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RESUMEN

En esta Tesis Doctoral, titulada “Oligoescuaramidas ciclicas: sintesis y actividad
biolégica”, se recoge la sintesis de diferentes derivados escuaramidicos con
aplicaciones bioldgicas. La Tesis se divide en cuatro capitulos. El primer capitulo es una
introduccidn vy los tres capitulos restantes recogen los resultados obtenidos siguiendo
el flujo de trabajo temporal, ya que los objetivos de cada capitulo derivan de los
resultados del capitulo anterior.

El primer capitulo es una introduccidon donde se describe la unidad escuaramida y las
aplicaciones bioldgicas de algunos compuestos que incluyen esta estructura.

En el segundo capitulo se presenta la sintesis de oligoescuaramidas ciclicas con
diferentes modificaciones estructurales. Una vez resuelta la sintesis y elucidacién
estructural, se ha estudiado su actividad antitumoral comparando los resultados con
los obtenidos en un estudio previo. En este capitulo se detallan ademas las diferentes
alternativas sintéticas que se han seguido para hacer frente a los inconvenientes que
se han ido presentando durante las etapas de elongacién y macrociclacién.

En el tercer capitulo se describe la sintesis de tres sondas fluorescentes con la finalidad
de seguir la evolucién temporal y la localizacién intracelular de las oligoescuaramidas
una vez realizado el tratamiento. El estudio se ha realizado utilizando la
oligoescuaramida ciclica de menor tamafio debido a su baja citotoxicidad.

En total se han preparado tres sondas que se diferencian en el fluoréforo utilizado y en
el método de conjugacion. Los mejores resultados se han obtenido con una sonda que
incluye un derivado de BODIPY como marcador fluorescente. Esta sonda se internaliza
mediante transporte activo y es fotoestable.

La facilidad de internalizacidn celular se ha explicado en base a la afinidad observada
entre la oligoescuaramida ciclica y moléculas fosforiladas presentes en la membrana
celular y en el citoplasma. Para apoyar esta hipdtesis, se describen los estudios
realizados mediante ITC para determinar la afinidad entre una oligoescuaramida ciclica
cuaternizada y modelos de algunas biomoléculas relevantes tales como: manosa 6-
fosfato, fosfocolina, etc.

Los conjugados covalentes de oligoescuaramidas ciclicas pueden facilitar el transporte
de farmacos. Por esto y contando con las evidencias de la internalizacién celular, se ha
planteado su utilizacion futura como transportadores autoinmolativos. Asi pues, el
cuarto capitulo se ha dedicado al disefio, sintesis y evaluacién de un sistema
autoinmolativo compuesto por una unidad escuaramida y un modelo de "carga", en
este caso un fluoréforo. Después de diversos intentos se ha conseguido optimizar un
sistema basado en el uso de grupos disulfuro como gatillo. El sistema desarrollado
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libera la totalidad de la “carga” en condiciones fisioldgicas propias de un entorno
intracelular en un periodo de dos horas. De este modo se abre la posibilidad de
funcionalizar uno de sus extremos con oligoescuaramidas ciclicas u otros
transportadores, activando la liberacidn de la “carga” Unicamente en el interior celular
y separando de esta manera el transportador de la "carga".




RESUM

A aquesta Tesi Doctoral, titulada “Oligoesquaramides cicliques: sintesis i activitat
biologica”, es recull la sintesis de diferents derivats esquaramidics amb aplicacions
biologiques. La Tesi es divideix en quatre capitols. El primer capitol és una introduccié i
els tres capitols restants recullen els resultats obtinguts seguint un flux de treball
temporal, ja que els objectius de cada capitol deriven dels resultats del capitol
anterior.

El primer capitol és una introducci6 on es descriu la unitat esquaramida i les
aplicacions bioldgiques d’alguns composts que inclouen aquesta estructura.

Al segon capitol es presenta la sintesis d’oligoesquaramides cicliques amb diferents
modificacions estructurals. Una vegada resolta la sintesis i elucidacié estructural, s’ha
estudiat la seva activitat antitumoral comparant els resultats amb els obtinguts a un
estudi previ. En aquest capitol es detallen a més les diferents alternatives sintétiques
gue s’han seguit per fer front als inconvenients que s’han anat presentant durant les
etapes d’elongacid i macrociclacién.

Al tercer capitol es descriu la sintesis de sondes fluorescent amb la finalitat de seguir
I’evolucié temporal i la localitzacié intracel-lular de les oligoesquaramides una vegada
realitzat el tractament. L’estudi s’ha realitzat emprant I'oligoesquaramida ciclica més
petita degut a la seva baixa citotoxicitat.

En total s’han preparat tres sondes fluorescent que es diferencien al fluorofor emprat i
al meétode de conjugacid. Els millors resultats s’han obtingut amb una sonda que inclou
un derivat de BODIPY com a marcador fluorescent. Aquesta sonda s’internalitza
mitjancant transport actiu i es fotoestable.

La facilitat d’internalitzacio cel-lular s’ha explicat en base a I'afinitat observada entre
I'oligoesquaramida ciclica i molécules fosforilades presents a la membrana cel-lular i al
citoplasma. Per suportar aquesta hipotesis, es descriuen els estudis realitzats amb ITC
per determinar I'afinitat entre una oligoesquaramida ciclica quaternitzada i models
d’algunes biomolécules rellevants tals com: manosa 6-fosfat, fosfocolina, etc.

Els conjugats covalents d’oligoesquaramides cicliques poden facilitar el transport de
farmacs. Per aquest motiu i amb les evidéencies de la internalitzacié cel-lular, s’ha
plantejat la seva utilitzacid futura com a transportadors autoimmolatius. Aixi doncs, el
guart capitol s’ha dedicat al disseny, sintesis i avaluacié d’un sistema autoimmolatiu
format per una unitat esquaramida i un model de “carrega”, en aquest cas un
fluorofor. Després de diversos intents s’ha aconseguit optimitzar un sistema basat en
I’Gs de grups disulfur com a gallet. El sistema desenvolupat allibera la totalitat de la
“carrega” en condicions fisiologiques propies d’'un entorn intracel-lular en un periode
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de dues hores. D’aquesta forma s’obre la possibilitat de funcionalizar un dels seus
extrems amb oligoesquaramides cicliques o altres transportadors, activant I'alliberacio
de la “carrega” Unicament a linterior cel-lular i separant d’aquesta forma el
transportador de la “carrega”.

Y




SUMMARY

This Doctoral thesis, entitled “Cyclic oligosquaramides: synthesis and biological
activity”, put together the synthesis of different squaramidic derivatives with
biological applications. The Thesis is divided in four chapters. The first one is an
introduction and the remaining three chapters compile the results obtained following
a temporal workflow. This evolution is because of the objectives of every chapter
come from the results of the previous one.

In the first chapter are described an introduction of the squaramide unit and the
biological applications of some compounds with this structure.

The second chapter presents the synthesis of cyclic oligosquaramides with different
structural modifications. Once solved the synthesis and structural elucidation, their
antitumor activity has been evaluated, comparing the results with those obtained in a
previous assay. In this chapter are also included the different synthetic strategies
followed in order to overcome the drawbacks arisen during the elongation and
macrocyclization stages.

The third chapter reports the synthesis of fluorescent probes with the aim of following
the temporary evolution and the inner cell localization of the oligosquaramides once
the treatment is done. The study has been done with the smallest cyclic
oligosquaramide due to its low cytotoxicity.

Altogether, three fluorescent probes have been prepared, differing in the fluorophore
used and the conjugation procedure. Best results have been achieved with a probe
containing a BODIPY derivative as a fluorescent marker. This probe is internalized by
active transport and has a great photostability.

The easily achieved cell internalization has been explained with the affinity observed
between the cyclic oligosquaramide and phosphorylated molecules found in cell
membranes and in the cytoplasm. To support this hypothesis, this chapter includes the
experiments done with ITC in order to determine the affinity between a cyclic
quaternized oligosquaramide and models from some relevant biomolecules as:
mannose 6-phosphate, phosphocholine, etc.

The covalent conjugates with cyclic oligosquaramides are able to facilitate drugs
transportation. Because of this, and with the evidence of the observed cell
internalization, its utilization as autoimmolative carriers has been proposed. So, fourth
chapter has been dedicated to the design, synthesis and evaluation of an
autoimmolative system consisting in a squaramide unit and a load, in this case a
fluorophore. After some attempts, the system has been optimized using a disulfide
bond as the trigger. The developed autoimmolative system releases the entire load in
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physiological conditions after two hours. In this way, it is possible to functionalize one
of the ends of the disulfide with cyclic oligosquaramides and other transporters,
triggering the release of the load only in the inner cell, dividing with this methodology
the load from the carrier.
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1. Introduccidn

1.1 La quimica supramolecular y la biologia

Los procesos bioldgicos que regulan la existencia de los seres vivos comprenden una
multitud de reacciones e interacciones entre sistemas muy diversos. La quimica
supramolecular permite identificar y categorizar las interacciones moleculares que
ocurren en el mundo biolégico de forma que ayudan a comprender mejor mecanismos
de procesos cuya naturaleza es intrinsecamente compleja. Las interacciones receptor-
substrato, claves para cualquier proceso biolégico, son las responsables de la gran
especificidad observada en los seres vivos. La replicacidn y transcripcion del ADN, la
sintesis de nuevas proteinas a partir de ARN, la degradacidn y posterior asimilacion de
proteinas externas y aminodcidos, el sistema inmunoldgico, la sinapsis nerviosa, la
actividad enzimatica, etc. Son tan solos unos pocos ejemplos de procesos claramente
biolégicos que ponen de manifiesto la importancia de las interacciones no covalentes
en los seres vivos.

Habitualmente las interacciones no covalentes se dan entre un receptor proteinico
muy especifico, encargado del reconocimiento, y un substrato que puede variar tanto
en composicién como estructura. Estas interacciones abarcan macromoléculas como
son las proteinas y 4dcidos nucleicos, que presentan una gran variabilidad
conformacional, hasta moléculas discretas tales como aminoacidos, acetilcolina, etc.

Este principio referido a la especificidad de las interacciones moleculares es el que
describi®6 Emil Fischer mediante el modelo llave-cerradura,’ modificado con
posterioridad por la hipétesis de la adaptacion inducida de Daniel E. Koshland.? En el
modelo llave-cerradura tanto la conformaciéon del receptor proteinico como la del
substrato son fijas, mientras que en la hipdtesis de la adaptacién inducida las
conformaciones de ambos se adaptan mutuamente para conseguir una
complementariedad estructural y funcional entre el centro activo y el sustrato,
dandose un reconocimiento entre ambas estructuras mediante interacciones
intermoleculares.?

1.1.1 Interacciones intermoleculares

Las interacciones no covalentes que se establecen entre diferentes moléculas
presentan unas energias de disociacion mads bajas que los enlaces covalentes. Es por
este motivo que se suelen catalogar como fuerzas débiles. Este tipo de fuerzas pueden
ser i6n-ién, ién-dipolo, dipolo-dipolo, enlace de hidrégeno o fuerzas de Van der Waals

! Fischer, E.; Einfluss der Configuration auf die Wirkung der Enzyme. Ber. Dtsch. Chem. Ges., 1894, 27,
2985-2993.

? Koshland Jr., D. E.; Application of a Theory of Enzyme Specificity to Protein Synthesis. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 1958, 44, 98-104.

3 Cram, D. J.; Preorganization — From Solvents to Spherands. Angew. Chem. Int. Ed., 1986, 25, 1039-
1057.
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entre otras. Las energias de disociacidn de los principales tipos de interacciones estan
representadas en la tabla 1.

- L. . . 4
Tabla 1 — Intervalos energéticos de las principales interacciones no covalentes.

