diglucosi-(+)pinoresinol. 1e: acetoxi-(+)pinoresinol.
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5.1.1 Energias de ligado e interaccién molecular P-gp(h)-ligandos

A partir de los resultados de docking molecular, se calcularon las energias libres de
binding o ligado (AG",) y las constantes de inhibicién (K;) de cada uno de los ligandos evaluados
en el modelo de P-gp(h). Las mismas se presentan en la Tabla 5.1, siendo AG% = - RT Ln(K;) ,
donde R es la constante de los gases ideales, T es la temperatura en °K, y K; la constante de
inhibicién. En esta Tabla se observa que, tanto el pinoresinol (1a) como todos sus derivados (1b-
f), tienen energias de union comparables al varapamilo. En el caso del compuesto 1-acetoxi-
pinoresinol (1e), la energia resulta aiin menor, es decir, mas potente que el inhibidor verapamilo
de referencia. A su vez, se observa que el CA, seleccionado por ser uno de los compuesto de
Melia azedarach que no revierte el eflujo de DOX en los ensayos del grupo colaborador y por
tanto usado como control negativo, arrojo una constante de inhibicion del orden de 150 veces
mayor que el promedio de las constantes de inhibicion de los inhibidores propuestos, lo cual

también esta de acuerdo con los resultados experimentales.

Tabla 5.1. Resultados de docking para el modelo de homologia humana de P-gp

Compuestos AG, (kcal/mol) K; (nM)
Doxorubicina (DOX) -8.13 1100
Rodaminal23 -8.08 1200
Coniferil-aldehido (CA) -5.66 71580
Verapamilo -9.01 249
Tariquidar -12.36 0.32
(+)-pinoresinol (1a) -8.69 428.1
1-hydroxy-(+)-pinoresinol (1b) -8.59 505
4-glucosil-(+) pinoresinol (1c) -8.55 540
(+)-pinoresinol diglucésido (1d) -8.26 881
1-acetoxi-(+)-pinoresinol (1le) -9.17 191
Filigenina (1f) -8.84 338
1-acetoxi-(-)-pinoresinol (1g) -8.72 402
(-)-pinoresinol (1h) -8.19 987.9
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5.2 Reversion del eflujo de DOX y citotoxicidad

En virtud de los resultados de docking, se decidio obtener, caracterizar y medir la

actividad del derivado 1-acetoxi-(+)pinoresinol (1e), el mas prometedor en virtud de su AG%.

En la Tabla 2 se observa la capacidad de revertir el efecto de resistencia a la doxorubicina
en células K562 y Lucena 1. La relacion entre la concentracion (en pM) de los inhibidores, y el
factor de reversion (RF, relacion entra la ICso de DOX en presencia y en ausencia del inhibidor),
indica que a menor concentracion de inhibidor requerido para que la RF sea significativa, este

sera mejor inhibidor.®®

Tabla 5.2. Efecto de reversién de MDR al agregar distintas concentraciones de inhibidores a
cultivos celulares de Lucena 1 (sobreexpresa P-gp) y a K562 ( P-gp silenciada, como control de

que no actda sobre otro mecanismo).

Compuesto (concentraciéon pg.mL™/ pM) RF @
K562 ® Lucena 1 ©
1la (40/112) 1.11 £ 0.15 9.42+4.92
(20/56) ; 2.57+0.20
(10/28) ; 3.44+ 0.86
(5/14) ; 1.90"+ 0.28
(2.5/7) - 1.61+0.18
(1.25/3.5) : 0.92+ 0.02
le (12/28) 17.26+ 3.17 96.79+ 4.60
(6/14) 1.05+0.14 22.66+ 2.68
(3/7) ; 5.54+ 0.59
(1.5/3.5) - 3.49+ 0.27
(0.75 /1.75) ; 3.16 + 0.48
(0.37/0.87) - 1.90+0.21
(0.18/0.43) ; 1.37+ 0.05
(0.09/0.21) - 1.37+£0.14
(0.04/0.11) ; 1.42+0.14
(0.02/0.055) - 0.79 £ 0.04
Verapamilo (15/30) 1.24 + 0.49 13.88+ 4.79
(0.054/0.11) - 1.34+ 0.06
(0.027/0.055) ; 117+ 0.17

a) RF calculados como (ICs de la DOX) / (ICso de la DOX en presencia de los compuestos estudiados) para
cada concentracién del inhibidor.?
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En los resultados obtenidos por el grupo colaborador de la UCC se observé que el
pinoresinol en una concentracién de 28 pM, produce un factor 3.4 de aumento a la sensibilidad
por DOX en células de Lucena 1. También se puede observar que el 1-acetoxi-pinoresinol actia
revirtiendo la resistencia a DOX a concentraciones considerablemente bajas, de 0.11 pM, atun

mejor que el verapamilo (Figuras 5.4 y 5.5).

* %k 15-
* % % *
201 *k *
* > Fk *
= *kk 8 10_ * *k  kkk  kkk J’_
8 Fekk g
] *% o
S 104 g
8 a
8 L
L
3 S
LL
=
" R S S 0- .
M NI AN IR RS
Concentracion de pinoresinol (uM) &;& Y M R A ™ o

Concentracion de 1-acetoxi-pinoresinol (UM) qzﬁﬁ

Figura 5.5. Efecto de una serie de
concentracion de 1e sobre el flujo de salida
de DOX en células Lucena 1. Los puntos de
datos representan la media + SE. Las
diferencias significativas con respecto al
control se determinaron utilizando la prueba
t de Student de una cola no pareada (*** p
<0,001, ** p <0,01,* p <0.05).®

Figura 5.4. Efecto de una serie de
concentracion de pinoresinol (la) sobre el
flujo de salida de DOX en células Lucena 1.
Los puntos de datos representan la media +
SE. Las diferencias significativas con respecto
al control se determinaron utilizando la
prueba t de Student de una cola no pareada
(*** p <0,001, ** p <0,01,* p <0.05).

La ausencia del aumento en la acumulacion de DOX en células K562 indicé que 1le

también bloquea especificamente el flujo de salida mediado por P-gp(h). ®

Los ensayos de citotoxicidad para pinoresinol y para 1-acetoxi-pinoresinol (ensayo PBMC
o de células mononucleares de sangre periférica) dieron un IC 50 de 216.2 y 102.6 pM
respectivamente. Esto sugiri6 la ausencia de citotoxicidad, basada en la declaracion del programa
de deteccion de plantas del Instituto Nacional del Cancer de EE. UU. que estableci6 como
citotoxicos aquellos compuestos puros con valores de toxicidad promedio inferiores a 10 uM."
Estos resultados no son sorprendentes, puesto que 1a se encuentra en otras fuentes naturales de la
dieta;" incluso 1e, si bien el usado en los experimentos es de origen sintético, se encuentra en

cantidades importantes en el aceite de oliva virgen."
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5.3 Cinética de inhibicion
Con respecto a los estudios cinéticos,? en la Figura 5.6 se muestra que el mecanismo de
inhibicién del pinoresinol es competitivo, dado que los valores de MFI permanecen constantes,

mientras que la constante de Michaelis-Menten (Km) aumenta, como se observa en la familia de

lineas rectas que pasan por el mismo punto del eje vertical.

Control (etanol)

——
= 1a 56 uM
0.15 - 1a112uM
< - 1a168 uM
o
S
—
< 0.0
o]
h=]
.©
o
2 P
[
—_ 0.054
L
=
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

Concentracion 1/DOX ( pM1)

Figura 5.6 Grdfico de doble reciprocas de Lineweaver-Burk
para el andlisis cinético del pinoresinol.®

Estos resultados experimentales son consistentes con las poses del (+)-pinoresinol y el
compuesto seleccionado a partir de los estudios de docking como candidato a ser mas activo, 1e.
En la Figura 5.7 se muestra la superposicion del sitio de unién primario de la DOX en la P-gp, y
de 1a, lo que evidencia, en principio, un mecanismo de accion competivo para la extrusion del
antitumoral. En la Fig. 5.7 se observa que el pinoresinol (al igual que sus derivados) también se
superpone con el sitio secundario de Rho123. En los experimentos se notd una diferencia
pequefia aunque no casual entre la inhibicién del eflujo de DOX y Rho123, con un factor de entre
1.2 y 1.8 a favor de DOX.? Estas discrepancias fueron observadas también en otros estudios
experimentales.” Aunque la ubicacion de los sitios y el modo de ligado de los dos sustratos tienen
algunas diferencias menores (el sitio de unién primario de DOX coincidié con uno secundario,
0.4 kcal/mol menos estable, de la Rho123), el uso de nuevos controles positivos arrojara luz sobre
la equivalencia del eflujo de DOX (un farmaco) versus Rho123 (un colorante sin propiedades

antitumorales). Estos resultados se discutiran en el capitulo siguiente.
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Figura 5.7. Superposicion de las poses de menor energia del compuesto 1la
representado en CPK. El sitio primario de la DOX aparece en primer plano en tubos
verdes. El sitio secundario de la Rho123 en primer plano en tubos amarillos. Atrds
(segundo plano), sitio primario de Rhol23. Las a-hélices del modelo de P-gp(h),
coloreadas de acuerdo a la secuencia.

5.4 Conclusiones

Mediante el docking molecular se logré caracterizar el modo de ligado del pinoresinol y
compararlo con los inhibidores de referencia, encontrandose que emula, en parte, el modo de uno

de los mas potentes tomado como referencia.

Con los ensayos experimentales realizados por la UCC se evidencié que el pinoresinol fue
efectivo para retener DOX en las células Lucena 1 desde el comienzo del ensayo, lo que sugiere
que el tratamiento a corto plazo con el modulador conduciria a la efectividad. El comportamiento
de la cinética de la acumulacion de DOX fue analizado por el método doble reciprocas de
Lineweaver-Burk, mostrando que el pinoresinol es un inhibidor competitivo de la P-gp(h), lo que

resultd consistente con la superposicion de los modos de ligado con la DOX.

Gracias al disefio racional, se probaron in silico los posibles derivados sintéticos del
pinoresinol, logrando predecir una mejora en cuanto a las constantes de inhibicioén. E1 mejor de

los compuestos propuestos, el derivado 1-acetoxi-pinoresinol (1e), fue en efecto probado luego in
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vitro, y su actividad mejor6 notablemente (64 veces mayor), incluso algo mas de lo predicho a

partir de los calculos. También evidencié un comportamiento competitivo.

Se concluye que el pinoresinol y su derivado 1e son quimiosensibilizadores de P-gp(h).
Esta propiedad, la baja citotoxicidad demostrada y su presencia en alimentos de la dieta diaria "
% Jos posiciona como posibles candidatos para el desarrollo de compuestos de uso en

combinacion con farmacos anticancerosos.

Debido a que una minima modificacion en los grupos sustituyentes del pinoresinol cambia
la cantidad de enlaces rotables, el potencial electrostatico de la molécula y, por tanto, la
interaccion ligando-aminoacidos y las constantes de inhibicion calculadas, se decide ampliar la
btisqueda en pos de moduladores efectivos, utilizando bases de datos de compuestos no téxicos y

una quimioteca de compuestos.
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Capitulo 6. Diseiio y ensayo de nuevos inhibidores
de la P-gp

El éxito de los productos derivados de plantas como puntos de partida para el desarrollo
de farmacos' * llevaron a la busqueda de candidatos adecuados con actividad mejorada en
comparacion con el (+)-pinoresinol para contrarrestar especificamente el mecanismo de
resistencia de farmacos en células con sobreexpresion de P-gp.® En el capitulo anterior vimos que
aun una derivatizacion relativamente sencilla de este nicleo lignano del (+)-pinoresinol (en este
capitulo, compuesto 1) rindi6 un aumento considerable de la actividad. En este capitulo se
describe una busqueda sistematica de nuevos inhibidores, tratando de probar compuestos con
similaridad quimica con 1 y consolidando el grupo de colaboradores con la experiencia del Prof.
Kikelj (Universidad de Ljubliana, Eslovenia) en la sintesis y ensayos de farmacos. Ademas de las
facilidades sintéticas, en comunicaciones preliminares encontramos semejanzas entre alguno de
sus ligandos del PXR (pregnane-X-receptor),* entre ellas distancias préximas a 13 A entre los
grupos -OH fenolicos separados por biciclos o ciclos condensados hidrofébicos entre ellos. Estas
similitudes, ademas del hecho de que los antagonistas de PXR ya tienen aplicacién en
tratamientos antitumorales per se, en diferentes blancos y ademas, en particular, previenen la
sobreexpresion de P-gp (los agonistas regulan positivamente el nivel de expresion de P-gp),” > ©
alentaron incluir esta quimioteca en la busqueda de inhibidores con similitudes a 1. En particular
se extendio la busqueda a la biblioteca de drogas (drug-likes) ZINC DrugsNow

(http://zinc.docking.org/subsets/drugs-now) y derivados sintéticos a analizar in silico de la

quimioteca de derivados del dietilestilbestrol.

6.1 Screening de analogos del pinoresinol

El screening se realiz6 a partir de una quimioteca de ligandos a receptores X de pregnano
(PXR), que poseen una estructura similar al compuesto 1,” y de la biblioteca ZINC DrugsNow,?

que contiene mas de 10 millones de compuestos. Para ello se empleé el programa ROCS.*" Se
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calcul6 el indice de similitud estructural de Tanimoto-Combo, que combina las medidas de
similitud estructural e indice de color de un compuesto (una superposicion apropiada de grupos

con propiedades similares segtin contenga grupos donante, aceptor, hidréfobo, cation, anién y/o

anillo). ' 2

ROCS demostr6 que las moléculas de ZINC identificadas 10-25 (Figura 6.1) se
superponen mejor con el pinoresinol (TanimotoCombo entre 1.413 y 1.606) que con los
antagonistas de PXR basados en la estructura de bazedoxifeno (2-6) y del dietilstilbestrol (7-9)
basado en ligandos de PXR, ademas de otras modificaciones sintéticas accesibles 26-34 (Figura

6.2 , TanimotoCombo entre 0.823 y 0.851).
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Figura 6.1. Las estructuras quimicas de (+)-pinoresinol (1), los ligandos PXR 2-9 y los
compuestos ZINC 10-25 de mdxima similitud con el compuesto 1 a partir de la biisqueda con
ROCS.

125



Modelado, disefio racional y desarrollo de compuestos de interés tecnolégico y farmacolégico

Or~r Q
O~ OH J OH 0o ™S
oo @ o9 HO\/\/\O
27 28

~O~"0
o)
26

O O\/\/\Og\

O\/\/O\n/
g ) =
)LO/\/\O \IrO\/\/\O
o]
29 30
(0NN Nt
< gl o
O N *Na' 0380~ O
*Na'03S0
31 32
O~_0SOzNa"* O O~ "~"0s0,Na*
v )
+Na'0330/\/\0 O +Na'OaSO\/\/\O

Figura 6.2. Estructuras quimicas de los derivados del dietilestilbestrol: 26-34. Estos
compuestos, aunque con indices TaminotoCombo algo menores que 7-9, estaban
sintetizados por el grupo colaborador y completan la familia de antagonistas de PXR.

6.2 Docking de los compuestos en la P-gp

Sobre la base de estos resultados, las estructuras optimizadas de estos compuestos se
estudiaron in silico mediante docking molecular, utilizando el modelo de homologia humana de
P-gp previamente construido en base a la P-gp de ratén (Mus musculus)® siguiendo el protocolo
general usado en el Cap. 5 y descripto en el Cap 2 (secc. 2.3). En casos relevantes, se
investigaron ambos estereoisémeros (+/-) y los tautomeros NH y OH (formas ceto y enol) para
los compuestos 20-25. Como se observa en la Tabla 6.1, los compuestos evaluados mostraron
energias de union que varian de -7.07 a -9.23 kcal/mol. Se utilizaron los controles negativos y
positivos del capitulo anterior (se omiten detalles); ademas se incluyeron dos nuevos controles
positivos experimentales que, como se vera mas adelante, sirvieron para dilucidar discrepancias
entre los eflujos de Rho123 y DOX, ya observadas en el capitulo anterior: el tamoxifeno y la

ciclosporina A (CsA) (Figura 6.3).
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Figura 6.3. Estructura de la ciclosporina A y el tamoxifeno,
empleados como controles positivos adicionales para analizar
diferencias entre el eflujo de Rho123 y DOX.

Entre los compuestos 2-9 conocidos como potentes antagonistas de PXR, como asi
también similares a 1, se encontré que 9 es el mas potente (observandose decrecimiento en la
acumulacién de DOX con contraciones tan bajas como 3.12 pM en la linea Lucena 1, sin efecto
en el control K562), seguido por 8 y 7, en buen acuerdo con los resultados de docking. No
obstante si bien su energia es muy similar a 1, se encontré mayor actividad en la acumulacion de
DOX, lo que podria ser una combinacion de inhibicion de la P-gp y también represion de su
expresion via modulacion del PXR." De los compuestos de la serie propuestos s6lo por maxima
similaridad 10-25, se postularon como los mas favorecidos a 14, 19 y 23. En primera instancia,
solo resulté posible obtener 23 (uno de los mas activos in silico), auque éste no resultdé mas
potente que el pinoresinol. De los compuestos propuestos tanto como inhibidores de P-gp como
antagonistas del regulador PXR se descartaron 31-34 por su doble carga negativa (aunque se
comprobd preliminarmente que carecian de actividad medible), pero los compuestos neutros 26-
30 resultaron los mejores de la serie, particularmente 27, con disminucion de la acumulacion de
DOX hasta concentraciones menores a 0.4 pM. Nuevamente, 27 solo es ligeramente mejor que 1,
en términos de energias de ligado, pero su mayor potencia puede explicarse tanto por la
combinacion con la disminucion de la expresion de P-gp (maxima actividad como antagonista de

PXR, que estimula la expresion de P-gp), como por algunas diferencia en el modo de ligado.
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Tabla 6.1. Resumen de energias energias libres de ligado para el
panel de compuestos propuestos in silico.

Compuestos AG®y(kcal/mol) Constante de inhibicion,
K, (nM)
1(-) -8.19 987.9
1(+H) -8.69 428.1
2 -7.45 3460
3 -7.46 3380
4 -7.07 6570
5 -8.22 945.7
6 -8.00 1380
7 -8.38 725.2
8 -8.31 811.0
9 -8.50 591.0
10 -8.01 1350
11 -8.14 1080
12 -7.87 1710
13 -8.95 279.2
14 -9.10 214.7
15 -9.09 216.0
16 -8.78 366.5
17 -9.23 172.9
18 -8.63 475.9
19 -7.89 1633
20 (NH) -8.59 505.9
20 (OH) -8.29 803.5
21 (NH) -8.32 800.8
21 (OH) -8.56 528.7
22 (NH) -9.04 237.4
22 (OH) 9.16 193.0
23 (NH) 9.23 172.6
23 (OH) -8.85 325.2
24 (NH) -8.63 476.0
24 (OH) -8.92 291.1
25 (OH) -9.05 242.7
25 (NH) -8.80 3543
26 -8.52 566.4
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27 -8.66 449.9
28 -8.50 584.1
29 -8.71 413.0
30 -9.12 207.6
Tariquidar -12.36 0.320
Verapamil -9.07 225.5
Tamoxifeno -9.40 129.2
CsA -9.91 54.4

DOX -8.23 899.7

El modo de ligado de 1 se describio en detalle en el Capitulo 5, con su principales
contactos involucrando los residuos S222, A223, K234, F303, Y307, Y310, L339, A342 y F343,
de los TMHs 4, 5 y 6 en el vértice de la "V" invertida que forman estas a-hélices. Como se
sefialo, todos estos residuos han sido extensamente propuestos como esenciales para el binding,
tanto por estudios experimentales (mutagénesis, cross-linking de cisteinas) y ensayos
computacionales propios del grupo y de otros autores (Cap. 5 y referencias alli citadas). Los
inhibidores 7-9 y 26-30, los cuales fueron activos para promover la potenciacion de DOX
(experimentos de reversion) e inhibiciéon de su eflujo (acumulacién de DOX) se superpusieron
con el sitio principal de su predecesor 1 (vista general de la posicién de los conférmeros de
menor energia superpuestos, Figura 6.4), el cual a su vez coincidi6 en parte con el inhibidor mas

potente de referencia, el tariquidar.
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Figura 6.4. Superposicion de los ligandos andlogos de
pinoresinol en su conférmero de menor energia de binding
(sitio de unién compartido en la P-gp).

Los compuestos mas activos, 26, 27 y 30, son los que mostraron maxima superposicion con la
pose del tariquidar. En particular 27 fue el tnico de toda la serie que ademas de los TMHs
mencionados tomo6 contacto con el TMH 3, con los residuos (comunes al tariquidar) T199, F200
y G203. La superposicion de 1, 26 y 27 con el tariquidar se muestra en la Figura 6.5A y los
principales residuos en contacto se destacan en la Figura 6.5B. También se puede apreciar la
orientacién del compuesto 27 en su conférmero de menor energia acomodado sobre superficie

coloreada por el potencial electrostatico del modelo de P-gp (Figura 6.6).