Interaccion Energia (kJ/mol)
[6n —idén 50 -300

Metal — ligando 50-300

16n —dipolo 50 —-200

Dipolo — dipolo 5-50

Enlace de hidrégeno | 4 —120

Cation —m 5-80

TT—TU 0-50

Van der Waals <10

El enlace de hidrégeno es unas de las interacciones mas relevantes a nivel bioldgico. Se
establece entre un atomo de hidrégeno unido covalentemente a un heterodtomo
electronegativo, como el oxigeno o el nitrégeno, llamado donador, y un atomo
electronegativo con pares de electrones disponibles que actia como aceptor. El
hidrégeno que participa en un enlace de hidrégeno tiene una densidad de carga
positiva que interacciona electrostaticamente con el par de electrones del aceptor de
forma direccional. Como se ha indicado en la figura anterior, los valores energéticos de
este tipo de interacciones oscilan entre 4 y 120 kJ/mol y presentan una distancia
internuclear de unos 3 A.

En la bibliografia se pueden encontrar multitud de ejemplos de compuestos que
presentan este tipo de interacciones intermoleculares con otras especies, en muchos
casos mediante la formacion de enlaces de hidrégeno. Grupos hidroxilo, amidas, ureas,
carboxilatos, aminas o guanidinios son algunos ejemplos de los grupos que se pueden
encontrar en la mayoria de receptores naturales.

Un compuesto que presenta grupos capaces de formar enlaces hidrégeno es el acido
escuadrico y sus derivados, acidos escuaramicos y escuaramidas.

4 Stedd, J. W.; Atwood, J. L.; Supramolecular Chemistry, pp. 20-30, John Wiley, New York, 2000.
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1.2 El 4cido escuarico y sus derivados

El acido escudrico y sus derivados, acidos escuaramicos y escuaramidas, son
compuestos no naturales con una masa molecular baja, comparable a la de los
aminodcidos, y con una notable capacidad de formacidn de enlaces hidrégeno (Fig. 1).

o o o_ 0 o_ 0
i -R R~ -R
HO" N N N
HO" OH N N N

Figura 1 — Estructura quimica del acido escudrico, el 4cido escuaramico y la escuaramida.

El 4cido escuarico, cuya nomenclatura IUPAC es 3,4-dihidroxi-3-ciclobuten-1,2-diona,
consiste en un anillo ciclobuténico con dos grupos carbonilo opuestos al doble enlace y
dos grupos hidroxilo directamente enlazados al anillo, resultando en su estado
dianidnico a pH neutro una estructura aromatica con un eje de simetria c4. Los pK, de
este diacido son de 1,5y 3,4 respectivamente (Fig. 2).

o, 0 pK,=15 O (O pK,=34 O (0 0) 0
R g
HO"  “OH 0°  “OH o o o o

o) o o) O 0 o
—~
g L~
o] OH o] o o) o
Figura 2 — Estructura del acido escudrico, equilibrios acido-base donde se indican los valores de pK,

correspondientes y formas resonantes de la forma dianidnica.

El 4cido escudrico presenta alguna similitud con dacidos carboxilicos convencionales.
Como tal diacido, el acido escuarico forma diésteres, comerciales en algunos casos,
gue son los productos de partida habituales en la preparacién de otros derivados. Los
ésteres del acido escudrico son compuestos relativamente reactivos capaces de dar
reacciones de adicion-eliminacién frente a nucledfilos sin necesidad de ningun tipo de
activacion. Asi la reaccidon con aminas primarias y secundarias conduce a la formacién
de escuaramidas secundarias y terciarias, respectivamente.

La reactividad de los ésteres del acido escudrico puede modularse en funcion del
medio de reaccion. Asi, si se utilizan disolventes apolares o ligeramente polares como
el Et,0 se obtienen monoescuaramidas (escuaramida-éster), mientras que con
disolventes mas polares como el etanol conducen a diescuaramidas (Esquema 1).
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o 0 R o 0 R o 0
R-NH R-NH
Ro’ “o-R EO Reg’ “W-R EOH Ry’ N-R
R R R
R
R-NH
EtOH

Esquema 1 —Obtencidon de mono y diescuaramidas mediante la funcionalizacién de ésteres del acido escudrico con
aminas. R’: alquil (escuaramidas terciarias), H (escuaramidas secundarias).

Este procedimiento es viable cuando la nucleofilia de las aminas es suficientemente
elevada. Sin embargo, cuando ésta no lo es, es necesario el uso de alternativas. La
primera alternativa es el uso de derivados 3,4-dicloro a modo de cloruros de acilo. Para
la obtencidn de este derivado, una de las alternativas mas eficientes es la de hacer
reaccionar acido escuarico con dos equivalentes de cloruro de oxalilo, obteniendo
rendimientos casi cuantitativos.” En la bibliografia se encuentran multitud de ejemplos
de la aplicacién del dicloruro del acido escudrico para la obtencién de escuaramidas a
partir de aminas poco nucledfilas o incluso para la obtencién de ésteres del acido
escuarico como por ejemplo el escuarato de difenilo.® Un ejemplo concreto de esta
alternativa es el representado en el esquema que se muestra a continuacion, donde se
obtiene la escuaramida derivada de la p-trifluorometilanilina (Esquema 2)."

©/NH2
o) o) a o o) O F,C & O
HO OH o] cl CcCly DMF cl c)  Tolueno, 24h ” ”

50°C, 1h

Esquema 2 — Sintesis de escuaramidas derivadas de aminas poco nucledfilas mediante el uso del dicloruro del 4cido
.. . .7
escudrico como intermedio.

Otra alternativa para la obtencidon de escuaramidas es el uso de microondas,
utilizando acido escuarico y aminas especialmente basicas como por ejemplo anilinas.
El ejemplo representado a continuacidon se encuentra descrito en la bibliografia,
obteniendo con tiempos de reaccién cortos unos buenos rendimientos, variables no
obstante en funcién de la amina utilizada (Esquema 3).2

> Lunelli, B.; New, optimized preparation of 1,2-dichlorocyclobuten-3,4-dione (C402CI2) from squaric
acid and oxalyl chloride. Tetrahedron Lett., 2007, 48, 3595-3597.

6 Prashar, D.; Cui, D.; Bandyopadhyay, D.; Luk, Y. Y.; Modification of Proteins with Cyclodextrins Prevents
Aggregation and Surface Adsorption and Increases Thermal Stability. Langmuir, 2011, 27, 13091-13096.
7 Amendola, V.; Fabbrizzi, L.; Mosca, L.; Schmidtchen, F. P.; Urea-, Squaramide-, and Sulfonamide-Based
Anion Receptors: A Thermodynamic Study. Chem. Eur. J., 2011, 17, 5972-5981.

8 Lépez, C.; Vega, M.; Sanna, E.; Rotger, C.; Costa, A.; Efficient microwave-assited preparation of squaric
acid monoamides in water. RSC Advances, 2013, 3, 7249-7253.
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o O
o) e} N Microondas j\;f
—
i N/ 120°C, 15' ” OH
HO OH NH, ’ \ N
95%

Esquema 3 — Sintesis de acidos escuaramicos mediante microondas a partir del acido escuarico y aminas
. . 8
especialmente basicas.

Un método reciente, muy efectivo para escuaramidas derivadas de aminas aromaticas
consiste en el uso de acidos de Lewis a modo de catalizadores, como el triflato de zinc.
De esta forma se incrementa la electrofilia de los ésteres, favoreciendo la sustitucion
por parte de aminas menos nucledfilas (Esquema 4).°

0
Zn2+ \\S/CF3 e} o)
oS
o. 0 o |,
O o Tolueno, DMF
2 ™ NO, 100°C, 12h NO, O,N

98%

Esquema 4 — Sintesis de escuaramidas a partir de escuarato de dietilo y aminas poco nucledéfilas mediante catalisis
. .9
con un acido de Lewis.

1.2.1 Propiedades conformacionales

En las escuaramidas secundarias el par electrénico del nitrégeno entra en conjugacién
con los carbonilos del extremo contrario del anillo, dando lugar a una serie de
estructuras resonantes al igual que ocurre con el 4cido escudrico (Esquema 5).

o. (o 0) 0
\"‘
R-N N-R R-N N-R
H H H H*
o) O 0 o

- >
Y ) rz N\
R-N N-R R-N N-R
H*  H H* H*

Esquema 5 — Formas resonantes de las escuaramidas secundarias.

? Rostami, A.; Colin, A.; Li, X. Y.; Chudzinski, M. G.; Lough, A. J.; Taylor, M. S.; N-N’-Diarylsquaramides:
General, High-Yielding Synthesis and Applications in Colorimetric Anion Sensing. J. Org. Chem., 2010, 75,
3983-3992.
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Como consecuencia el enlace C-N escuaramidico es mas corto (1,32 A) de lo que cabria
esperar para un enlace simple C-N (1,46 A) o incluso un enlace C-N de una amida (1,37
R). Ademas de la distancia de enlace més corta, la resonancia observada provoca que
exista una rotacion restringida alrededor de este enlace.

La energia de la barrera de rotacion de este enlace es de unos 63 kJ/mol,*°

menor que
la de las amidas secundarias que es de unos 80 kJ/mol, pero suficientemente elevada
para que potencialmente puedan existir hasta tres conférmeros en equilibrio, si bien,
hasta la fecha, no se ha descrito la presencia de estructuras de tipo E-E en disolucién

(Esquema 6).

Esquema 6 — Conformaciones existentes en una bis-escuaramida en funcion de la rotacién del enlace C-N.

Los conféormeros designados como Z,Z y Z,E de bis-escuaramidas y de escuaramida-
ésteres son reconocibles mediante RMN de protén (*H-RMN) (Fig. 3).

6.0 5.0 4.0 ppm

. 1 . .2 ~ . . .,
Figura 3 — Espectro de "H-RMN y asignacidn de las seiiales en a a una semiescuaramida-éster.

En disolucién, la diferencia de energia entre ambos rotameros es de alrededor de 1,5
kJ/mol en favor del conférmero E,Z (Z,E). En condiciones normales ambos conférmeros
se encuentran en equilibrio y la proporcidn relativa de cada uno de ellos depende de la
naturaleza las cadenas laterales, la temperatura, el disolvente, o la presencia de
sustratos que interaccionan con la unidad escuaramida.

10 Rotger, M. C.; Pifia, M. N.; Frontera, A.; Martorell, G.; Ballester, P.; Deya, P. M.; Costa, A,

Conformational Preferences and Self-Template Macrocyclization of Squaramide-Based Foldable
Modules. J. Org. Chem., 2004, 69, 2302-2308.
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La formacion de enlaces hidrogeno intramoleculares permite modificar selectivamente
la proporcidon de los conférmeros presentes en disolucidn. Asi por ejemplo, se ha
descrito un mdédulo inductor de giro-f basado en la unidad escuaramida mediante la
formaciéon de un enlace de hidrégeno entre el NH escuaramidico y el nitréogeno
terciario de la cadena alquilica adyacente. Esta estructura mimetiza los giros generados
por aminoacidos como la prolina en las cadenas peptidicas (Esquema 7).*°

O O O O

j\;ﬁ H =<=—> H._
/\/\’Tl N~ N N/j
H H._
S /N\
E-Z

Z-E P N\

Esquema 7 — Estructura escuaramidica capaz de formar un enlace de hidrégeno intramolecular mimética de giros-8
. . 10
en dos de las conformaciones posibles.

Los giros-B se establecen de forma natural en las proteinas mediante la formacion de
enlaces de hidrégeno entre los grupos NH del enlace peptidico, que actian como
donadores, y los carbonilos, que actlan como aceptores, separados por tres
aminoacidos, formando de esta manera estructuras ciclicas intramoleculares de diez
miembros. Siguiendo este principio se ha estudiado la idoneidad de la formacidn de un
giro-B intramolecular mediante la formaciéon de un enlace de hidrégeno entre el
hidrégeno de un grupo NH escuaramidico y un carbonilo amidico en funcién de la
longitud de la cadena que contiene el grupo carbonilo. Los estudios realizados
utilizando compuestos escuaramidicos como los de la figura 4 indican que el modelo
permite la formacién de un ciclo intramolecular de diez miembros, obteniendo
estructuras miméticas de giros-B. Sin embargo, la induccién del giro en los sistemas
estudiados que podrian formar ciclos de 8 0 9 miembros no pudo observarse. De esta
forma, utilizando la unidad de giro escuaramidica caracterizada se obtuvo un
polipéptido plegado, con un tamaiio del ciclo similar al que se da de forma natural (Fig.
4).11

u Martinez, L.; Sampedro, A.; Sanna, E.; Costa, A.; Rotger, C.; Synthesis and conformational studies of
péptido-squaramide foldable modules: a new class of turn-mimetic compounds. Biomol. Chem., 2012,
10, 1914-1921.
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Figura 4 — Giro-B en una estructura peptidica convencional (izquierda), estructura escuaramidica inductora de giro-f

formando in ciclo intramolecular de 10 miembros (centro) y una de las estructuras del polipéptido obtenido
identificada mediante estudios de RMN (derecha).11

Se ha observado también que oligdémeros formados por unidades escuaramida unidas
entre si por cadenas alifaticas conteniendo un dtomo donador de enlace de hidrégeno
(N u O) en la posicién y de la cadena alquilica, forman estructuras monoméricas
estables tipo “hairpin” inducidas por la formacion de una serie de enlaces de
hidrogeno intramoleculares, mostrando estas estructuras plegadas un patrén similar al

giro observado en el esquema 7 (Esquema 8).%°

(6] O
BocHN™ "N N iN/\/\N NHBoc
| Yoo |
1
(e} O
L
| /
OJJ\N/\/\N\/\/\N\ N/\/\,N
H Ho o
oo H
>(O\H/N\/\/T\/\/N;IN~H
(0] (e}
O O
S
| H
H ; H
H H
>ro\n/N\/\/’T\/\/ J ;N\/\/N
O
(0] (0]

Esquema 8 — Estructura general de los oligdmeros y equilibrio del patrén de enlaces de hidrégeno intramoleculares
en la estructura plegada propuesta para el oligdmero de dos unidades escuaramida (i = 2).

Estos giros se dan en la conformacién Z-E de la escuaramida y estan inducidos por la
formacién de un enlace de hidrégeno intramolecular entre los grupos NH
escuaramidicos y los nitrégenos terciarios, formando un ciclo de nueve miembros que
se mantiene incluso en presencia de disolventes polares competitivos.

10
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Se pueden preparar oligdmeros de diferente longitud (i = 1-5) con lo que se
incrementa la estabilidad de la estructura plegada a medida que se aumenta el
numero de unidades escuaramida. Ello es debido al mayor nimero de interacciones de
enlace de hidrégeno que se pueden establecer y que se traduce en un aumento de la
temperatura de fusidon del oligdmero medida por DSC. Estos oligdmeros se han
utilizado en reacciones de macrociclacidon, donde la efectividad de preorganizar los
precursores lineales ha quedado patente. Este apartado se discute en mayor
profundidad en el capitulo 2 de esta Tesis.

1.2.2 Interaccién mediante enlace de hidrégeno

Hasta este punto se ha puesto en evidencia la capacidad de la unidad escuaramida
para formar enlaces de hidrogeno. Debido a su estructura, es capaz de actuar tanto
como donador, mediante los grupos amino secundarios, o bien como aceptor de
enlace de hidrégeno, utilizando para ello los carbonilos (Fig. 5).

"oy

—> 0 0: =

R\’Tj ,TI/R

H H
Figura 5 — Estructura de una diescuaramida secundaria donde se han indicado las posiciones susceptibles de actuar
como aceptores de enlace de hidrégeno (rojo) o como donadores (azul).

Este comportamiento convierte a la unidad escuaramida en una estructura ideal como
unidad de reconocimiento. No obstante, esta misma capacidad para actuar como
donador y aceptor al mismo tiempo es la causante, muchas veces, de la baja
solubilidad en disolventes organicos de muchos compuestos escuaramidicos. Esto se
debe a la posibilidad de establecer interacciones intermoleculares entre ellos mismos
formando agregados del tipo cabeza-cola (Fig. 6).

11
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Figura 6 — Estructura cristalina de la Bis[2-(2-piridil)etilamino] escuaramida donde se forman agregados cabeza-cola
mediante enlaces de hidrc’)geno.16

Ademas de formar estos agregados, se ha descrito en multitud de ocasiones la
capacidad de los compuestos escuaramidicos para formar complejos con oxoaniones
incluso en disolventes altamente competitivos como por ejemplo DMSO o disoluciones

acuosas (Fig. 7).1218

12 Prohens, R.: Rotger, M. C.; Pifia, M. N.; Deya, P. M.; Morey, J.; Ballester, P.; Costa, A.; Thermodynamic
characterization of the squaramide-caboxylate interaction in squaramide receptors. Tetrahedron Lett.
2001, 42, 4933-4936.

B Pifia, M. N.; Rotger, C.; Costa, A.; Ballester, P.; Deya, P. M.; Evaluation of anion selectivity in protic
media by squaramide-Cresol Red ensembles. Tetrahedron Lett. 2004, 45, 3749-3752.

1 Pifia, M. N.; Rotger, C.; Soberats, B.; Ballester, P.; Deya, P. M.; Costa, A.; Evidence of anion-induced
dimerization of a squaramide-based host in protic solvents. Chem. Commun. 2007, 963-965.

B Pifa, M. N.; Soberats, B.; Rotger, C.; Ballester, P.; Deya, P. M.; Costa, A.; Selective sensing of
competitive anions by non-selective hosts: the case of sulfate and phosphate in water. New J. Chem.
2008, 32, 1919-1923.

1e Rotger, C.; Soberats, B.; Quifionero, D.; Frontera, A.; Ballester, P.; Buchholz, J. B.; Deya, P.; Costa, A.;
Crystallographic and Theoretical Evidence of Anion-m and Hydrogen-Bonding Interactions in a
Squaramide-Nitrate Salt. Eur. J. Org. Chem. 2008, 11, 1864-1868.

v Sun, C. G.; Lin, Q.; Fu, N. Y.; A novel squaraine dye with squaramide as a scaffold and the colorimetric
detection of amine. Chin. Chem. Lett., 2012, 23, 217-220.

18 Jin, C.; Zhang, M.; Deng, C.; Guan, Y.; Gong, J.; Zhu, D.; Pan, Y.; Jiang, J.; Wang, L.; Novel calix[4]arene-
based receptors with bis-squaramide moieties for colorimetric sensing of anions via two different
interaction modes. Tetrahedron Lett., 2013, 54, 796-801.
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Figura 7 — Modelo de la interaccidn entre una escuaramida y un grupo fosfato mediante la formacion de enlaces de
hidrégeno entre los grupos escuaramidicos (donadores) y los oxigenos del anién fosfato (aceptores).

Una de las aplicaciones que han permitido este tipo de interacciones supramoleculares
es la detecciéon colorimétrica de oxodianiones como sulfato o hidrégeno fosfato
mediante desplazamiento competitivo de un indicador (Fig. 8).
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Figura 8 — Mecanismo de accidn de la sonda colorimétrica de oxoaniones.™~ Se observa el desplazamiento que sufre
el indicador mediante la adicion de sulfato a la disolucidn.

En la figura anterior se ejemplifica el mecanismo de accidn de esta sonda colorimétrica
mediante el uso del indicador Rojo de Cresol. Una vez complejado el indicador,
presenta una coloracidn distinta a la del indicador libre en disolucién. La constante de
asociacion receptor-indicador es de 9,5x10° M™ vy la adicién de un sustrato competitivo
incrementa la concentracién del indicador en disolucién produciendo un cambio en la
coloracion global de la disolucion. Al realizar una valoracién competitiva mediante la
adicién del oxoanidn se produce un intercambio con el indicador, observando de esta
forma una variacion en el espectro ultravioleta-visible de la disolucién.

En otro ejemplo descrito por C. Jiny colaboradores,*® una estructura de calix[4]areno
se utiliza para la deteccién de aniones fosfato, fluoruro y acetato mediante dos
mecanismos diferentes en funcion del receptor utilizado (Fig. 9).
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Figura 9 — Estructura del receptor diescuaramidico propuesto por C. Jin y colaboradores y respuesta observada en
funcion de la sustitucion del anillo aromatico.™

Segun el ejemplo anterior, en el caso de escuaramidas conjugadas con sustituyentes
aromaticos electroatrayentes, como son grupos nitro en posicion para, la interacciéon
anién-receptor provoca la desprotonaciéon de la escuaramida, dando una coloracién
morada y obteniendo de esta forma un sensor colorimétrico. Por otra parte, en
ausencia de estos grupos atrayentes, la interaccién se produce mediante enlace de
hidrégeno con las escuaramidas, pudiendo ser detectado mediante RMN. En este
ultimo caso las constantes de asociacion entre el receptor y los aniones oscilan entre
2,2x10* y 5,2x10° M™. El sensor colorimétrico ha demostrado ser especifico
principalmente para fluoruro y acetato, no mostrando ninguna sefial para otros
haluros, nitrato o sulfato.

1.2.3 Caracter bioisostero de las escuaramidas

Los grupos bioisdsteros son aquellos grupos o sustituyentes con propiedades quimicas
y fisicas similares que otorgan a un compuesto propiedades bioldgicas semejantes. Un
ejemplo de grupos bioisdsteros es un atomo de cloro, que se puede sustituir en una
estructura por un grupo trifluorometilo. El volumen que ocupan ambos grupos es muy
similar, por tanto, la interaccién con un posible centro activo no se veria demasiado
afectada. No obstante, las propiedades fisico-quimicas podrian verse alteradas por
esta sustitucién provocando una respuesta bioldgica diferente.

En el disefio de nuevos farmacos, el hecho de intercambiar un grupo funcional por un
bioiséstero pretende mejorar determinadas propiedades, como por ejemplo su
resistencia a la hidrdlisis, sin modificar en exceso la estructura quimica. Esta estrategia
se utiliza también para atenuar la toxicidad, modular la actividad o alterar el
metabolismo de un farmaco.
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En el caso concreto de las escuaramidas, la particular distribuciéon de los grupos
donadores y aceptores convierte a su estructura andloga a la de las amidas, tal y como
se ha comentado al principio de este capitulo. De esta forma se pueden definir las
escuaramidas como bioisésteras de este grupo funcional (Fig. 10).
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Figura 10 — Comparacion de las similitudes estructurales entre una escuaramida secundaria y un grupo amida tipico
de un enlace peptidico.

Ademads se encuentran en la bibliografia referencias donde se describen los derivados
del acido escuarico como bioisdsteros de diferentes grupos funcionales, tales como

20,21

aminodcidos,'® acidos carboxilicos®®*! o fosfatos®” entre otros (Fig. 11).
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Figura 11 — Compuestos derivados del acido escudrico que actian como bioisésteros de carboxilatos (arriba),”*
aminoacidos (centro)19 o fosfatos (abajo).22

1 Kinney, W. A.; Lee, N. E.; Garrison, D. T.; Podlesny Jr., E. J.; Simmonds, J. T.; Bramlett, D.; Notvest, R.
R.; Kowal, D. M.; Tasse, R. P.; Bioisosteric replacement of the .alpha.-amino carboxylic acid functionality
in 3-amino-5-phosphonopentanoic acid yields unique 3,4-diamino-3-cyclobuten-1,2-dione containing
NMDA antagonists. J. Med. Chem., 1992, 35, 4720-4726.

20 Chan, P. C. M.; Roon, R. J.; Koerner, J. F.; Taylor, N. J.; Honek, J. F.; A 3-amino-4-hydroxy-3-
cyclobutene-1,2-dione-Containing Glutamate Analogue Exhibiting High Affinity to Excitatory Amino Acid
Receptors. J. Med. Chem., 1995, 38, 4433-4438.

2 Soll, R. M.; Kinney, W. A.; Primeau, J.; Garrick, L.; McCaully, R. J.; Colatsky, T.; Oshiro, G.; Park, C. H.;
Hartupee, D.; White, V.; McCallum, J.; Russo, A.; Dinish, J.; Wojdan, A.; 3-hydroxy-3-cyclobutene-1,2-
dione: Application of novel carboxylic acid bioisostere to an in-vivo active non-tetrazole angiotensin-I|
antangonist. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1993, 3, 757-760.