Es interesante destacar que las poses de menor energia de los compuestos que resultaron
mas activos, 26y 27, se localizaron en los dos sitios principales de ligado de DOX, con -8.52 y -
8.66 kcal/mol respectivamente (Figura 6.7) y se hallan poses de mayor energia (hasta 1.2

kcal/mol arriba de la méas estable) superpuestas con estos sitios.
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Figura 6.5. A) Superposicion de las posturas de menor energia de los
inhibidores 1 (resaltado en rojo), 26 (en amarillo), 27 (en violeta) y el
inhibidor de referencia tariquidar (en verde). B) Modo de ligado del
compuesto mds activo 27 (balls and sticks) mostrando sus contactos
principales (licorice). La representacion en cartoon de las a-hélices se
colorea segtin la secuencia, desde TMH 1 (rojo) a TMH 12 (azul).

Figura 6.6. A) Localizacion del sitio de ligado. Compuesto 27 en el modelo de P-gp
humana; B) Zoom del sitio, con la superficie de la proteina coloreada segun el potencial
electrostdtico (desde-0.15 a. u. rojo, a +0.15 a. u. azul).
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Figura 6.7. A) El espacio ocupado por los sitios principales de DOX (-8.23
Y -8.16 kcal/mol de AG°,) como superficies translicidas blancas. La
proteina como cartoon con las a-hélices coloreadas segtin la secuencia, de
rojo a azul. Las poses de menor energia del compuesto 27 estdn
superpuestas y coloreadas de acuerdo a sus energias de ligado, arcoiris
desde -8.66 (rojo) a -7.44 kcal/mol (violeta). B) La misma vista rotada -90
grados en el eje X. C) Misma vista que en B; las estructuras de 27 todas en
magenta superpuestas con las correspondientes poses obtenidas para 26
todas en verde
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Figura 6.8. . A) Superposicion de las primeras poses de menor energia de 27; colores como en
la Figura anterior. Principales sitios para Rho123 aparecen en blanco como tejido de alambre.
Las poses de 27 sélo solapan con el sitio secundario de Rho123, los otros no son ocluidos. B)
Vista rotada -90 grados sobre el eje Z. C) Vista rotada -90 grados sobre el eje X.
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Por el contrario, ninguna de estas conformaciones se superpone con el sitio primario ni
secundario (difieren 0.3 kcal/mol) de la Rho123, como puede verse en las Figuras 6.8 y 6.9 .
Claramente, 26 y 27 (y también 1 e incluso el control tamoxifeno) son incapaces de inhibir
competitivamente la P-gp cuando el sustrato es DOX para el caso de Rho123. O bien siguen un

proceso no competitivo menos eficiente o no tienen efecto relevante en evitar el ligado de

Rho123.

Figura 6.9. Misma vista y colores que la figura anterior para el compuesto 26 y la Rho123.
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En claro contraste con nuestros inhibidores, la CsA, mucho mas flexible y voluminosa, se
liga en una region que obstaculiza tanto los sitios primario y secundario (y atin otras poses de
mayor energia) tanto de la Rho123 como de la DOX. Esto puede apreciarse en la Figura 6.10,
donde se muestran las poses de la CsA desde -10 a -9 kcal/mol. Notese que aun un solo
conférmero, el de mas baja energia, ocupa ambas regiones. Algo similar, a pesar de su menor

tamarfio, ocurre con el verapamilo (Figura 6.11).

La Rhol23 se utiliza como sustrato con una ubiquidad en numerosos trabajos de
inhibicion de la P-gp ain cuando no es un agente terapéutico de ninguna clase. Es interesante
notar que en el caso de este sustrato, 26 y 27 inhibieron la acumulacion de Rho123 claramente en
menor medida que la de DOX, al contrario de verapamilo y CsA que tuvieron pocas diferencias al
utilizar uno y otro sustrato. El tamoxifeno también mostr6 menor capacidad inhibitoria para DOX
que para Rho123. En otras palabras, mientras los inhibidores propuestos y el tamoxifeno inhiben
de manera muy diferente el efluyjo de Rhol23 y DOX, el verapamilo y la CsA presentan
practicamente las mismas efectividades indiferentemente del sustrato. La existencia de estas
diferencias habian sido sugeridas e incluso observadas en trabajos anteriores,' aunque no

explicadas a nivel molecular con soporte experimental.
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Figura 6.10. A) Superposicion de las primeras poses de menor energia de la CsA
(mismo esquema de color que las figuras anteriores, energias de -10 a -9 kcal/mol
en arcoirs. La pose de menor energia se superpone con los tres sitios de menor
energia de la Rho123, las siguientes poses se superponen en todos los casos con al
menos dos de los sitios de Rho123 (del mismo modo que lo hacen en el caso de
DOX). B) Vista rotada -90 grados sobre el eje X.
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Figura 6.11 En menor medida que CsA, las primeras poses de menor energia del verapamilo
se superponen con miiltiples sitios de la Rho123. Esquema de color como en las figuras
anteriores, energias de -9.07 a -7.97 kcal/mol.

6.3 Soporte experimental.

6.3.1 Ensayo de inhibicién del eflujo de DOX

Se llevaron a cabo estos ensayos por parte del grupo colaborador de la UCC a fin de
identificar los mejores inhibidores capaces de revertir el fenotipo asociado a las células
cancerosas MDR/P-gp. De entre los compuestos estudiados in silico mostrados en las Figuras 1-
3, se ensayaron experimentalmente los compuestos mas prometedores y disponibles. Las medidas
involucraron los controles negativos y positivos,’ los compuestos cedidos por Kikelj y

colaboradores 2-9, dos de los obtenidos de la lista de similaridad, 23 y 21, uno con la maxima y

i Tres controles negativos se ensayaron en el capitulo anterior, se mencioné el CA como ejemplo; estos fueron
estudiados tanto por citometria de flujo (en las mismas condiciones que en este trabajo) como por otros ensayos
y no se repitieron. El tariquidar sé6lo se us6 como referencia a partir de los datos de bibliografia, por ser lejos el
mas efectivo, a pesar de su toxicidad. El verapamilo se describi6 en el cap. anterior, pero sus medidas
experimentales fueron repetidas en estos estudios. El tamoxifeno y la CsA se incluyeron en los estudios
descriptos en este capitulo, y no habian sido medidos experimentalmente por el grupo colaborador con
anterioridad.
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otro con media actividad en términos de energias de docking y los compuestos que completan el
requisito de similaridad a 1 en combinacion con antagonismo de PXR, los derivados del

dietilestilbestrol 26-30. (Ver Informacién Suplementaria, Capitulo 6).

Para los ensayos de acumulacion de DOX se empled citometria de flujo usando como
modelos las células de leucemia mieloide cronica, Lucena 1 (el 58% de esta linea sobreexpresa P-
gp). En cada caso se repite el mismo ensayo en la linea celular sensible K562 (s6lo el 2% de las
células expresan P-gp) a fin de descartar cualquier otro sinergismo entre los compuestos y el
farmaco fluorescente que no involucrase a la P-gp. La retencion del farmaco citotéxico DOX que
es ademas fluorescente, dentro de las células, se us6 para medir la capacidad de una sustancia
para inhibir el transporte hacia el exterior mediado por P-gp. La inhibicion del eflujo se

correlacioné positivamente con la concentracion intracelular de DOX.

Como se menciondé en la seccion anterior, y en buen acuerdo con los resultados de
docking, de los agonistas de PXR, 2-6 exhibieron poca actividad mientras que 7-9 fueron
comparables al pinoresinol,” con concentraciones de DOX intracelular en células Lucena 1 con
valores de Relacion de Intensidad de Fluorescencia (FIR) correspondientes a 1.06, 1.19 y 1.16,
respectivamente, a 25 pM, resultando comparables a mejores que los compuestos conocidos
verapamilo y tamoxifeno. Los compuestos 26 y 27 mostraron reversion aun en concentraciones
menores a 0.5 pM. Ninguno de los compuestos causé un aumento significativo en la acumulacién
de DOX en la linea celular K562 (Informacion Suplementaria, Capitulo 6), lo que indica que
estos compuestos inhibieron especificamente el transporte mediado por P-gp, y superaron

ensayos de toxicidad."”

6.3.2 Ensayo de inhibicién del eflujo de rodamina 123.

La discusién sobre los diferentes sitios de union de los sustratos Rho123 y DOX en
relaciéon a los de los inhibidores propuestos o tomados como referentes y sus posibles
implicancias en el mecanismo de inhibicién estan plenamente soportados por los estudios
experimentales de eflujo de Rho123 versus DOX. En este caso so6lo se probaron los inhibidores
mas potentes obtenidos 26 y 27 y los controles positivos. (Informaciéon Suplementaria, Capitulo
6). En efecto, 26, 27 y tamoxifeno tuvieron mucha menor acumulacién intracelular de Rho123
que de DOX. Por el contrario verapamil y CsA (Figs 6.10 y 6.11), tuvieron poca selectividad

respecto de cualquiera de los sustratos.
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6.4 Dinamica molecular del modelo de P-gp(h) en solucién y
docking flexible

La simulacién en solvente acuoso se utilizo para obtener un analisis de clusters de un
conjunto de estructuras representativas de distintas conformaciones energéticamente (y por tanto
estadisticamente) relevantes del modelo de la proteina para introducir cierta flexibilidad al
docking; luego se realizo el docking en 20 estructuras seleccionadas y previamente minimizados

con 1000 etapas de gradiente conjugado (detalles del protocolo en el Capitulo 2.3.8).

La estructura de la P-gp humana conservo razonablemente la estructura por mas de 10 ns,
con un RMSD fluctuando en torno de no més de 3.6 A; volviéndose practicamente estacionario
después de los primeros 0.75 ns de simulacion libre (2.85 ps de tiempo total, teniendo en cuenta
que los primeros 2.1 ns se simularon con una restriccion armoénica en el backbone, que luego se
liber6 completamente; estos resultados se muestran en la Fig. 6.12). Si bien el RMSD seria
relativamente alto para una proteina soluble, es aceptable en el caso de una proteina
transmembrana e incluso mejor que la obtenida en previas simulaciones empleando una

estructura de rayos X de ratén experimental y un protocolo de dindmica diferente '*
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Figura 6.12 RMSD del backbone de la P-gp en solucion; los primeros 2.3 ns son
de calentamiento y preparativo.

La region entre 5y 10 ns es la parte de la trayectoria que se utilizé para realizar analisis de
clusters y aislar el set de estructuras representativas para posteriormente simular el docking

flexible o dindmico de dos ligandos.
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Al tener en cuenta la movilidad de la proteina simulada via dinamica molecular se hizo un
chequeo preliminar a fin de reevaluar el modo de ligado, el sitio de union y la energia de binding
de los inhibidores seleccionado: tariquidar, 9, 21 y 26. El principal objetivo de estas pruebas es
ademas ensayar este protocolo para aplicarlo finalmente al modelo de proteina en membrana ya
equilibrado, aunque estas simulaciones ain no habian terminado al finalizar la redaccion de este
trabajo de Tesis. A modo de ejemplo se muestra en la Figura 6.13 la superposicion de las
estructuras P-gp/inhibidor mas estables obtenidas para tariquidar y 26. Se observa que las
estructuras mas estables obtenidas por este protocolo van a la misma region que con las
simulaciones de docking discutidas hasta aqui. Tampoco se observaron diferencias sustanciales
(diferencias de energias libres de ligado menores a 0.4 kcal/mol con respecto al docking
tradicional). Se remarca que la relacion entre las AG’ de tariquidar y 26 fueron muy similares

también.

. ) N SO\ ) ; -

Figura 6.13. Sitio de union del tariquidar (izquierda) y del compuesto 26 (derecha) en
docking dindmico de la P-gp. Se observa en amarillo el conférmero correspondiente a
docking estdtico y en violeta al conférmero de menor energia del docking dinamico, Se
conserva el mismo sitio activo descripto con docking estdtico y se obtuvo una AG’ en
kcal/mol similar.

6.5 Preparacion del modelo de la P-gp embebido en una
membrana lipidica

En paralelo con los estudios anteriores, se realizd6 una dinamica molecular a partir del

modelo de homologia de P-gp(h) a fin de mejorarlo y acercarlo a las condiciones fisiologicas.
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Se llevaron a cabo cuatro intentos y se evalud la viabilidad de continuar o no con cada
trayectoria luego de 50ns de simulacion sin restricciones. El ultimo intento resultd viable en
términos de los valores de area por lipido, estabilizacion de la energia potencial topologia de las
interfases lipido/proteina y lipido/agua y RMSD de la proteina. El protocolo detallado en el
Capitulo 2, ensayo y error mediante, fue encontrado como el mas conveniente y se logro
minimizar el sistema. A los 75ns de simulacion, ain en equilibracion, no se observo penetracion
de moléculas de agua en la region lipidica (Figura 6.14). El RMSD de la proteina oscil6 en 4.5 A

y la energia lleg6 a un nivel estacionario (Figura 6.15).
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Wt

—~ '\) A VR
e iyl

Figura 6.14. (a) Vista desde el lado extracelular, a 30° del plano de la proteina

(cartoon) embebido en 287 moléculas de palmitoliloleilfosfatidil-colina (esferas y
tubos); no se muestran las 60000 moléculas de agua Las esferas celestes y rosas
corresponden a iones potasio y cloruro. (b) A 57 ns de simulacién, en amarillo, las
cabezas polares de los lipidos (no las cadenas de oleato y palmitato, ocultas), la
proteina en cartoon y las moléculas de agua en lineas rojas y blancas.

Este protocolo de simulacion permitié proyectar a futuro nuevas simulaciones de docking
y dindmica molecular, como analizar el comportamiento de otras conformaciones de la P-gp y la

interaccion de moléculas pequefias con la bicapa lipidica. Tales sistemas son relevantes para
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conocer mecanismos de accion de farmacos, aportando asi abundante informacion ya que se sabe
que las membranas celulares desempefian un papel esencial para el equilibrio de cualquier
proteina transmembrana cuando se desea extender el tiempo de su simulacion. AMBER es
particularmente adecuado para estos estudios debido a su resolucion atémica, la insercion
relativamente facil de nuevas especies en el campo de fuerza y la velocidad de simulacién. Los
parametros de equilibracion se mantuvieron estables para longitudes de simulacion

considerablemente grandes (entre 50-250 ns). *°

Ly T T T T T T C
-4,1e+05 |- —
—— Energfa potencial /kcal/mol

-4.15e+05 —

E (kcal/mol)

-4.2e+05 |- —

-4,25e+05 |- —

10000 20000 30000 40000 50000
tiempo ( X 2 ps)

=

Figura 6.15. Monitoreo de la energia potencial en los primeros ps de simulacion; las caidas
corresponden a la liberacion de la constriccion en las cadenas laterales y luego en el
backbone de la proteina.

6.6 Conclusiones

Los compuestos 26 y 27 ensayados constituyen puntos de partida prometedores para el
desarrollo de inhibidores del transporte mediado por P-gp de farmacos quimioterapéuticos como
la DOX. En conjunto, la mejor actividad de inversion sugiere que estructura de dietilestilbestrol
es mas beneficiosa para lograr la actividad inhibitoria de la P-gp que la del bazedoxifeno. La
informacion obtenida sobre los requisitos estructurales para revertir el fenotipo MDR/P-gp arrojé
luz sobre el disefio de otros nuevos compuestos relacionados con los derivados de pinoresinol.
Resultaron buenos candidatos para la evaluacion experimental adicional como inhibidores de

MDR en terapias de combinacion antitumoral. De hecho, estudios experimentales demostraron
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mas afinidad que el verapamilo y representarian una alternativa menos toxica que el tariquidar.
Por otra parte, su actividad como agonistas de PXR en combinacion con inhibidores de la P-gp

los hace especialmente prometedores.

Un aspecto basico de la investigacion, por demas interesante e inesperado, fue la
especificidad no s6lo de los nuevos inhibidores sino también de un sustrato conocido para evaluar
el eflujo promovido por la P-gp(h). Esto tiene gran relevancia, puesto que en numerosos trabajos
el fenomeno de eflujo se mide con Rho123, de bajo costo y alto rendimiento cuantico de
fluorescencia, y por lo tanto popular y conveniente. Pero puede conducir a encontrar falsos
negativos, con la aparejada pérdida de tiempo y recursos. Por otra parte la Rho123 no es un
agente terapéutico como lo es la DOX (en este caso recomendada justamente como farmaco para
tratamiento de la leucemia mieloide, consistentemente con la linea celular Lucena 1). Se plantea
una seria advertencia, sugiriendo el uso de sustratos que realmente tengan relevancia
quimioterapéutica tanto por los estudios computacionales como para los ensayos de letalidad,
reversion o acumulacion de intracelular de sustrato. Esto también abre la perspectiva de pensar en
inhibidores de MDR especificos para cada tipo de tratamiento, especialmente si el antitumoral

sustrato es estructuralmente muy diferente a DOX o al colorante.

La dinamica molecular de la proteina solvatada en agua se logré concluir, obteniéndose
una estabilizacion de la misma a lo largo de 12000 ps. Las constantes de inhibicién de docking
tradicional y las obtenidas a partir del docking dinamico fueron congruentes, por esto se puede
inferir que, a pesar de la dureza de la aproximacion del docking tradicional, los resultados son
consistentes, por lo que se infiere que el modelo de P-gp empleado, a pesar de tener una
resolucion promedio, es un buen modelo para predecir las energias de binding y describir la

orientacion de ligandos.

Dado que las bases de datos carecen hasta el momento de estructuras cristalograficas con
buena resolucion, resulta relevante obtener una simulacién dinamica de la P-gp inmersa en bicapa
lipidica, para lograr fidelidad de los residuos de transmembrana en un medio lipofilico a lo largo
de simulaciones relativamente largas. Esto permitira ahondar en la comprensién del mecanismo

de interaccion con sus sustratos e inhibidores en simulaciones mas robustas.

Mas alla de que los resultados fueron constistentes con los ensayos in vitro contribuidos
por el grupo de la UCC, se logré un mecanismo de retroalimentacion positivo entre el trabajo con

productos de plantas, el modelado y el disefio, los ensayos in vitro y la sintesis para obtener
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moléculas nuevas y prometedoras para potenciar las terapias contra el cancer en el marco de

tumores resistentes a muiltiples drogas.>"’
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Informacién Suplementaria del Capitulo 3

Resumen de los calculos de los estados excitados sobre el set de diadas propuestas in silico para encontrar los mejores candidatos para su evaluacion.

Se empleé TDDFT en solvente modelo LR (aproximado) a fin de tener una primera aproximacién de sus propiedades.

Los resultados se resumen en la tabla siguiente:

Aler CT A(HOMO- AE AE Gap Redox
Grupo dador Grupo aceptor (nm) LUMO)(eV) R- - N+e- N- - R+ +e- /eV
4-carboxicianovinil-
cl benceno 4-metoxi-carbazoll S1 503.12 5.10 -2.06 0.44 2.50
c2 4-ciano-naftaleno 4-metoxi-benceno S1 316.02 6.32 -2.94 0.67 3.61
c3 4-ciano-naftaleno 2-metil-4metoxi-benceno S1 316.55 6.29 -2.94 0.64 3.58
c4 naftaleno 4-metoxi-benceno S1 287.15 6.91 -3.70 0.56 4.25
c5 4-ciano-naftaleno 2-metil-4metoxi-benceno S1 307.34 6.36 -3.04 0.60 3.65
c6 4-ciano-naftaleno 3,5-di-metoxi-benceno S1 315.93 6.44 -2.95 0.95 3.91
c7 4-dicianovinil-ph 4-N,N-diarilamino-benceno  S1 376.34 4.64 -1.98 0.14 2.13
4-(N,N-dimetoxibencil)-
c8 4-dicianovinil-ph aminobenceno S1 365.01 4.50 -1.99 -0.02 1.97
2-metil-4-(N,N-ditolil)-
9 2-metil-4-dicianovinil-ph  amino-benceno S1 381.47 4.61 -2.00 0.09 2.09
2-metil-4-(N,N-ditolil)-
c10  2-metil-4-dicianovinil-ph  aminobenceno S1 373.42 4.51 -2.01 -0.03 1.98
4-carboxicianovinil- 4-(N,N-ditolil)-
cl12  benceno aminobenceno S1 373.49 4.55 -1.92 -0.02 1.90
2-metil-4- 4-(N,N-ditolil)-
c13  carboxicianovinil-benceno aminobenceno S1 370.18 4.56 -1.99 -0.02 1.97
2-metil-4-(N,N-ditolil)-
cl4  2-metil-4-cianoviniltolueno aminobenceno S3 304.36 5.28 -2.79 -0.05 2.74
2-metil-4- 2-metil-4-(N,N-ditolil)-
cl5 carboxicianovinil-benceno aminobenceno S1 368.7 4.55 -1.95 -0.05 1.90
cl6 2-metil-4-dicianovinil- 2-metil-4-metoxi-benceno S2 322 5.43 -2.01 0.63 2.64



cl7

c21

c27

c25

benceno
2-metil-4-dicianovinil-
benceno

2-metil-4-ciano-benceno

2-metil-4-(N,N-ditolil)-
aminobenceno

2-metil-4-(N,N-dianisil)-
aminobenceno

2-metil-4-(N,N-dimetil)-
aminobenceno
2-metil-4-(N,N-dianisil)-
aminobenceno
2-metil-4-(N-(m-
trifluorometil)-fenil, N-(4-
(N-acridil)-fenil)-
aminobenceno
2-metil-4-(N-(m-
trifluorometil)-fenil, N-(4-
(N-acridil)-fenil)-
aminobenceno

S1

S4

S4

S8

371.78

279.32

279.32

289.66

4.85

5.91

5.05

4.92

-2.03

-3.46

-2.58

-2.59

0.04

-0.04

0.09

-0.06

2.07

3.42

2.67

2.53
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Informacién Suplementaria del Capitulo 4

Se muestran a continuaciéon los mecanismos planteados y calculados para el resto de las
reacciones detalladas en la Figura 4.1. Las energias libres (AG°) relativas estdn exrpresadas en
kcal/mol. Los colores de las flechas corresponden a las Via I, Via I, Via III, y Via V.