2 Seio, K.; Miyashita, T.; Sato, K.; Sekine, M.; Synthesis and Properties of New Nucleotide Analogues
Possessing Squaramide Moieties as New Phosphate Isosters. Eur. J. Org. Chem., 2005, 5163-5170.
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En estos trabajos, el anillo ciclobuténico aporta unas propiedades similares a los
grupos funcionales originales, permitiendo ademas el reconocimiento por parte de las
proteinas. Sin embargo, al poseer una estructura y reactividad diferente, estos
compuestos se comportan como antagonistas, permitiendo el bloqueo de la proteina 'y
ejerciendo una actividad terapéutica para el tratamiento del Parkinson, el Alzheimer o
la hipertension arterial.

1.2.4 Antecedentes de actividad biolégica de escuaramidas

El incremento de popularidad de los derivados del acido escuarico como bioisdsteros
ha permitido explotar esta caracteristica terapéuticamente. Se han desarrollado
multitud de compuestos escuaramidicos donde se describe la actividad en sistemas
vivos con diferentes finalidades. Ademads de los ejemplos comentados, se puede
destacar el tratamiento de enfermedades relacionadas con la sefializacion

2324 tales como el cancer, inflamaciones crénicas o fibrosis quistica, el

intercelular,
. , . . 25
tratamiento de desérdenes relacionados con los canales de potasio,” como

incontinencia urinaria, disfuncién eréctil, epilepsia, o mas recientemente como

antiparasitarios,”®?” para el tratamiento de la malaria o la enfermedad de Chagas (Fig.
12).
A B
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Figura 12 — Compuestos escuaramidicos con actividad relacionada con la apertura de los canales de potasio Aa),%
inhibicion de quimioquinas CXC (B),23 inhibicién de cinasas (C),24 y antiparasitaria (D y E)‘N’26

2 Chao, J.; Czarmiecki, M. F.; He, Z.; Lai, G.; Merritt, J. R.; 3,4-di-substituted cyclobutene-1,2-diones as
cxc-chemokine receptor ligands. WO 2008/005570 A1l.

2 Lovering, F. E.; Kirincich, S. J.; Wang, W.; Telliez, J. B.; Resnick, L.; Sabalski, J. E.; Banker, A. L.; Butera,
J.; McFadyen, |.; Squrate kinase inhibitors. WO 2009/012375 A2.

> Lanter, J. C.; Sui, Z.; Derives de 3,4-diamino-3-cyclobutene-1,2-dione en tant qu’agents d’ouverture du
canal potassique. WO 2007/115071 A1l.

2 Kumar, S. P.; Gléria, P. M. C.; Gongalves, L. M.; Gut, J.; Rosenthal, P. J.; Moreira, R.; Santos, M. M. M.;
Squartic acid: a valuable scaffold for developing antimalarials?. Med. Chem. Commun., 2012, 3, 489-493.
2 Olmo, F.; Rotger, C.; Ramirez-Macias, |.; Martinez, L.; Marin, C.; Carreras, L.; Urbanova, K.; Vega, M.;
Chaves-Lemaur, G.; Sampedro, A.; Rosales, M. J.; Sanchez-Moreno, M.; Costa, A.; Synthesis and
Biological Evaluation of N,N’-Squaramides with High in Vivo Efficacy and Low Toxicity: Toward a Low-
Cost Drug against Chagas Disease. J. Med. Chem., 2014, 57, 987-999.
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Muchos de estos compuestos estan bajo la protecciéon de patentes, poniendo de
manifiesto su potencial terapéutico. Estas estructuras, basadas en la unidad
escuaramida, tienen una alta especificidad, comportandose en algunos casos como
inhibidores de proteinas concretas con un papel importante en el desarrollo o
evolucién de diferentes enfermedades, como la ya comentada, el cancer.

1.2.4.1 Escuaramidas con propiedades anticancerigenas

El cancer es un término que se usa para definir un grupo de enfermedades en las que
células anormales se dividen sin control. Hay mds de cien tipos diferentes de cancer en
funcién del tipo de células que lo originan, como por ejemplo osteosarcoma (hueso),
glioma (células gliales del sistema nervioso), melanoma cutdneo (melanocitos de la
piel), adenocarcinoma (colon), etc.

Los tratamientos mds comunes para esta enfermedad son la cirugia, la radioterapiay la
quimioterapia.

La quimioterapia consiste en el uso de farmacos o sustancias quimicas con actividad
antitumoral. Se pueden diferenciar diferentes tipos de farmacos utilizados en la
quimioterapia en funcién de su modo de actuacion sobre el organismo, diferenciando
a grandes rasgos aquellos que son inespecificos, que son la mayoria, o los especificos.

Los farmacos inespecificos se caracterizan por afectar tanto a células tumorales como
a células sanas. Estas Ultimas conservan las capacidades de reparacién intactas y por
tanto pueden reparar aquellos errores provocados por los farmacos antitumorales. A
menudo afectan bien al ADN o a determinados procesos relacionados con la divisién
celular, generando errores que al no ser reparados acaban provocando la muerte de la
célula. Ejemplos de este tipo de farmacos inespecificos son los agentes alquilantes, que
provocan la alquilacidn de la posicion 7 de la guanina en el ADN, como por ejemplo los
derivados del gas mostaza (Fig. 13-a) o los complejos de cis-platino (Fig. 13-b). Otros
ejemplos de farmacos inespecificos son determinados alcaloides, como el paclitaxel,
gue actla sobre los microtubulos, importantes durante la fase de division; antibidticos
con actividad antitumoral, como la doxorubicina (Fig. 13-c); antimetabolitos, como el
metotrexato, antimetabolito del acido félico (Fig. 13-e), que sustituyen a sus
correspondientes homdlogos impidiendo la normal evolucién del sistema, o
inhibidores de las topoisomerasas, impidiendo los cambios conformacionales en el
ADN provocados por estas proteinas, como por ejemplo la amsacrina (Fig. 13-d).%®

28 Copyright © 2003, Chemocare.com. All rights reserved.
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Figura 13 — Estructuras de diferentes farmacos antitumorales inespecificos. De izquierda a derecha y de arriba a
abajo: clorambucilo (a), cisplatino (b), doxorubicina (c), amsacrina (d) y metotrexato (e).

Como se ha dicho, estos farmacos inespecificos actian tanto sobre células tumorales,
como sobre células sanas, especialmente sobre aquellas de rapida divisién como las
células hematopoyética, siendo esta la causa principal por la que provocan diferentes
efectos secundarios tales como pérdida de apetito, caida del pelo, dolor, nduseas o
desdérdenes sanguineos entre otros.

Las caracteristicas que diferencian a las células tumorales de las células sanas se
encuentran descritas en la bibliografia de forma muy detallada.”® Existen también
multitud de trabajos que relacionan la presencia de determinadas proteinas,
metabolitos o condiciones fisicas con el cancer. Con la finalidad de evitar o minimizar
los efectos secundarios se han desarrollado lo que se denominan farmacos especificos
o terapia dirigida cuya actividad se orienta en funcion de las caracteristicas especificas
de las células a tratar.

Basados en este principio, existen diversos ejemplos descritos en la bibliografia donde
el uso de derivados del dcido escudrico, especialmente escuaramidas, se han utilizado
para la obtencidn de farmacos especificos que demuestran una predileccién por
determinadas caracteristicas de las células tumorales. Un ejemplo de esto son la serie
de compuestos patentados por A. Crew y colaboradores, que se comportan como
inhibidores del protooncogén c-Kit, relacionado con la embriogénesis, melanogénesis,
tumores gastrointestinales y otros tumores sélidos, ademas de ciertas leucemias (Fig.
14).3°

2 Hanahan, D.; Weinberg, R. A.; Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell, 2011, 144, 646-674.
30 Crew, A.; Li, A. H.; Qiu, L.; Castelhano, A. L.; Dong, H.; Smith, A.; Tardibono, L.; Zhang, T.;
(arylamidoaryl)squaramide compounds. WO 2006/034111 A1l.
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Figura 14 — Estructuras de dos de los compuestos derivados del dcido escudrico patentados como inhibidores del
protooncogén c-Kit.*

Se ha descrito también el uso de estos derivados como farmacos especificos para el
cancer como inhibidores de cinasas, encontrando hasta seis patentes de aplicacién
desarrolladas por Merck Patent GmbH desde 2006. Los compuestos presentados
contienen, de forma general, un grupo arilo como el primer sustituyente y un grupo 3-
hidroxi o 3-metoxibencilo como segundo sustituyente del anillo ciclobuténico. Se
comportan como inhibidores de las cinasas Chkl, Chk2 y SGK, responsables de
procesos de transduccidn de sefiales. Su actividad difiere en funcién de la estructura,
obteniendo para algunos casos, como por ejemplo el del compuesto de la figura 15,
valores de ICso enzimaticas muy bajas (10 nM) para la inhibicion de la cinasa SGK.*!
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Figura 15 — Estructura de la escuaramida inhibidora de la enzima SGK, con una concentracion ICsy enzimatica de 10
31
nM.

Otro ejemplo mas reciente de estructuras escuaramidicas con actividad antitumoral
son los descritos en la patente de M. D. Alexander y colaboradores, en este caso como
inhibidores de la cinasa MK2, un importante regulador de la produccién de citoquinas

(Fig. 16).%
o N7 (e} O
N N N

Figura 16 — Una de las estructuras escuaramidicas con actividad inhibitoria de MK2 patentada por M. D.
Alexander.*

Considerando el conjunto de trabajos publicados en este campo, el uso de derivados
del acido escuarico como una aproximacion a la terapia dirigida ha experimentado un
gran desarrollo en los ultimos afos, lo que ejemplifica el gran potencial de estas
estructuras como una nueva alternativa a la quimioterapia tradicional.

3 Janetka, J. W.; Ashwell, S.; Checkpoint kinase inhibitors: a review of the patent literature. Expert Opin.
Ther. Pat., 2009, 19, 165-197.

32 Alexander, M. D.; McDonald, J. J.; Ni, Y.; Niu, D.; Petter, R. C.; Qiao, L.; Singh, J.; Wang, T.; Zhu, Z.; Mk2
inhibitors and uses thereof. W02014/149164 Al
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2. Diseio, sintesis y evaluacion bioldgica de oligoescuaramidas ciclicas

2.1 Introduccion

Existe una necesidad creciente de nuevos agentes terapéuticos con mayor efectividad,
que provoquen menos efectos secundarios y para los cuales no se haya desarrollado
resistencia. Un grupo importante de compuestos farmacolégicamente activos son las
estructuras macrociclicas de masa inferior a 2000 daltons, que es el limite de masa

superior para que un compuesto pueda atravesar la membrana celular (Fig.
17).33,34,35,36

Figura 17 — Diferentes ejemplos de estructuras macrociclicas naturales. lzquierda: Clorofila B, con una
anillo de porfirina. Centro: Diterpenoide aislado de la planta Euphorbia pithyusa subsp. cupanii.35
Derecha: Citocalasina aislada del hongo Pseudeurotium zonatum.*® Abajo: Scitonemida A, un
ciclopéptido aislado de la cianobacteria Scytonema hofmanii.34

Actualmente, los compuestos macrociclicos son uno de los grupos mas numerosos de
agentes terapéuticos que se encuentran en fase pre-clinica y clinica de investigacion,
abarcando un amplio rango de enfermedades como el céncer, enfermedades
coronarias y vasculares, demencia, infecciones bacterianas, epilepsia, sindrome del X
fragil, degeneracion muscular, hepatitis C, VIH, obesidad, Parkinson, artritis, etc. A
pesar de todo esto, muy pocos de estos compuestos llegan al mercado.*®

3 Wessjohann, L. A.; Ruijter, E.; Garcia-Rivera, D.; Brandt, W.; What can a chemist learn from nature’s
macrocycles? — A brief, conceptual view. Mol. Divers., 2005, 9, 171-186.

3 Krunic, A.; Vallat, A.; Mo, S.; Lantvit, D. D.; Swanson, S. M.; Orjala, J.; Scytonemides A and B, Cyclic
Peptides with 20S Proteasome Inhibitory Activity from the Cultured Cyanobacterium Scytonema
hofmannii. J. Nat. Prod., 2010, 73, 1927-1932.