En los graficos de perfiles de AG® no se reportan los TS correspondientes a la pérdida de una
molécula de agua.

Se anexan las energias en hartrees para cada uno de los compuestos detallados en las vias de
mecanismos, para cada una de las reacciones nombradas en la Figura 4.1.

IV



Modelado, disefio racional y desarrollo de compuestos de interés tecnolégico y farmacolégico

NH, NH, *NH, *HNT gy o "OH,
+3H,CO0 ‘ + N) )
STFAH H2 HN +2HCO
+3H,CO 12Hc0 +2H,CO +2H,CO o~ +TFA-
+ L - :;FA = PP i HN NH, +H,0
Br OMe OMe Me 5
3 2 9B 9ITS-B-C| ome i or '
9C 9D
0.000 15.286 52.802 17.135 16.256 ome 15,971
N o
~Heo / \ AN g S 7 9[TS-R-T]
HN NH, ¢ H / X
N ,L ~ 9[TS-E-R| N :\37.430
y . “2Hg0 2Ho0 7 24.466 H +2H,CO
C 5 T
OMe AN
Bi OM OMe
9YITS‘B‘CC‘1| ) \ / N B \©\
45.192 e 11.488 .
‘ oT
NH, *OH, HN - OH 9[TS-E-F| ome 17.956
31.628 )
2o g I
+3 HN: 1 +2H,CO
OMe OMe +TFA-
NS +HO
9DD 9cC S
34.993 23.429 Br
B
H OMe , 9:7 ov r
6130 ove 7.459
NH, NH, H, 0 +2H,CO !
“cH, +2H,C0 :LSS ‘ 9ITS-V-X]
s21c0 W, o | 28912
+TFA- {
Mo === Via9G-2 9[TS-G-H| }
ome 25 20795 121,00 N Br
o +TFA- G/@ \
9EE +2H,0
16.364 owe 9C e il
6.645 OMe g
e 9X
11.437
11740 , 20:350
+H,CO /Y
+H,CO :;ZAO He \NH g
+TFA-
+2H,0 y Br
i Bep oo
Br ’: CO
i 9[TS-J-k] OMe 9[TS-J-K] +2H0 9K
18.364 16.244 -2.071
16.263 7 1 77
H 9| TS-K-M]
17.679
dpt g
B NH, :;:0 “Trano
2 +2H, O HO
o e 3738 -
// -1.691 ozFr:b e 4.409
e '
HN e/ //9/”5 il ﬁﬁ.’jb Br
HY # iy O/@
Br >3 15.747 Me
HO' +H,0
o 90
7.786 -2.161
XJ o 9[TS-0-P]
e ) 24511 —
i 9[TS-v-n| HN . +3HO
oo B o Qs
— " :
Me! ) N
H 9 9P
6:;0 -16.803 21.579
ane m Br
9z



Modelado, disefio racional y desarrollo de compuestos de interés tecnolégico y farmacolégico

H-..
)
[
f3pLo +2H,CO
+TFA- _ 28 -
4 —_— Hh ——
i
OMe

NH,
+3HCO
‘TFAH

, NH,
)
OMe

T

O

*OH,

2
‘l Hi )
2 N

+2H,CO
+TFA-
+3

+2H,CO
+TFA
OMe

Br OMe
e o Me 16256
0.000 15.286 :
92:802 17.135 1
/ \ - ; P
I,
a +2 H,CO
+2HCO #2100, +TFA-
+TFA- MLy o
OMe
el NL L e
45. 1 92 i 1 .488
+ “
NH, OH, HN  OH It
H
2H,C0 Via 9G
= o
OMe OMe
9DD 9cC
34.993 23.429
+2H,CO ji +
NH, N NH, 1Te- . H,0 #2hco
CH, H +2 HCO +HO
“ +TFA- NH 72
+2H,C 2 H* +H,0
A 9[TS-EE-G-2] 9[TS-G-2-H-2] -
+HO0 30.425 HN
- bye 20.499
16,364 s %G2 om ove
e
. H, 7.802 B gpa
r
H 9[TS-G-2-HH| IH=2 644
i 10.501
o +H,CO 39 31 0
+TFA-
OH OMe +ho +H,CO
9HH o I;FHAO 5 i .
27.586 i) e o
NH, H ©
, T
+H,CO otte :!?éio
Br FTFA- 9K-2 9[TS-J-2-k-2] Br 9[TS-J-K-2] 2HOo  9K-2
OMe ‘1o 0.857
+0;z] o 16.552 18.563 9J-2 11.170 :
35.211 ?l 2:691
|
+H.CO
+TFA- !
Ho HN 9[TS-JJ-2]
/@L 28.892 a s
933 ° or e aon “Ten
2 +2H,0 X +2H0
18.432 9 +H,CO 096N;8 HO 9IM-2
1691 2no ; 'n 2.070
HN +TFA- N
B N 15.747 B
|
) +TFA- *CH
9HO +H,0 90-2
n i
7.786 -5.040
” “ 9[TS-0-P-2]
+TFA- +TFA-
+3H,0 9[TS-v-r] +3H,0 N
HN OMe 2 504 mr mMe
*cIH 9P-2
on -16.803 22.897

VI



Modelado, disefio racional y desarrollo de compuestos de interés tecnolégico y farmacolégico

NH, NH, NH, HZN/H""ﬁ N/or )'OHZ “2HC0
+3H,CO i +TRA-
+TFAH +3H,CO +2H,CO HZ +2H,CO HN +2H,CO he
* = ATRA. © T e TRA- HN- ey
+1
Br 8B
4 8[TS-B-C] 8C
i 18.116 5D 8R
53.362
0.000 22.319 1?-020 21.911
Moo / \ HN- Mg I 7 8ITSE-R] 8[TS-R-T]
HzN' i NH, + P e
I, I, W 29.015 +_40.961
+2H2CO :i:,fo H +2H,C0
+2H2CO +TFA- +1 +TFA-
+TFA- o +H,0 +H,0
HN 1
Br
8[TS-B-CC-1] \ / sns-gécc-u 55 ‘
43.461 45.361 17.482 AN
8T
NH, ‘OH, RN OH 8[TS-E-F| 24.216
32.092 !
fFA :P;AA u NH, +2HCO
e
HN: +H
Xt
8DD 8CC SN
34.500 25.282
Br 5
” 4R 8V
28.882 o 13.970
NH, NH, HO' o [
“CH, 5 H +2 H,CO it | 8[TS-V-X]
+2HC0 *Hy i \ 30.848
+TFA- +2 H,CO HN
+1 +TFA- 8[TS-G-H]
+HO +H,0 HN H
. : 23.687 ij ﬁ:‘ico N Br
< — - = +; o]
19267 \ 3G B (j \\
: Via 8G-2 15.354 R st AN
8X
SH 15.387
14.035 p 23.173
+H,CO 4 y
RO :;F.ﬁb e ’
+2H0 HN HN o
| A )
3D .
Br -
& ' Tn
8k 8[TS-J-k] o $[TS-J-K] +2Ho 8K
19.141 15.988 1.419
16‘?00 11.709 )
8{TS-K-M]
| 19.800
‘1 N . Q
o8 S SAVeR
Br NH, SHp 5 O}J ol fﬁ
woowm 211 &5 7
2252 4o ¢ 7.283
b s T A
/ 8[TS-Ap] X @
Br v 19.123
|
) +TFA- *CH,
HO' +HO
su 30
11.741 6.317
4\ 8[TS-0-P]
A 24.751
TFA. 8[TS-v- " +3HO
T | pny \ l”\ : N ;
N e ~ - @N e
*cle 8n " ogp
8y -13.234 22.216
0.078 \
+TFAH (jQ Br
+3H,0 \\
N
8z

Vil



AG? relativa (kcal/mol)

° relativa (kcal/mol)

AG

Modelado, disefio racional y desarrollo de compuestos de interés tecnolégico y farmacolégico

60

3 3
TFAH Br
+3H,CO

50 -2HO
_ Bl

g N

7Z

30

20

10

AG relativa (kcal/mol)

55

45

35

25

15

= Via | (CCl) ==t Via | (CC2) via IV
15 —s—viava — V/ia Vb e Via Il

Vialll

55

45

35

25

15

e Vi3 | (CCl) b Via | (CC2) Via v
<15 —=—viava —e— Via Vb e Vil

Vialll



Modelado, disefio racional y desarrollo de compuestos de interés tecnolégico y farmacolégico

Tablas de energias calculadas con el nivel de teoria de CAM-B3LYP/6-311+G(d,p) para el

estudio del mecanismo de sintesis de la reaccion 1+1

1+1

Compuesto G°(Hartree) Compuesto  G°(Hartree)
H,0 -76.4330 L -5876.8769
TFA- -526.3845 TS-K-M -5991.7398
TFAH -526.8171 N -5991.7609
H,CO -114.4900 o} -5915.3430
H,CO* -114.8454  Q -5915.3814
1 -2900.3729 TS-O-P -5915.2974
B -2900.7724 P tautomer ( -5915.3090
TS-B-C -3015.2063 P tautomer ©  -5915.3665
TS-B-CC2 -3015.2192 P. tautomer -5915.3665
TS-B-CC1 -5915.5970 TS-E-R -5839.1840
cC -3015.2493 R -5839.2011
DD -3015.2373 TS-R-T -5953.6541
EE -2938.8268 S -5838.8014
TS-EE-G -5839.1722 T -5953.6880
TS-G-HH -5953.6532 U -5953.6904
HH -5953.6812 TS-U-V -5953.6721
I -5953.6661 \Y; -5877.2685
JJ -5877.2617 TS-V-X -5877.2390
TS-JJ-A -5877.2379 X -5877.2560
C -3015.2595 TS-J=« -5877.2570
D -3015.2627 K -5991.7667
E -2938.8342 A -5877.2875
TS-E-F -5839.1802 TS-A-u -5991.7478
F -5839.1900 U -5991.7629
G -5839.2180 v -5915.3479
TS-G-H -5953.6832 @1 -5915.3297
H -5953.6994 ¢2 -5915.2787
| -5953.6986 ®3 -5915.3495
J -5877.2737 TS-v-Tr -5915.3403
TS-JK -5877.2642 T (igual a P -5915.3665
K -5877.2867 57 -5914.9577