3 Appendino, G.; Belloro, E.; Tron, G. C.; Jakupovic, J.; Ballero, M.; Diterpenoids from Euphorbia pithyusa
subsp. cupanii. J. Nat. Prod., 1999, 62, 1399-1404.

3 Feng, Y.; Blunt, J. W.; Cole, A. L. J.; Munro, M. H. G.; Three Novel Cytochalasins X, Y, and Z from
Pseudeurotium zonatum. J. Nat. Prod., 2002, 65, 1274-1277.
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Paraddjicamente, y a pesar de que encontramos muchos macrociclos en la naturaleza,
la estructura del anillo, responsable de sus interesantes propiedades, es la causante de
gue sean unos compuestos dificiles de obtener en el laboratorio y por tanto su
fabricacion es muy costosa. De hecho, la gran mayoria de farmacos macrociclicos
actuales son productos naturales o bien sus derivados directos.

Entre éstos macrociclos los ciclopéptidos naturales son particularmente importantes,
como por ejemplo la ciclosporina o la bacitracina entre otros muchos. (Fig. 18).

Figura 18 — Estructuras de los ciclopéptidos naturales ciclosporina (izquierda) y bacitracina (derecha).

De forma general, los macrociclos son anillos compuestos por uniones de doce o mas
atomos, formados principalmente por atomos de carbono, nitrégeno y oxigeno. Como
consecuencia de su estructura y una cierta preorganizacion, las estructuras
macrociclicas pueden interaccionar con los centros activos de las proteinas en la forma
biolégicamente activa sin un coste entrdpico importante. Esta preorganizacién, no
obstante, en ocasiones puede otorgar a la molécula una elevada rigidez. Idealmente se
debe conseguir un equilibrio entre la preorganizacién y la flexibilidad necesaria para
amoldarse a un receptor y maximizar el nimero de interacciones. En este punto, la
optimizacidon de la estructura permite adaptarse a estas necesidades.>’ Una de las
principales caracteristicas de los macrociclos es su elevada resistencia frente al arsenal
degradativo de los sistemas vivos y por tanto, una elevada biodisponibilidad.

Las estructuras macrociclicas son, a priori, muy adecuadas para el desarrollo de nuevos
farmacos, y durante los ultimos 50 afios han sido una gran fuente de inspiracion para
la industria farmacéutica que ha utilizado estructuras derivadas de productos naturales
activos con la finalidad de maximizar su eficacia. La vancomicina y la eritromicina como
antibidticos, el paclitaxel (Taxol™) como antitumoral, la ciclosporina como un
inmunosupresor o la amfotericina como antifungico son ejemplos de macrociclos
naturales que o bien se utilizan como farmacos o bien han servido de base para
sintetizar derivados mas especificos y/o efectivos (Fig. 19).

3 Driggers, E. M.; Hale, S. P.; Lee, J.; Terrett, N. K.; The exploration of macrocycles for drug discovery —
an underexploited structural class. Nat. Rev. Drug Discov., 2008, 7, 608-624.
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Figura 19 — Estructuras macrociclicas utilizadas actualmente como farmacos. De arriba abajo y de
izquierda a derecha: paclitaxel, amfotericina, eritromicina y vancomicina.

La mayor resistencia que presentan los macrociclos respecto a la degradacion permite,
por ejemplo, reducir significativamente la dosis necesaria para alcanzar la dosis
efectiva. Su resistencia se puede ver incrementada ademads introduciendo grupos
bioisdsteros y/o estructuras miméticas naturales en la propia estructura macrociclica.

Las escuaramidas, como bioisésteras del enlace peptidico, resultan interesantes para la
obtencién de estructuras macrociclicas, aprovechando de este modo la capacidad de
reconocimiento propia de estas unidades, ademas de la resistencia que aporta la
estructura macrociclica.
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2.2 Oligoescuaramidas ciclicas: principios de disefio

Los oligdmeros amino-escuaramidicos pueden establecer enlaces hidréogeno
intramoleculares entre los NH escuaramidicos y los nitrégenos terciarios, formando
estructuras miméticas de giros-p que "pliegan" el esqueleto lineal de los oligémeros y
dirigen la macrociclacién, permitiendo la conjugacion de los dos grupos amino
terminales sobre una misma unidad de escuarato de dietilo. A nivel preparativo la
reaccidon de macrociclacidn se puede llevar a cabo en disolventes polares como el EtOH
y sin requerir condiciones de alta dilucién, obteniendo rendimientos alrededor del 85%
sin que el tamafio del oligdmero, y por tanto del macrociclo resultante, afecte a este
rendimiento significativamente (Esquema 9).*®
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Esquema 9 — Reaccion de macrociclacion favorecida por la formacién de enlaces de hidrégeno
. . .z , 38
intramoleculares, evitando de esta forma la formacién de polimeros.

Este resultado supone uno de los pocos casos descritos de oligdmeros no naturales,
disefiados para tener una estructura plegada mediante enlaces de hidrogeno
intramoleculares, y su aplicacion para la obtencién de grandes estructuras
macrociclicas.

La estructura final de los oligdmeros ciclicos contiene un nimero concreto de unidades
escuaramida secundarias, constituyendo éstas una plantilla ideal para el desarrollo de
nuevos compuestos con actividad bioldgica. Estos macrociclos rednen las propiedades
biolégicamente relevantes de las escuaramidas, capacidad de formacién de enlaces
hidréogeno y resistencia a la biodegradacién, junto a las que confiere la estructura
macrociclica en si misma.

2.2.1 Sintesis de oligoescuaramidas ciclicas

Habitualmente la sintesis de las oligoescuaramidas ciclicas se lleva a cabo mediante
una metodologia modular y por pasos donde se combinan diferentes modulos
estructurales (Fig. 20).

8 Rotger, C.; Pifia, M. N.; Vega, M.; Ballester, P.; Deya, P. M.; Costa, A.; Efficient Macrocyclization of
Preorganized Palindromic Oligosquaramides. Angew. Chem. Int. Ed., 2006, 45, 6844-6848.
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@)

Figura 20 — Mddulos estructurales utilizados para la obtencién de las oligoescuaramidas ciclicas.

Estos mddulos se preparan a escala multigramo, en pocos pasos sintéticos y a partir de
productos comerciales. La combinacién de estos mddulos permite construir las
cadenas oligoescuaramidicas paso a paso, obteniendo un crecimiento controlado del
precursor lineal por los dos extremos (Esquema 10).%
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Esquema 10 — Reaccion general para la elongacion de los oligdmeros de i unidades escuaramida
. ; , .. 38
mediante un moédulo comun de crecimiento.

Los oligdmeros resultantes, a diferencia de la mayoria de compuestos escuaramidicos,
son solubles en cloroformo y disolventes poco polares. Ello se debe a su capacidad de
formar enlaces de hidrogeno intramoleculares, que evita la formacion de agregados
supramoleculares insolubles como los de tipo cabeza-cola descritos en el capitulo
anterior. A partir de los oligdmeros lineales desprotegidos, con “i” unidades
escuaramida, la condensacién con un escuarato de etilo, en EtOH y sin necesidad de
utilizar condiciones de alta dilucién como es habitual en este tipo de reacciones,
permite aislar los respectivos macrociclos, denominados Cn, donde “n” representa el

numero de unidades escuaramida totales (Esquema 11).

27




28

Oligoescuaramidas ciclicas: sintesis y actividad bioldgica
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Esquema 11 — Reaccion general de obtencidén oligoescuaramidas ciclicas (C2-C6) a partir de los
oligédmeros correspondientes (i = 1-5).38

Las caracteristicas estructurales de preorganizacion observadas en los macrociclos
obtenidos junto con los antecedentes de actividad bioldgica descritos para las
escuaramidas, convierten a los nuevos compuestos oligoescuaramidicos en unos
buenos candidatos para ser evaluados como agentes antitumorales.

2.2.2 Evaluacion biolégica de las oligoescuaramidas ciclicas C2-Cé6: descripcion y
resultados previos

La evaluacion de las oligoescuaramidas ciclicas como agentes antitumorales se ha
realizado sobre diferentes cultivos celulares, como resultado de la colaboracién de
nuestro grupo de trabajo con el grupo de Biologia Celular del Cancer de la UIB.

2.2.2.1 Ensayos de viabilidad

Los ensayos de viabilidad permiten conocer la cantidad de células viables que hay en
un determinado volumen de cultivo después de incubarlo durante un tiempo definido
junto con una concentracién conocida del compuesto a ensayar. La cantidad de células
viables se cuantifica midiendo la cantidad de ATP intracelular presente, ya que una vez
gue la célula deja de ser viable, el ATP se degrada rapidamente.

2.2.2.2 Estudios iniciales: actividad antitumoral de las oligoescuaramidas ciclicas C2-C6

En primer lugar, se determind la actividad bioldgica de las oligoescuaramidas ciclicas
con 2, 3,4, 5y 6 unidades escuaramida, de sus respectivos oligdmeros precursores y
de otros productos escuaramidicos sintetizados previamente en el grupo de Quimica
Supramolecular, frente a dos lineas tumorales humanas, ambas de linfoma B, Jeko-1y
Granta-519.
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Para esta determinacién se utilizaron los valores de viabilidad, que representan el
porcentaje de células viables de la muestra respecto a una muestra mantenida en las
mismas condiciones pero sin tratamiento con el macrociclo, obteniendo valores mas
bajos mientras mas efectivo es el tratamiento antitumoral.

Los primeros resultados evidenciaron que los oligdmeros y otras estructuras mas
pequefias, no presentaban ningun tipo de actividad antitumoral. No obstante, las
oligoescuaramidas ciclicas madas grandes demostraron unos resultados muy
satisfactorios, observando una clara actividad antiproliferativa de las lineas celulares
con tiempos de incubacion de 48 horas (Fig. 21). Se observd también cierta
selectividad ya que la citotoxicidad varia en funcién de la linea celular utilizada.

100 -
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Figura 21 — Viabilidad observada para las oligoescuaramidas ciclicas C2-C6, a una concentracion 10 uM
durante 48 horas en dos lineas celulares, Jeko-1 (rojo) y Z-138 (verde).

La actividad antitumoral maxima se observd para la oligoescuaramida C5, que posee
un gran numero de centros donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno. La “regla
del 5”, originalmente propuesta por C. A. Lipinski,>® no predice una buena absorcién o
permeabilidad para compuestos con un peso molecular mayor de 500 g/mol, y con un
numero no superior a cinco donadores o diez aceptores de enlace de hidrégeno. El
macrociclo C6, con una masa molecular de 1339,63 g/mol y una elevada actividad
antitumoral, presenta doce donadores y dieciocho grupos aceptores, unos valores muy
superiores a los sugeridos por la regla de Lipinski. Ademas, a pH fisioldgico, los grupos
amino terciario se protonan convirtiendo la oligoescuaramida en una molécula
cationica, reduciendo su cardcter hidrofébico. Sin embargo, los macrociclos no suelen

39 Lipinski, C. A.; Lombardo, F.; Dominy, B. W.; Feeney, P. J.; Experimental and computational

approaches to estimate solubility and permeability in drug discovery and development settins. Adv.
Drug Deliver. Rev., 2001, 46, 3-26.
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ajustarse a estas reglas tan ampliamente establecidas para el disefio de nuevos
farmacos, tal y como ocurre por ejemplo en el ciclopéptido natural ciclosporina.

Debido a su mayor actividad en estudios posteriores se utilizd siempre la
oligoescuaramida C5.

En la tabla 2 se muestran los resultados de viabilidad obtenidos frente a un panel de
lineas celulares diversas con el macrociclo C5 a una concentracién 10 uM durante el
tiempo indicado.

Tabla 2 — Valores de viabilidad obtenidos después del tratamiento de las diferentes lineas celulares con
la oligoescuaramida C5 a una concentracion 10 uM durante el tiempo indicado.