IX
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Tablas de energias calculadas con el nivel de teoria de CAM-B3LYP/6-311+G(d,p) para el

estudio del mecanismo de sintesis de la reaccion 1+2

Compuesto G°(Hartree) Compuesto G°(Hartree) Compuesto G°(Hartree)
H,0 -76.4330 Q-2 -3416.9473  Ptautomer0  -3416.8611
TFA- -526.3845 TS-0O-P-2 -3416.8556 P tautomer 1 -3416.9190
TFAH -526.8171 P-2 -3416.8608 P. tautomer2 -3416.9230
H,CO -114.4900 TS-G-HH -3455.2081 TS-E-R -3340.7493
H,CO* -114.8454 HH 34552305 R -3340.7532
1 -2900.3729 I -3455.2106 TS-R-T -3455.2081
2 -401.9193 JJ -3378.8122 S -3340.3481
B -402.3275 TS-JJ-A -3378.7931 T -3455.2444
TS-B-CC2 -516.7726 C -516.8145 U -3455.2451
TS-B-C -516.7577 D -516.8159 TS-U-V -3455.2249
TS-B-CC1 -3417.1427 E -440.3905 V -3378.8254
CC -516.8045 TS-E-F -3340.7322 TS-V-X -3378.7939
DD -516.7860 F -3340.7401 X -3378.8085
EE -440.3828 G -3340.7710 TS-JK -3378.8103
TS-EE-G -3340.7335 TS-G-H -3455.2391 K -3378.8143
G-2 -3340.7677 H -3455.2515 A -3378.4245
TS-G-H-2 -3455.2382 [ -3455.2484 A -3378.8381
H-2 -3455.2519 J -3378.8253 A2 -3378.8411
-2 -3455.2550 TS-J-K -3378.8131 TS-A-u -3493.3013
J-2 -3378.8280 K -3378.8426 v -3493.3145
TS-JK-2 -3378.8197 L -3378.4268 v -3416.9047
TS-J«k-2 -3378.8093 TS-K-M -3493.3006 v tau2 -3416.8924
K-2 -3378.8131 M -3493.3214 TS-v-11 -3416.8926
K-2 -3378.8312 N -3493.3120 m(igualaPte -3416.9239
TS-K-M-2 -3493.2940 O -3416.8957 o1 -3416.8393
M-2 -3493.3234 Q -3416.9354 ®2 -3416.8887
N-2 -3493.3306 TS-O-P -3416.8524 ®3 -3416.8942
0-2 -3416.9028 6Z -3416.5070
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Tablas de energias calculadas con el nivel de teoria de CAM-B3LYP/6-311+G(d,p) para el

estudio del mecanismo de sintesis de la reaccion 3+3

3+3

Compuesto  G°(Hartree) Compuesto G°(Hartree) Compuesto G°(Hartree)
H,0 -76.4330  TS-G-H -5875.1319 X -5798.7039
TFA- -526.3845  H -5875.1491 TS-J« -5798.7026
TFAH -526.8171 | -5875.1507 K -5798.7041
H,CO -114.4900  J -5798.7243 A -5798.7340
H,CO" -114.8454  TS-JK -5798.7111 TS-A-u -5913.1971
H, 14727 K -5798.7336 U -5913.2138
3 2861.0962 L -5798.3252 v -5836.7971
B 28614950  TS-K-M -5913.1933 o1 -5836.7288
TS-B-C 29759310 M -5913.2182 @2 -5836.7807
TS-B-CC2  -2975.9415 N -5913.2223 ®3 -5836.7863
TS-B-CC1 5837.0432 O -5836.7950 TS-v-1r -5836.7864
cc 29759707  Q -5836.8388 T (igual aPtau -5836.8144
DD -2975.9603  TS-O-P -5836.7432 7Z -5836.4056
EE 2899.5486 P tautomer0  -5836.7548 TS-0-0ll -8697.8717
TS-EE-G 5760.6235  Ptautomer1 -5836.8144 ol -8697.8834
TS-G-HH -5875.1000  P. tautomer2 -5836.8144 O-ll-Tau -8697.8771
HH -5875.1259  TS-E-R -5760.6314 TS-II -8812.3383
I -5875.1131 R -5760.6509 oAl -8812.3635
JJ 5798.7083  TS-R-T -5875.1035 O-IvV -8735.9443
TS-JJ-A -5798.6885 S -5760.2493 TS-IV-V -8735.9107
C 2975.9838 T -5875.1355 0-V -8735.9361
D 2975.9842 U -5875.1414 o-VI -8735.9625
E 2899.5574  TS-U-V -5875.1203 o-VlI -8735.9636
TS-E-F 5760.6264  V -5798.7174 O-VlII -8734.8054
F -5760.6338  TS-V-X -5798.6865 O-IX -8734.7857
G -5760.6626

XI
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Tablas de energias calculadas con el nivel de teoria de CAM-B3LYP/6-311+G(d,p) para el

estudio del mecanismo de sintesis de la reaccion 1+4

1+4
Compuesto G°(Hartree) Compuesto G°(Hartree) Compuestc G°(Hartree)
H,0 -76.4330 0 -3302.4045 I -3340.7331
TFA- -526.3845 Q -3302.4459 JJ -3264.3289
TFAH -526.8171 TS-O-P -3302.3751 TS-JJ-A -3264.3122
H,CO -114.4900 P tautomer 0 -3302.3791 TS-J« -3264.3270
H,CO* -114.8454 P tautomer 1 -3302.4354 K -3378.8131
1 -2900.3729 P. tautomer2  -3302.4356 A -3263.9396
4 -287.4380 G-2 -3226.2844 M -3264.3554
B -287.8417 TS-G-H-2 -3340.7541 A2 -3264.3539
TS-B-C -402.2755 H-2 -3340.7691 TS-A-p -3378.8170
TS-B-CC2 -402.2883 -2 -3340.7660 u -3378.8288
TS-B-CC1 -3302.6642 J-2 -3264.3413 v -3302.4191
C -402.3250 TS-JK-2 -3264.3340 @1 -3302.3557
D -402.3303 TS-Jk-2 -3264.3247 @2 -3302.4068
E -325.8997 K-2 -3264.3310 ®3 -3302.4090
TS-E-F -3226.2494 K-2 -3264.3490 TS-v-1r -3302.4107
F -3226.2545 TS-K-M-2 -3378.8099 m(igual a  -3302.4356
G -3226.2760 M-2 -3378.8371 TS-E-R -3226.2543
TS-G-H -3340.7527 N-2 -3378.8433 R -3226.2656
H -3340.7681 0-2 -3302.4152 TSR-T -3340.7252
| -3340.7660 Q-2 -3302.4625 S -3225.8634
J -3264.3389 P-2 -3302.3771 T -3340.7519
TS-JK -3264.3320 cC -402.3203 U -3340.7616
K -3264.3553 DD -402.3056 TS-U-V -3340.7399
L -3263.9414 EE -325.8969 v -3264.3353
TS-K-M -3378.8159 TS-EE-G -3226.2520 TS-V-X -3264.3084
M -3378.8359 TS-G-HH -3340.7238 X -3264.3206
N -3378.8291 HH -3340.7486 8z -3302.0238
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Sintesis Experimental de diadas de Troger*

Procedimiento general para la preparacion de 2-bromo-4-metil-6,12-dihidro-5,11-
metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocinas

Los precursores bromados se sintetizaron haciendo reaccionar 2,50 mmol de 4-bromo-anilinas 1a,
2,50 mmol de anilinas 1b-e y 10,00 mmol de p-formaldehido en 8 ml de acido trifluoroacético
(TFA). Después de un dia, las reacciones se inactivaron con 30 ml de una solucion de hidréxido
de amonio al 20% v / vy el precipitado resultante se purificé por cromatografia en columna
usando un gradiente de hexano / acetato de etilo para dar el producto.

2-bromo-4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocinaEste compuesto se
obtuvo como un s6lido amarillo claro con un rendimiento del 32%, p.f. 135— 136.5 °C.

2-bromo-4,8-dimetil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocina Este compuesto
se obtuvo como un sdlido blanco con un rendimiento del 33%, p.f. 125-126 ° C.

2-bromo-8-metoxi-4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocina Este
compuesto se obtuvo como un sélido amarillo con un rendimiento del 45%, p.f. 127-128 ° C.

8-bromo-N, N, 10-trimetil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocin-2-amina.
Este producto se obtuvo como un s6lido verde amarillento con un rendimiento del 42%, p.f. 153-
154 ° C.

Procedimiento general para la preparacion de 4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b,
f] [1,5] diazocina-2-carbonitrilos

Una mezcla de 0,10 mmol de diazocinas bromadas 2a-d y 0,40 mmol de CuCN en 1,50 ml de
DMF se irradi6 en microondas (pulso inicial de 850 W) durante 30 minutos a 250 ° C con una
agitacion de 1200 rpm utilizando un sistema de irradiacion cerrado. Posteriormente, el crudo se
extrajo con agua y acetato de etilo (4x20 ml) para dar los productos 4a-d. Por lo tanto, no habia
necesidad de purificar el producto.

4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocina-2-carbonitrilo.
Este compuesto se obtuvo como un so6lido gris con un rendimiento del 77%, p.f. 158-160 ° C.

4,8-dimetil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocina-2-carbonitrilo.
Este producto se obtuvo como un sélido gris con un rendimiento del 99%, p.f. 158-159°C.

8-metoxi-4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocina-2-carbonitrilo.
Este compuesto se obtuvo como un s6lido blanco con un rendimiento del 99%, p.f. 138— 140 ° C.

8- (dimetilamino) -4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocina-2-
carbonitrilo.

Este compuesto se obtuvo como un solido verde amarillento con un rendimiento del 99%, p.f.
124,5 - 125,0°C.

1 Realizada por el grupo colaborador de la UNC.
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Procedimiento general para la preparacion de 4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b,
f] [1,5] diazocina-2-carbaldehido.

Una mezcla de 1.00 mmol de los derivados de TB 2a-d con 2.00 mmol de BuLi 2M en hexano en
10 ml de tolueno seco / THF (30/1) se hizo reaccionar bajo una atmdsfera de nitrégeno durante 2
horas a - 15 ° C. Después de esto Se agregaron 2,00 mmol de DMF y pudo reaccionar durante 2
horas mas a -15 © C. Posteriormente, la reaccion se detuvo agregando 10 ml de agua fria para
degradar el exceso de BuLi y el producto de reaccion se extrajo con 5 lavados de 20 ml de acetato
de etilo. Las fases organicas se mezclaron, se secaron con MgSO4 y el disolvente se evaporé a
presion reducida. La purificacién se llevé a cabo utilizando cromatografia en columna y
utilizando gradiente de hexano / acetato de etilo como fase movil.

4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocina-2-carbaldehido.

Este compuesto se obtuvo como un sélido amarillo palido con un rendimiento del 30%. 'H-RMN
(400 MHz, CDCl3): H =9.81 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.31 (s, 1H), 7.17 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 7.00 (t, J
= 6.3 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 4.69 (dd, J = 38.3, 16.8 Hz, 2H), 4.47 - 4.19 (m, 3H),
4.04 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 2,46 (s, 3H) ppm. 13C-RMN (400 MHz, CDCl;): 6c = 191.6, 152.37,
147.65, 133.79, 132.25, 131.8, 130.18,128.46, 126.80, 127.40, 126.74, 125.66, 124.20, 66.99,
58.32, 54.68, 16.89 ppm.

4,8-dimetil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocina-2-carbaldehido.

Este compuesto se obtuvo como un sélido amarillo palido con un rendimiento del 34%. 'H-RMN
(400 MHz, CDCls): H =9.80 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.29 (s, 1H), 7.05 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.99 (d,
J =7.5Hz, 1H), 6.73 (s, 1H), 4.66 (dd, J = 43.9, 16.6 Hz, 2H), 4.37 - 4.20 (m, 3H), 4.00 (d, J =
16.7 Hz, 1H), 2.45 ( s, 3H), 2,22 (s, 3H) ppm. 13C-RMN (400 MHz, CDCls): 6c = 191.48,
152.55, 145.04, 133.85, 133.75, 131.94, 130.15, 128.58, 127.32, 127.15, 126.84, 124.96, 67.16,
58.59, 54.91, 20.83, 17.88, 17.88, 17.98.

8-metoxi-4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocina-2-carbaldehido.
Este compuesto se obtuvo como un sélido naranja amarillento con un rendimiento del 34%. 'H-
RMN (400 MHz, CDCls): H = 9.81 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.09 (d, J = 8.8 Hz, 1H),
6.76 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.66 (dd, J = 34.0, 16.8 Hz, 2H), 4.31 (dd,
J=29.3,12.8 Hz, 2H), 4.18 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 4.01 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 2.46 (s,
3H) ppm. "C-RMN (400 MHz, CDCls): 8c = 191.52, 156.26, 152.48, 140.50, 133.73, 131.98,
130.16, 128.56, 128.43, 126.88, 126.16, 114.21, 110.82, 67.25, 58.54, 55.40, 55.4, 17.30 ppm.

8- (dimetilamino) -4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocina-2-
carbaldehido.

Este compuesto se obtuvo como un sélido naranja rojizo con un rendimiento del 30%. 'H-RMN
(400 MHz, CDCL): H = 9.81 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.05 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.64
(dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.66 (dd, J = 26.0, 16.7 Hz, 2H), 4.32 (dd, J =
38.7, 11.9 Hz, 2H), 4.17 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 4.01 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 2.84 (s, 3H), 2.46 (s,
3H) ppm. “C-RMN (400 MHz, CDCls): &c = 191.55, 152.77, 147.91, 137.31, 133.69, 131.90,
130.00, 128.80, 127.99, 127.01, 125.70, 113.14, 109.84, 67.42, 58.48, 55.33, 40.90, 17.29 ppm.
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Procedimiento general para la preparacion de 2 - ((4-metil-6,12-dihidro-5,11-
metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocin-2-il) metileno) malononitrilo.

Una mezcla de 0,15 mmol de los derivados de aldehido de la TB - 5a, d - con 0,17 mmol de
malononitrilo y utilizando 5 mg de quitosano como catalizador, se hizo reaccionar en 9 ml de
etanol como disolvente a 40 ° C durante 6 h. Después de eso, la reaccion se dejo enfriar y se filtré
a presién atmosférica para eliminar el catalizador. El disolvente se evapor6 a presién reducida
para obtener el producto deseado sin la necesidad de purificacién.

2 - ((4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocin-2-il) metileno)
malononitrilo.

Este compuesto se obtuvo como un sélido amarillo con un rendimiento del 90%. 'H-RMN (400
MHz, CDCL): H = 7.58 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.22-7.14 (m, 2H), 7.04-7.00 (m, 1H),
6.93 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 4.69 (dd, J = 21.7, 16.8 Hz, 2H), 4.30 (dt, J = 29.9, 14.9 Hz, 13H), 4.05
(d, J = 16.8 Hz, 1H ), 2,44 (s, 3H) ppm. 13C-RMN (400 MHz, CDCls): 8¢ = 159.12, 153.37,
147.39, 134.45, 131.88, 129.29, 128.60, 127.78, 127.69, 127.58, 126.90, 126.35, 125.28, 124.44,
114.25, 113.05, 108.63, 67.14. 58.43, 55.07, 20.82, 17.29 ppm.

2 - ((4,8-dimetil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocin-2-il) metileno)
malononitrilo.

Este compuesto se obtuvo como un sélido amarillo con un rendimiento del 90%. 'H-RMN (400
MHz, CDCL): H = 7.57 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.06-7.00 (m, 2H), 6.73 (s, 1H), 4.65 (
dd, J = 27.2, 16.8 Hz, 2H), 4.30 (dd, J = 37.7, 13.1 Hz, 2H), 4.19 (d, J = 17.0 Hz, 1H), 4.01 (d, J
= 17.5 Hz, 1H), 2,43 (s, 3H), 2,23 (s, 3H) ppm. “C-RMN (400 MHz, CDCls): 8¢ = 159.09,
153.48, 144.75, 134.39, 134.05, 131.78, 129.38, 128.60, 127.73, 127.18, 127.13, 126.33, 125.00,
114.25, 113.05, 108.63, 67.14. 58.43, 55.07, 20.82, 17.29 ppm.

2 - ((8-metoxi-4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocin-2-il) metileno)
malononitrilo.

Este compuesto se obtuvo como un s6lido naranja oscuro con un rendimiento del 93%. Esta TB
derivada se obtuvo como un sélido amarillo con un rendimiento del 90%. 'H-RMN (400 MHz,
CDCls): H = 7.58 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.08 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.77 (dd, J = 8.8,
2.7 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.65 (t, J = 17.1 Hz, 2H), 4.30 (dd, J = 35.4, 12.7 Hz, 2H),
4.15 (d, J = 17.1 Hz, 1H), 4.02 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H), 2.44 (s, 3H) ppm. 13C-RMN
(400 MHz, CDCls): 8¢ = 159.12, 156.37, 153.39, 140.20, 134.37, 131.80, 129.36, 128.29, 127.77,
126.39, 126.21, 114.33, 114.25, 113.07, 110.85, 79.88, 67.23, 58.29, 58.31, 55.41, 55.21 , 17.32

2 - ((8- (dimetilamino) -4-metil-6,12-dihidro-5,11-metanodibenzo [b, f] [1,5] diazocin-2-il)
metileno) malononitrilo.

Este compuesto se obtuvo como un sélido marrén oscuro con un rendimiento del 80%. 'H-RMN
(400 MHz, CDCL): H = 7.57 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.04 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.65
(dd, J = 8.8, 2.8 Hz, 1H), 6.23 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.64 (dd, J = 16.7, 9.2 Hz, 2H), 4.30 (dd, J =
46.1, 13.2 Hz, 2H), 4.14 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 4.02 (d, J = 17.1 Hz, 1H), 2.85 (s, 3H), 2.43 (s,
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3H) ppm. “C-RMN (400 MHz, CDCl;): §c = 159.13, 153.73, 147.97, 136.93, 134.31, 131.66,
129.63, 127.89, 127.86, 126.29, 125.75, 114.30, 113.19, 113.09, 112.93, 109.62, 67.42, 58.33,
55.56, 55.6 , 17.30 ppm.
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Informacion Suplementaria de los Capitulos 5y 6

Analisis estadistico de los ensayos experimentales

Los resultados de los ensayos in vitro se expresan como media + SE. El analisis de los
datos se llevd a cabo con el software GraphPad Prism (Graphpad Prism 5.0, Graphpad
Software, Inc., CA, EE. UU.). La diferencia estadistica en la acumulaciéon de Rho123 0 DOX y la
potenciacion de su citotoxicidad de este ultimo en ausencia y presencia de los compuestos
analizados se calcularon mediante la prueba t de Student pareada (de una cola). La comparacion
de la actividad de los compuestos con respecto al verapamilo, tamoxifeno y CsA se calculd
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) con Bonferroni como prueba posterior. Un
valor de p < 0.05 fue considerado como estadisticamente significativo. Cada experimento se llevd
a cabo al menos por triplicado (réplica biol6gica). Los valores de IC 50 se calcularon a partir de
la curva de dosis-respuesta mediante el analisis del software GraphPad Prism que responde a, al
menos, seis concentraciones con un nivel de confianza del 95% con limites de confianza

superiores e inferiores.

Ensayo de reversion de resistencia a multiples drogas

La capacidad de los compuestos seleccionados para sensibilizar células resistentes a DOX
se evaluaron en células Lucena 1, asi como en células K562 como control, mediante el ensayo
colorimétrico de MTT?. Ambas lineas celulares a una concentracién final de 5 x 10 * células /
pocillo se colocaron en placas duplicadas de 96 pocillos con medio RPMI-1640 que contenia
DOX solo (0.27-34 y 1.69-215 pM para K562 y Lucena 1, respectivamente) o DOX en
combinacién con 0.39-3.12 pM de cada compuesto previamente disuelto en DMSO?. Estas
concentraciones se seleccionaron ya que son iguales o similares a las MEC (concentracion
minima efectiva) obtenidas en el ensayo de acumulacion de DOX. En la concentracion mas alta

probada (3.12 pM), 26 y 27 no mostraron efectos t6xicos en ninguna de las lineas celulares

2 MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) assay: ensayo colorimétrico para evaluar la
actividad metabdlica celular.
3 DMSO: Dimethyl Sulfoxide
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(citotoxicidad = 0 y 12.33 + 4.26%, respectivamente, en K562 y 0% para ambos compuestos en
Lucena 1, determinada como se describe a continuacion por el ensayo de proliferacion de MTT:

Citotoxicidad (%) = [ 1 - (Tratamiento de densidad oOptica - de densidad 6ptica DMSO) /
(Control de densidad optica - densidad 6ptica DMSO )] x 100

Los pocillos de control negativo recibieron solo un 0,5% de DMSO mientras que los
controles de viabilidad solo contenian medio de cultivo suplementado. Se utilizd verapamilo
como control positivo. Después de 48 h de incubacion a 37 ° C con 5% de CO,, se agregaron 20
L de MTT (5 mg / mL) de solucion en PBS estéril a cada pocillo y las placas se incubaron
durante 4 h adicionales. Posteriormente, se eliminaron los sobrenadantes y los cristales ptrpura
resultantes producidos a partir de células metabolicamente viables se disolvieron con 100 pl de
DMSO. Finalmente, la absorbancia se ley6 a 595 nm en un lector de microplacas iMark (Bio-
Rad, EE. UU.). Los valores de la mitad de las concentraciones inhibitorias (IC 50) se
determinaron como las concentraciones de DOX que causaron un 50% de inhibiciéon de la
proliferacién celular (en comparacién con los controles de disolvente, que no mostraron
diferencias con respecto a los controles de viabilidad) y se calcularon a partir de los valores
medios medidos.