Linea celular Viabilidad (%)
Glioblastoma U87MG 25
(72 h) U251 85
Linfoma T Hut 60
(72 h) Karpas-45 13
Jeko-1 46
Linfoma B JVM-2 24
(48 h) Rec-1 44
Granta-519 58

La actividad antitumoral de la oligoescuaramida C5 se evalud adicionalmente frente al
panel NCI-60. Este panel es un estandar desde 1992 y estd formado por 60 lineas
celulares tumorales humanas de diferentes tejidos que representan los tipos de cancer
con mas incidencia en humanos. Los valores de ICsq obtenidos con este panel se
encuentran en el orden de magnitud de 10° M para todas las lineas celulares a
excepcién de nueve de ellas, para las cuales los valores fueron superiores a 10 M.

Dada la actividad antiproliferativa observada, se procedié a estudiar los efectos de la
oligoescuaramida sobre la evolucién del ciclo celular mediante la técnica de citometria
de flujo. Se observod que para aquellas células tratadas con el macrociclo C5, su ciclo se
veia arrestado en la fase G1, la cual corresponde a una fase de alta actividad
enzimatica donde se dan multitud de procesos de sefializacién celular y duplicacién de
los componentes del citoplasma (Fig. 22).
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Figura 22 — Fases del ciclo de division celular en organismos eucariotas.

Estas sefiales de transduccion en las células eucariotas se encuentran reguladas por un
conjunto de proteinas llamadas cinasas.

2.3 Cinasas

Las cinasas son la familia mas numerosa de proteinas de senalizaciéon celular. La
funcién de éstas es la de catalizar la transferencia de grupos fosfato como el ATP a
otras proteinas, proceso conocido como fosforilacion, y hecho por el cual también son
llamadas fosfotransferasas (Fig. 23).
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Figura 23 — Representacion esquematica de la transduccion de una sefial binaria mediante activacion de
una proteina. Esta activacién se produce mediante el proceso de fosforilacion que consiste en la
transferencia de un grupo fosfato, llevada a cabo por una cinasa.

Se han contabilizado mas de 500 cinasas en el genoma humano y la gran mayoria son
del tipo serina/treonina cinasas. Este tipo de cinasas fosforilan el grupo alcohol de los
residuos de los aminodcidos serina o treonina respectivamente. Otro grupo principal
de cinasas son las tirosina cinasas, que realizan la misma funcidn sobre residuos de
este aminoacido (Esquema 12).
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Esquema 12 — Fosforilacion de un residuo de serina (arriba), treonina (centro) o tirosina (abajo)
mediante la accion de la cinasa correspondiente sobre un supuesto polipéptido conteniendo estos tres
aminoacidos.

El centro activo de las cinasas presenta una secuencia de aminoacidos y una estructura
proteinica muy conservada en todo el cinoma humano, siendo en la regulacién de la
actividad donde las cinasas se han diferenciado a lo largo de la evolucién.”® La
regulacion de la actividad tan especifica que demuestran las cinasas se explica
afiadiendo al sistema cinasa-sustrato (ATP) las interacciones entre este complejo y
otros ligandos secundarios que se unen al dominio de la cinasa. Estas interacciones
provocan cambios conformacionales que modifican la especificidad de la cinasa,
regulando de esta forma su actividad. Estos procesos se denominan procesos
alostéricos (Fig. 24).

Figura 24 — Representacién de los cambios conformacionales de una cinasa mediante los procesos
alostéricos.

40 Noble, M. E. M.; Endicott, J. A.; Johnson, L. N.; Protein Kinase Inhibitors: Insights into Drug Design
from Structure. Science, 2004, 303, 1800-1805.
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La desregulacion de la actividad de las cinasas mediante mutaciones ha demostrado
estar relacionada principalmente con desérdenes metabdlicos y del desarrollo, ademas
de ciertos tipos de cancer.*!

Mediante ensayos de inhibicidn enzimatica se confirmdé que una mayor actividad
antiproliferativa representa una mayor inhibicion in vitro. A partir de un ensayo de
inhibicién de un panel de 210 cinasas representativas del cinoma humano y el
macrociclo C5, se pudo comprobar que esta oligoescuaramida ciclica reducia en mas
de un 80% la actividad enzimatica de una veintena de las 210 cinasas evaluadas.
Ademas se observd también la activacion de determinadas cinasas. Adicionalmente,
ensayos realizados con una seleccidon de cinasas mds reducida demostré que otros
productos sin actividad celular no demostraron capacidad inhibitoria enzimdtica in
vitro (Fig. 25).%2

Por ultimo, con la intencidon de obtener mas informacion acerca de la interaccidén entre
la oligoescuaramida C5 y las cinasas, ya que todas ellas tienen un centro activo muy
conservado, se realizd un estudio competitivo con ATP. De este modo, la proteina
tirosina cinasa ABL1 se traté con una concentracién fija del macrociclo a cuatro
concentraciones diferentes de ATP, obteniendo valores similares de 1Csg enzimaticas
en todos los casos. De esta forma queda demostrado que la oligoescuaramida C5 no se
comporta como un antagonista de ATP para esta enzima.

“ Lahiry, P.; Torkamani, A.; Schork, N. J.; Hegele, R. A.; Kinase mutations in human disease: interpreting
genotype-phenotype relationships. Nat. Rev. Genet., 2010, 11, 60-74.

2 Costa, A.; Rotger, M. C.; Fernandez, S.; Villalonga, P.; Use of cyclosquaramide compounds as
antitumour agents. WO 2010/066933 Al.
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Figura 25 — Mapa del cinoma humano donde se ha indicado la actividad, inhibidora (rojo) o activadora
(verde), de la oligoescuaramida C5 sobre las cinasas analizadas. El tamafio de los circulos representa la
intensidad de la inhibicién/activacidn.
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Debido a que la regulacién anormal de cinasas y fosfatasas parece contribuir
directamente al desarrollo de un gran ndmero de tipos de cancer, existe un gran
interés en la busqueda de inhibidores selectivos de cinasas con la finalidad de bloquear
el ciclo celular, evitando de esta forma la proliferacién descontrolada. Otra alternativa
al bloqueo del ciclo celular es la inhibicidon de los puntos de control del ciclo, Ilamados
“checkpoints”, evitando de esta forma la reparacion del dafio en el ADN provocado por
los antitumorales clasicos. La combinacién de agentes antitumorales clasicos con estos
nuevos inhibidores selectivos de cinasas permitiria reducir la dosis de citotéxicos sin
perder eficacia en el tratamiento y reduciendo de esta forma los efectos secundarios.

El ejemplo mds representativo de este tipo de inhibidores de cinasas es el Imatinib
(Fig. 26), un medicamento comercializado con el nombre de Glivec® por la
farmacéutica Novartis. Fue el primero de los fdrmacos contra el cancer en utilizar la
inhibicidn selectiva de cinasas. Se sabe que en la leucemia mielégena croénica, la cinasa
ABL se bloquea en su forma activa, provocando la multiplicacion masiva de las células.
El Imatinib es un inhibidor especifico de determinadas tirosina cinasas. Su interaccidn
con la enzima se produce en un lugar cercano al centro activo del ATP, provocando un
cambio conformacional en la enzima que queda bloqueada en su conformacién
inactiva, siendo por tanto una inhibicidn semicompetitiva.43
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Figura 26 — Estructura del inhibidor selectivo de tirosina cinasas Imatinib (Glivec®).

Los macrociclos C5 y C6 han demostrado tener una interesante actividad antitumoral
frente a diferentes lineas celulares, mostrando cierta selectividad. Ademas, la actividad
obtenida con cultivos celulares y posteriormente en los ensayos de inhibicién de
cinasas es del mismo orden de magnitud, demostrando la buena penetrabilidad de
estos compuestos.

3 Takimoto, C. H.; Calvo, E.; Principles of oncologic pharmacotherapy. Oncology J., 2005.
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2.4 Objetivos

Una vez establecido que los compuestos oligoescuaramidicos ciclicos con cinco
unidades escuaramida, C5, y seis unidades escuaramida, C6, presentan actividad
antitumoral moderada e inhibitoria de cinasas, el objetivo de este este capitulo es la
de realizar modificaciones estructurales en las oligoescuaramidas ciclicas, intentando
conseguir una mayor actividad antitumoral. De esta forma, los objetivos de este
capitulo son los de:

e Sintetizar nuevos derivados oligoescuaramidicos ciclicos introduciendo
modificaciones estructurales.

e Evaluar si las modificaciones estructurales introducidas afectan la reaccion de
macrociclacion.

e Evaluar si estas modificaciones alteran la actividad antitumoral mediante Ia
obtencidn y posterior comparacién de los valores de ICsq celulares.

e Establecer una relacidn estructura-actividad que permita optimizar las
estructuras macrociclicas.

37




38

Oligoescuaramidas ciclicas: sintesis y actividad bioldgica




2. Diseio, sintesis y evaluacion bioldgica de oligoescuaramidas ciclicas

2.5 Resultados y discusion

Dada la actividad antitumoral descrita para las oligoescuaramidas ciclicas Cn, se han
realizado modificaciones estructurales sobre su estructura aprovechando la sintesis
modular desarrollada anteriormente en el grupo de Quimica Supramolecular. Estas
modificaciones permitiran establecer una relacidén entre estructura y actividad ademas
de permitir evaluar qué consecuencias tendran sobre la capacidad de plegamiento y
macrociclacion de las oligoescuaramidas.

2.5.1 Modificaciones estructurales

Las modificaciones que se pueden realizar sobre la estructura macrociclica son
numerosas, cambiando su polaridad, tamafio, hidrofobicidad, etc. En este trabajo se ha
optado por modificar tan solo uno de los espaciadores alifaticos que unen las unidades
escuaramida, permitiendo de esta forma mantener la metodologia sintética
establecida, las propiedades de preorganizacion de los oligdmeros escuaramidicos y
esperando mantener también la actividad antitumoral (Fig. 27).
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Figura 27 — Representacion de la oligoescuaramida C5 donde se ha sefialado el espaciador sobre el cual
se han realizado las modificaciones, manteniendo el resto de la estructura invariable.

Las modificaciones planteadas se pueden clasificar en funcion del tipo de sustitucidn
realizada:

e Se ha observado en los estudios realizados con las oligoescuaramidas, que son
los antecedentes directos de este trabajo, que la actividad antitumoral e
inhibitoria de cinasas es mucho mas acusada para los macrociclos C5 y C6, es
decir, para los que poseen estructuras de mayor tamafio. Ante este resultado
se plantea la sintesis de un macrociclo mayor, con siete unidades escuaramida,
pudiendo comprobar de esta forma si se mantiene la relacién entre la actividad
antitumoral y el tamafio del macrociclo (Fig. 28).
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Figura 28 — Aumento del tamafio relativo en las estructuras oligoescuaramidicas ciclicas al
afadir una unidad escuaramida mediante el uso de los espaciadores habituales.

Sustitucidon del grupo metilo enlazado al nitrégeno terciario de la cadena
alifadtica por un sustituyente mds voluminoso. Se han elegido dos casos, la
introduccion de un grupo bencilo o del aminodacido leucina. Este tipo de
modificacidon no elimina la capacidad donadora del enlace de hidrégeno del
espaciador por lo que no cabria esperar una disminucion en el grado de
preorganizacién y por tanto en el proceso de macrociclaciéon. Sin embargo
introduce dos nuevos grupos funcionales que modifican especialmente las
interacciones con otras moléculas o proteinas mediante la introduccién de
grupos funcionales diferentes. (Fig. 29).
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Figura 29 - Estructuras del mddulo espaciador original (arriba) y de los nuevos grupos
funcionales introducidos sobre el nitrégeno central del espaciador.

Alterar la estructura de la cadena espaciadora mediante la modificacién de los
grupos donadores o aceptores de enlace de hidrégeno. Concretamente,
eliminar un atomo de nitrégeno terciario de la cadena alifatica, con capacidad
donadora de enlace de hidrégeno, y sustituirlo por un grupo metileno CH,. Con
esta modificacidn se elimina la posibilidad de establecer una interaccién de
enlace de hidrogeno a lo largo de todo el espaciador, pudiendo afectar a la
reaccion de macrociclacién. Por otra parte, la introduccién de un aminodcido
en la secuencia del espaciador, la metionina, afiade un grupo amida al
espaciador alifatico, ademas de la cadena lateral del propio aminoacido,
aumentando el niumero de interacciones de enlace de hidrégeno que se
pueden establecer con el espaciador. Este aminodcido incrementa el grado de
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mimetismo del macrociclo respecto a los ciclopéptidos naturales, pudiendo
incrementar de esta manera su biocompatibilidad (Fig. 30).
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Figura 30 — Estructuras del mdédulo espaciador original (arriba) y de las nuevas estructuras del
espaciador mediante la eliminacién o adicidon de donadores/aceptores de enlace de hidrégeno.

El doble objetivo de evaluar la actividad bioldgica de los nuevos macrociclos disefiados
y su potencial uso como farmacos implica que estos compuestos se deben obtener en
buenos rendimientos.

2.5.2 Metodologia general para la sintesis de oligoescuaramidas ciclicas

Tal y como se ha descrito en la introduccién del capitulo, la obtencién de Ia
oligoescuaramidas ciclicas se realiza mediante una metodologia de sintesis por pasos,
combinando diferentes maoddulos estructurales, y siguiendo una estrategia de
proteccidn/desproteccion de los grupos funcionales amino.

Esta metodologia general es ideal para introducir las modificaciones estructurales
objetivo de este capitulo, ya que tan solo es necesario preparar nuevos modulos, con
una reactividad equivalente a la de los originales y con los nuevos grupos funcionales a
introducir, e incorporarlos en la ruta sintética en el momento oportuno.

Los médulos utilizados en la metodologia original, y que se muestran a continuacién,
se obtienen a partir de productos comerciales, con pocos pasos sintéticos y en una
escala multigramo (Esquema 13).
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Esquema 13 — Sintesis de los mddulos sintéticos originales para la obtenciéon de las oligoescuaramidas
ciclicas.

La preparacion de los moédulos de partida se realiza, de forma general, por
condensacién de diaminas con escuarato de dietilo. Para controlar la reactividad de las
diaminas, éstas se utilizan monoprotegidas cuando es necesario, evitando que
reaccionen por los dos extremos al mismo tiempo. En cuanto a la reactividad del
escuarato de dietilo, ésta se puede modular en funcién de la polaridad del disolvente
controlando que se produzcan una o dos condensaciones con la amina. En el caso de
usar disolventes polares como el EtOH se obtiene una doble condensacion. Sin
embargo, al utilizar disolventes menos polares como el Et,0, se permite la primera
entrada sobre el escuarato de dietilo pero se ralentiza la velocidad de la segunda.
Ademads la baja solubilidad de la escuaramida-éster resultante en Et,O favorece su
precipitacion, dificultando aln mads la segunda reaccion. Esta estrategia permite
obtener productos asimétricamente sustituidos con elevados rendimientos.

Los mddulos utilizados corresponden a una unidad central, que bien puede ser el
compuesto 1, 2, o 5, a partir de la cual se incrementa la longitud de la cadena
oligomérica mediante el médulo de crecimiento 6.

Los oligdmeros deben presentar en sus extremos terminales dos grupos amino
protegidos con Boc. Por este motivo, el uso de los mddulos centrales 1 o 5 implica que
en primer lugar deben reaccionar con la diamina monoprotegida 4.
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2.5.2.1 Proteccién de grupos amino

El grupo protector Boc se utiliza tradicionalmente en la sintesis peptidica al permitir el
uso de otros grupos protectores ortogonales. Se puede eliminar facilmente en medio
acido liberando el grupo amino, unas condiciones que no interfieren con la estabilidad
del resto de grupos funcionales con los que se trabaja. La monoproteccion de diaminas
con el grupo Boc se puede obtener mediante la reaccidn de éstas con Boc-ON (2-([tert-
butoxicarbonil]-oxiimino)-2-fenilacetonitrilo) en dioxano durante 12 horas a
temperatura ambiente y 3 horas mds a 90 °C, obteniendo un rendimiento del 74%.
Otra alternativa para la proteccion de estos grupos amino es mediante la adaptacién
del procedimiento descrito por G. Cravotto y colaboradores,* usando el anhidrido del
grupo protector Boc 3 y acido sulfamico como catalizador, en CH,Cl, a 0 °C y en tan
solo 15 minutos de tiempo de reaccién, obteniendo un rendimiento similar al caso
anterior (Esquema 14). Ambas alternativas requieren del uso de cinco equivalentes de
la amina con la intencion de reducir la probabilidad de una doble proteccidon de los
grupos amino.
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Esquema 14 — Procedimiento sintético para la monoproteccidon con el grupo Boc de la diamina 2
mediante catalisis con acido sulfamico.

Esta metodologia se ha aplicado a la proteccidn con el grupo tert-butoxicarbonil de los
grupos amino que se describen en este trabajo.

2.5.2.2 Sintesis del médulo de crecimiento 6

La unidad de crecimiento basica, la escuaramida-éster 6, se obtiene por reaccién entre
un equivalente de escuarato de dietilo con un equivalente de la diamina 3,3’-diamino-
N-metildipropilamina monoprotegida por el grupo tert-butoxi carbonil (Boc) 4 en Et,0,
aislando el producto con un 95% de rendimiento (Esquema 15).

0
o 0 °
j\;ﬁ + HN TN ONHBoe N" " NT"NHBoc
o~ o | Et,0, 12h 5 H |
1 4

6 (72%)

Esquema 15 — Sintesis del mdédulo de crecimiento 6 a partir del escuarato de dietilo 1 y la diamina
monoprotegida 4.

4 Upadhyaya, D. J.; Barge, A.; Stefania, R.; Cravotto, G.; Efficient, solventless N-Boc protection of amines
carried out at room temperature using sulfamic acid as recyclable catalyst. Tetrahedron Lett., 2007, 48,
8318-8322.
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2.5.2.3 Sintesis del médulo central 5

Se denomina médulo central a la unidad estructural a partir de la cual se hace crecer la
cadena oligomérica de forma simétrica. En la metodologia utilizada se utilizan hasta
tres médulos centrales diferentes, el primero de ellos corresponde al escuarato de
dietilo 1, el segundo a la diamina 2 y el tercero al doble semiéster 5 (Fig. 31).

O

o)
SN o o
j\;/]i HoNT "N NH, NSNS
N6 N | H | Ho b

o o

f

1 2 5
Figura 31 — Estructuras de los mddulos centrales para la obtencién de los oligdmeros.

En el caso de comenzar la sintesis con escuarato de dietilo 1 se debe realizar una
condensacién con dos equivalentes de la diamina monoprotegida 4, obteniendo de
esta forma el oligdmero con una unidad escuaramida 7. En el caso de comenzar por
una diamina como es el caso de 2, por ejemplo, la conjugacion con dos equivalentes
del mdédulo de crecimiento 6 da lugar al oligdmero 8, con dos unidades escuaramida, el
mismo producto que se obtiene en el caso de realizar una doble conjugacion entre el
modulo 5 y dos equivalentes de la diamina monoprotegida 4 (Esquema 16).

N g
~ -
j\;/( b NSNS ONHBoe . NN NN
~0 o | EtOH, 12h
1 4
NHBoc BocHN
7 (95%)
o, 0
HzN/\/\lil/\/\NHz + /\oj ”/\/\T/\/\NHBOC
2 6
lEtOH,12h
o. 0 o, 0
8 (95%)
TEtOH,12h
o, 0 o, 0
ﬁ + /\/\ /\/\
N/\/\N/\/\N: /: HoN N NHBoc
/70| | H 97N\ |
5 4

Esquema 16 — Sintesis de los primeros oligdmeros, 7 y 8, con una y dos unidades escuaramida, a partir
de los diferentes mddulos centrales propuestos en la figura anterior.
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Para la obtencidn de este médulo inicial 5 se utilizan dos equivalentes de escuarato de
dietilo 1 por cada mol de la diamina 3,3’-diamino-N-metildipropilamina 2 en Et,0,
obteniendo el producto 5 con un 94% de rendimiento (Esquema 17).

(0] (0]

N o @éo
/\/\ /\/\
L+ e Yoy

=00 o\ Et,0, 12h ro

1 2 5 (94%) j

Esquema 17 — Sintesis del mddulo central con dos unidades escuaramida 5 a partir del escuarato de
dietilo 1y la diamina 2.

La eleccion del mddulo inicial determina si el nimero de escuaramidas de los
oligdmeros lineales serd par o impar ya que cada elongacién incrementa en dos el
numero de unidades escuaramida.

2.5.2.4 Elongacion de oligdmeros

De forma general, la obtencién de los oligémeros se realiza mediante la desproteccién
cuantitativa de los grupos amino terminales tratandolos con H,O/HCI a 50 °C durante
un minimo de 4 horas. A continuacién se realiza la condensacion entre estos
oligédmeros desprotegidos y dos equivalentes del mddulo de crecimiento 6, en medio
EtOH, obteniendo oligdmeros con dos unidades escuaramida mas que los oligdmeros
de partida (Esquema 18).

0} O 0} O

BocHN/\/\N/\/\N: R N: iN/\/\N/\/\NHBoc
H H H H |
l H*/H,0, 50°C, 4h
o) o) o) o)
HZN/\/\N/\/\NJ\;ﬁN R Nj\;/[N/\/\N/\/\NHZ
H H H H
o) o)
j\;/[ EtOH, 12h
6
o) o) o) o) o) o) o) o)
| |

R N
H\N/\/\NHBoc BocHN/\/\NJ)

Esquema 18 — Procedimiento general para la elongacion de los oligdmeros independiente del nimero
de escuaramidas.
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2.5.2.5 Macrociclacion

En todos los casos, la Ultima etapa para la obtencion de oligoescuaramidas ciclicas es la
reaccion de macrociclacion a partir del oligémero lineal preorganizado. Como se ha
indicado en la introduccién de este capitulo, la preorganizacién inducida por la
formacién de una serie de enlaces intramoleculares deja los dos grupos amino de los
extremos de la molécula en una disposicion adecuada para que, una vez
desprotegidos, reaccionen con la misma unidad de escuarato de dietilo cerrando Ila
estructura. Asi por ejemplo, para la obtencién de los macrociclos con cinco unidades
escuaramida, se prepara en primer lugar un oligdmero lineal con cuatro unidades
escuaramida. A partir de éste, una vez desprotegidos los grupos amino, se hace
reaccionar con un equivalente de escuarato de dietilo en EtOH para obtener el
macrociclo con cinco unidades escuaramida (Esquema 19). Para la obtencién de
macrociclos con tres o siete unidades escuaramida se sigue el mismo procedimiento.

Siguiendo un razonamiento analogo al anterior, la sintesis de macrociclos con nimero
par de unidades escuaramida debe comenzar por un mddulo central con una unidad
escuaramida.

BocHN N/\/\Nj iN R N iN/\/\N NHBoc
| H HJ LH H |
2 ir2
H*/H,0, 50°C, 4h
o) OW o) o)
H,N N/\/\N: R N iN/\/\N NH,
| H HJ LH H |
ir2 i12
o) o)
j\;/( EtOH, 16h
/\O O/\
1
o) 0 o) o)
HNj R N iNH
H

N
2 H
H H
N N N\/\/N
/ = \
(0] (0]

Esquema 19 — Procedimiento de sintesis general para la macrociclacion de los oligdmeros con “i
unidades escuaramida, obteniendo macrociclos con un nimero impar de escuaramidas correspondiente
an=i+l.

n-2
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Las oligoescuaramidas ciclicas son insolubles en la mayoria de disolventes organicos,
especialmente en disolventes apolares, pero son solubles en medios acuosos
ligeramente acidos. Esto es debido a que los nitrédgenos terciarios de las cadenas
alifaticas tienen un pK, que oscila entre valores de 6 y 9, por tanto, en funcién del pH
del medio, los centros nitrogenados se encuentran protonados formando un policatién
amonio soluble en medios acuosos. La diferente solubilidad en funcién del pH se ha
aprovechado para la purificaciéon de las oligoescuaramidas. El método general de
purificacion consiste en una primera etapa donde el crudo de la reaccion de
macrociclacion se suspende con un disolvente organico como el Et,0, eliminando de
esta forma trazas de escuarato de etilo o de oligdmero sin reaccionar. Seguidamente,
el residuo soélido se disuelve en la minima cantidad de agua a pH 2 y se filtra,
eliminando los productos que no son solubles en medio acido. Por ultimo, la disolucion
se basifica lentamente hasta pH 9-10 con una disolucién de NaOH 1M. El macrociclo
precipita en estas condiciones aislandose por filtracién.