Los valores reversion (reversal fold o FR) para los compuestos probados, que indican la
relacion para reducir la resistencia a DOX, se obtuvieron calculando la IC 50 de DOX solo / IC

50 de DOX en presencia de los compuestos probados.

Ensayos de acumulacion intracelular de Doxorrubicina y rodamina 123

La cuantificacion de la fluorescencia dentro de las células debido a la presencia del sustrato
de farmaco quimioterapéutico fluorescente de P-gp, DOX, se utiliza como una forma especifica
para analizar la inhibicién del flujo de salida de sustancias mediadas por P-gp. Se incubaron 5 x
10 *células Lucena 1 o K562 ml ™ por duplicado durante 1 h a 37 °C con 5% de CO; en placas de
96 pocillos que contenian medio RPMI-1640 completo, en presencia de 25 pM de cada
compuesto probado previamente disuelto en DMSO. Después de la seleccion primaria, los
compuestos con actividad prometedora se probaron en diluciones en serie con el objetivo de
determinar sus concentraciones minimas efectivas (MEC). Verapamilo, tamoxifeno y CsA como

inhibidores conocidos de P-gp, y DMSO a 0.5% v / v (no se observaron efectos adversos a esta
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concentracion) se ejecutaron simultdneamente como controles positivo y negativo,
respectivamente, mientras que un grupo de células con solo medio de cultivo Se utilizé como
control de viabilidad. Después de la incubacion, se afiadieron 5 pM de DOX y las células se
incubaron adicionalmente durante 1 h en la oscuridad. Rho 123 es un sustrato fluorescente de P-
gp empleado a menudo como un indicador de la actividad de P-gp y, por lo tanto, se utiliz6 en un
estudio de acumulacion adicional para probar la actividad de los compuestos seleccionados. Se
realiz6 el mismo protocolo utilizado para el ensayo de acumulacion de DOX, que se afiadi6 a 500
ng / ml. Posteriormente, en ambos ensayos, las células se colocaron en hielo para detener las
reacciones y se lavaron dos veces con PBS frio. La intensidad de fluorescencia media (MFI) de
DOX o Rho 123 retenida en 15,000 células individuales se determiné por citometria de flujo a
una longitud de onda de excitaciéon de 488 nm y la luz emitida se recogi6 con un filtro de paso de
banda de 585/42 nm y 530/30 nm, respectivamente. Las células muertas y los residuos celulares
se eliminaron mediante el bloqueo de las células vivas en la dispersién frontal y lateral. Las IMF
fueron analizadas por el software Flowjo (Tree Star, Inc. Ashland, OR). La relacion de intensidad
de fluorescencia (FIR) se calculé dividiendo el MIF de DOX o Rho123 en presencia de los
compuestos probados por el MIF de DOX o Rho123 solo.

Lineas celulares y cultivos celulares

Para seleccionar la actividad moduladora de la P-gp del conjunto de compuestos bajo
analisis, se utilizaron la linea celular de leucemia miel6gena crénica (LMC) humana K562 y su
contraparte de MDR, Lucena 1. Ambas lineas celulares se cultivaron en medio RPMI-1640
suplementado con un 10% de suero bovino fetal, 2 mM de L-glutamina, 100 U ml " de penicilina
y 100 pg / ml de estreptomicina a 37 ° C en una atmdésfera humidificada de 5% de CO.. Para
mantener la resistencia al farmaco, se agreg6 DOX a 60 nM a la sublinea Lucena 1. Todos los
experimentos se realizaron después de cuatro dias en medio sin farmaco y con las células en la
fase 4 de crecimiento logaritmico. La viabilidad celular por encima del 90% se determind
mediante tincion con trypan blue. Las células Lucena 1 mostraron una mayor expresion de P-gp
en la superficie (58%) que las células K562 (2%), determinada por citometria de flujo utilizando

anticuerpos de rat6n anti-P-gp humana conjugados con FITC*,

4  Isotiocianato de fluoresceina
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A continuacién, examinamos el grado de resistencia de Lucena 1 mediante la
determinacion de la concentracion de DOX requerida para inhibir el 50% de la proliferacién

celular (IC 50) utilizando el ensayo MTT.

Tabla Suplementaria 1: Ensayo de la reversion de la MDR medido por FIR mediante

acumulaciéon de DOX °

g FR
8

é. Concentracion (uM)

o

© 25 12.50 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39 0.19  0.098 0.048 0.024
2 0.80 = 0.02
5 1.01 £0.03

7 1.06 £0.01° 1.10 1.04 =
0.08 0.03

8 1.19+£0.03" 1.09 + 1.09 +
0.02™ 0.07

9 1.16 £ 0.08" 1.20 + 1.08+ 1.01+
0.04 0.007™ 0.06

21 1.11 £0.06

23 0.96£0.01

26 1.23+0.08" 1.06+ 1.09+ 1.04+ 1.05+ 098+
0.02° 0.01"  0.009"/  0.003°/ 0.02/

1.55+ 130+ 115+
0.09™ 0.12° 0.11

27 1.32+0.12° 118+ 1.08 £ 1.06 + 1.10+ 099+ 1.00+
0.07" 0.02"  0.017 0.02"/  0.02/ 0.02/

1.61 £ 134+ 116 1.03%
0.14" 0.07" 0.08" 0.03

28 1.21+0.07° 1.15+ .12+ 1.07+ 1.03 +
0.05° 0.02" 0.009™  0.03

29 1.21£0.03"" 1.10+ 1.06+ 1.04+ 1.02 £
0.02° 0.02°  0.01° 0.01

5 FIR: relacién de intensidad de fluorescencia
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30 1.18+£0.07° 1.10+ 1.09+ 1.08+ 1.01 £
0.02° 0.03™  0.02° 0.02

Ver 135+ 1.26 = 120+ 1.16« .07+ 107+
0.009™ 0.03™ 0.06"  0.03" 0.03" 0.07

Tam 1.13+1.03" 1.07 + 1.05+ 1.01+
0.02" 0.01" 0.02

CsA 1.40+0.01" 147+ 144+ 147 146+ 143+ 130+ 125+ 116+ 115+ 1.01=%
0.12° 0.06"  £0.07"  0.12 0.09° 0.04" 0.06" 0.04' 0.01" 0.04

Ver: verapamilo. Tam: tamoxifeno.

El RF (Fold Reversal) fue calculado como “IC 50 de DOX solo / IC 50 de DOX en presencia de los
compuestos seleccionados”. El andlisis de las diferencias entre las acumulaciones intracelulares de Rho123 en las
células tratadas con los compuestos probados en comparacion con las células de control se realizé mediante el test t
de una cola. Los resultados representan la media + SE. *** p <0,001, ** p <0,01 y * p <0,05. El ensayo se realiz6
a partir de una concentracion de compuesto de 25uM y luego se repitio con concentraciones cada vez menores hasta

llegar a un RF=1+ 0.02.

Comparacion tedrico-experimental

Segun la Tabla Suplementaria 1, durante el ensayo de reversion de la MDR se encontré que
las concentraciones mas bajas alcanzadas entre los compuestos propuestos in silico corresponden
a las medidas para los compuestos 26 y 27, resultando activos hasta en concentraciones de

0.78pM y 0.39 pM respectivamente.

La comparacion ideal tedrico-experimental para evaluar los resultados de los capitulos 5 y
6 es la correlacion entre la binding energy (BE) y la constante de inhibicion experimental. Dado
que dicho ensayo no se ha realizado hasta el momento, se realizé una aproximacion con los datos
del ensayo de la Tabla Suplementaria 1 haciendo valer los siguientes conceptos: 1) la
fluorescencia de DOX es proporcional a su concentracién; 2) cuanto mayor sea el RF, menor es la
concentracion de DOX necesaria para lograr la IC50, lo que es equivalente a una mayor
acumulacién de DOX intracelular y, por tanto, a un mayor efecto inhibitorio del compuesto.

Entonces se tiene que Ki es proporcional a RF. Dado que BE es proporcional al -InK®, BE

6 AGuoindging = -RT In Ki
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también deberia correlacionarse con -In(RF). El grafico siguiente muestra una R* =0.74, lo que

sugiere que existe alguna congruencia entre los estudios in vitro e in silico.

Grafico de correlacion tedrico-experimental

04

0.3

Ey Bow
IS

f(x) = 0.258 x + 2.101
R2=0.743

0:2

23 (OH)
N

In(RF)

-10.5 -10

CsA

Energia de binding calculada (Kcal/mol)

Figura Suplementaria 1: Correlacion entre la energia de binding -calculada,
AGyingng = -RT In Ki, y el RF correspondiente una concentracion de compuesto igual a
25pM.

Estos datos contribuirdn a mejorar la prediccion del método, tanto experimental como de
calculo. Si las desviaciones a la linea de tendencia se debieran al método in silico, se tiene que los
compuestos 26 y 27 han arrojado una energia de binding calculada sobreestimada (menos
negativa) de entre 0.5 y 1.0 kcal/mol comparada con la prediccion ideal. Mientras que, si las
desviaciones fueran originadas en los ensayos experimentales, se puede hacer una conjetura sobre
el cambio en la expresion de la glicoproteina-P durante las 48hs de duracién del ensayo, ya que

ambos compuestos pertenecen a la quimioteca de antagonistas de PXR por lo que se espera que la
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expresion de P-gp disminuya a lo largo del tiempo. Una posibilidad para poder explicar esta
desviacion e intentar corregir la linea de prediccion teniendo encuenta este planteo, seria agregar
a la ecuacion un factor extraido de ensayos de la expresion de la glicoproteina-P para cada uno de

los compuestos estudiados.
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