Siguiendo la metodologia general descrita para la obtencién de las oligoescuaramidas
ciclicas, se ha procedido a la sintesis de un nuevo macrociclo, de mayor tamafio,
sirviendo éste de ejemplo concreto de la aplicacién de las reacciones de elongacién y
macrociclacién descritas.

2.5.2.6 Sintesis de la oligoescuaramida ciclica C7 18

Figura 32 — Estructura de la oligoescuaramida C7 18.

El esquema que sigue a continuacion describe la sintesis completa del macrociclo 18,
denominado C7 por contener siete unidades escuaramida. Este se ha sintetizado
utilizando la metodologia descrita previamente a partir del oligdmero que contiene
seis unidades escuaramida 12 y llevando a cabo la reaccién de macrociclacién con
escuarato de dietilo 1. De esta manera se incorpora a la estructura la séptima unidad
escuaramida. Para obtenerlo se han utilizado unicamente los médulos descritos hasta
el momento ya que no se introduce ningun grupo funcional diferente (Esquema 20).

47




Oligoescuaramidas ciclicas: sintesis y actividad bioldgica

:\ i /\/\T/\/\Hi iOEt

BocHN/\/\lTl/\/\NHz EtOH, 16 h.

4

O O
o3 = 2 L
O)J\N/\/\N N N/\/\N N)ko
H | H H | H
2

8 (95%)

1. H*/H,0, 50°C, 4 h.
PN 2.6, EtOH, 16 h.
BocHN N N

10 (55%)

1. H*/H,0, 50°C, 4 h.
2.6, EtOH, 16 h.

1. H*/H,0, 50°C, 4 h.
2.1, MeOH, 16 h.

18 (77%)

Esquema 20 — Sintesis del macrociclo C7 18 partiendo del médulo central 5, utilizando el mdédulo de
crecimiento 6 y realizando la reaccion de macrociclacién con escuarato de dietilo 1.

El primer paso consiste en la incorporacion de una cadena espaciadora en cada
extremo del modulo central 5 para la obtencion de un oligdmero con numero par de
escuaramidas. Para esta reaccién se ha utilizado la diamina monoprotegida 4,
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aislandose el oligdmero 8 que contiene dos unidades escuaramida y tres cadenas
espaciadoras en su estructura. Esta molécula presenta dos grupos amino protegidos en
los extremos de la molécula. La reaccion de desproteccidon transcurre con
rendimientos casi cuantitativos cuando se utiliza una mezcla EtOH:H,O como
disolvente y once equivalentes de HCl. La diamina obtenida puede reaccionar con dos
equivalentes del mdédulo de crecimiento 6, en EtOH. De esta forma se aisla el
oligdmero formado por cuatro unidades escuaramida 10 que también tiene los dos
grupos amino terminales Boc-protegidos. La repeticion de los dos ultimos pasos
sintéticos permite aislar el oligdémero formado por seis unidades escuaramida 12.

Para obtener el macrociclo con siete unidades escuaramida se ha seguido el
procedimiento de macrociclacidon habitual, ligeramente modificado para la obtencién
de los macrociclos mas grandes. En estos casos la macrociclacién se realiza en MeOH
en lugar de EtOH. Este cambio de disolvente se debe a dos motivos. En primer lugar
por la mayor solubilidad que presentan estos oligdmeros de mayor tamafio en dicho
disolvente, y en segundo lugar por el intercambio que se produce con el escuarato de
etilo, obteniendo derivados metil-éster, mas reactivos. Ademds, como paso previo, el
oligdmero desprotegido 12 debe mantenerse bajo agitacidon con el medio y en caliente
con el fin de facilitar su disolucién. Una vez enfriado el conjunto a temperatura
ambiente, se adiciona el escuarato de dietilo 1. De esta forma el macrociclo C7 18 se
obtiene con un rendimiento del 77%.

2.5.3 Sintesis de oligoescuaramidas ciclicas con el sustituyente del nitrégeno
terciario modificado

Dada la orientacién de los macrociclos escuaramidicos como moléculas bioactivas se
considerd necesario estudiar como afectaba a sus propiedades bioldgicas y a la sintesis
la introduccion de grupos laterales. Puesto que el macrociclo C5 16 se ha utilizado
como referencia en la mayoria de pruebas bioldgicas realizadas previamente, resulta
interesante comparar la actividad de los nuevos macrociclos con la del macrociclo C5.
Para ello la estrategia que se ha seguido ha sido la de introducir nuevos sustituyentes
en el nitrégeno de una de las cadenas espaciadoras, preparando nuevas diaminas que
contienen los sustituyentes elegidos y la misma longitud que la 3,3’-diamino-N-
metildipropilamina utilizada como espaciador.
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2.5.3.1 Sintesis de la oligoescuaramida ciclica C5(N-Bencilo) 25

Figura 33 — Estructura de la oligoescuaramida C5(N-Bencilo) 25.

En primer lugar es necesario preparar la diamina que contiene en el nitrégeno terciario
un grupo bencilo. Esta amina, la 3,3’-diamino-N-benzildipropilamina 22 se ha obtenido
siguiendo el procedimiento descrito en la bibliografl'a.45 De forma resumida, el nuevo
espaciador se obtiene a partir de la reaccién de la bencilamina 19 con dos equivalentes
de acrilonitrilo 20 y posterior hidrogenacidn del dinitrilo 21 utilizando Ni-Raney como
catalizador (Esquema 21).

20
P
e e .
110°C,7d NG >NS"SCcN  1.1eq. NaOH, EtOH  HoN _~_ N _~_NH;
Ni-Raney, 40 psi, 24 h
19 21 22

Esquema 21 - Sintesis de la diamina espaciadora conteniendo el grupo bencilo.

El oligdmero 23, con dos unidades escuaramida, se ha preparado a partir de la diamina
22 con dos equivalentes del mddulo de crecimiento 6 en EtOH. A partir de este punto
se ha seguido el procedimiento habitual para la elongacion de los oligdmeros. Es decir,
desproteccion de 23 y condensacién con el mddulo de crecimiento 6 para dar el
oligmero 24. En este caso el oligdmero desprotegido 24 es insoluble y Ia
condensacion con escuarato de dietilo se realiza en DMSO-MeOH durante 72 horas
para obtener el macrociclo C5(N-bencilo) 25 con un rendimiento del 70% (Esquema
22).

s Bergeron, R. J.; Garlich, J. R.; Amines and Polyamines from Nitriles. Synthesis, 1984, 9, 782-784.
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HoN A~ N~ NH2
22
0 o)
j\;/[ 6, EtOH, 12 h.
BocHN/\/\N/\/\H OEt
6
o) 0 o) o)

BOCHN/\/\T/\/\”i im/\/\N/\/\”i i”/\/\'r/\/\NHBOC

23 (74%)

j\;/[ 1. H*/H,0, 50°C, 4 h.
BocHN/\/\lil/\/\N OEt | 2 6 EtOH,16h.

H

6
o) o) o) o) o) o) o) o)
H\ H | H H H H | H

/\/\ /\/\
T NHBoc 24 (60%) BocHN T
o) o)
j;/( 1. H*/H,0, 50°C, 4 h.
2.1, EtOH, 16 h.
-0 o
1
o) o) o) o)

25 (70%)

Esquema 22 - Sintesis del macrociclo C5(N-bencilo) 25 partiendo de la amina debidamente

funcionalizada 22, y utilizando el médulo de crecimiento 6.

El resultado practico a nivel de sintesis indica que la presencia del grupo bencilo no
afecta significativamente ni a la obtencion de los oligdmeros ni a la etapa de
macrociclacion. Esta udltima etapa es la mads sensible ya que requiere un alto grado de
preorganizacién de la estructura lineal impidiendo de esta manera la formacién
competitiva de polimeros lineales que conlleva una reducciéon en el rendimiento del

macrociclo.
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2.5.3.2 Sintesis de la oligoescuaramida ciclica C5(N-Leucina) 31

O O O O

Figura 34 — Estructura de la oligoescuaramida C5(N-Leucina) 31.

La leucina es un aminoacido con una cadena de iso-butilo. Se ha decidido utilizar su
grupo amino como punto de enlace para introducirlo en la estructura en lugar del
nitrégeno terciario de la posicién gamma de la cadena alifatica, intercambiando uno de
los grupos metilo presentes en los espaciadores habituales por el iso-butilo y el
carboxilato del aminoacido. Esta modificacidn es significativa, ya que introduce en la
estructura del macrociclo un grupo carboxilo que ademas de ser ionizable con la
consiguiente posible modificacién de la penetrabilidad celular, ofrece un centro de
reaccion util para posteriores modificaciones y/o para la conjugacién con otras
moléculas.

Para la sintesis del nuevo macrociclo es necesario, al igual que en el caso anterior,
preparar la correspondiente diamina 28, siguiendo para ello el procedimiento descrito
en la bibliografia,’® y que es analogo al realizado para obtener la 3,3’-diamino-N-
benzildipropilamina 22 descrita en el apartado anterior. La reaccidn con acrilonitrilo de
la leucina 26 y la posterior reduccion del producto de reaccidn 27 resulta en la diamina
28 con un 45% de rendimiento global (Esquema 23).

20
O
ZCN COOCH H, COOH
OH ——> N >
NH, NaOH, NC™>""~"cN 3 eq. KOH, H,0 HoaN A~ N~ NH2
100°C, 24h Ni-Raney, 50 psi, 24 h

27 (45%) 28 (98%)

Esquema 23 — Sintesis de la diamina espaciadora conteniendo el aminoacido leucina.

Al igual que en el caso anterior de la bencilamina, para la obtenciéon del oligdmero con
dos unidades escuaramida 29, se ha conjugado directamente la diamina 28 con dos
equivalentes del semiéster 6 en EtOH. A partir de este oligdmero se ha seguido la
metodologia habitual, segun la cual se obtiene primero el oligdmero con cuatro
unidades escuaramida 30. Para la etapa de macrociclacién, el planteamiento es el
habitual, desproteger en primer lugar el oligdmero 30 en disolucién acida acuosa y

6 Kim, Y.; Zeng, F.; Zimmerman, S. C.; Peptide Dendrimers from Natural Amino Acids. Chem. Eur. J.,
1999, 5, 2133-2138.
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posterior reaccion con un equivalente de escuarato de dietilo 1 para obtener el
macrociclo C5(N-Leucina) 31 (Esquema 24).

COOH
HNT "N " NH,
28
o) o)
j\;/[ 6, EtOH, 16 h.
BocHN/\/\T/\/\” OEt
6
j\;/( \E/COOH
BocHN/\/\T/\/\N N/\/\N/\/\ ”/\/\ITI/\/\NHBOC
29 (50%)

j\;/( 1. H'/H,0, 50°C, 4 h.

H
6
o) o) o 0 o)
HN N/\/\N/\/\N N/\/\N/\/\N NH
KL H | H H | H J)
T/\/\NHBoc 30 (70%) BocHN/\/\T
o) o)

j;/[ 1. H*/H,0, 50°C, 4 h.
0 o~ f 2 1,EtOH, 16h.

0 Q/ o
\N/\/\N NS/
H H N\@
31

Esquema 24 - Sintesis del macrociclo C5(N-Leucina) 31 partiendo de la amina debidamente
funcionalizada 28, y utilizando el mddulo de crecimiento 6.
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La modificacién estructural introducida afecta sutilmente al rendimiento de las etapas
de elongacion de la cadena oligomérica en comparacién con el uso de espaciadores sin
modificaciones, ya que se obtienen rendimientos del 50 y 70% respectivamente. Por
otra parte, la macrociclacion no se produce, sino que se obtienen productos
poliméricos. Ello ocurre probablemente debido a que la ya conocida interaccién del
grupo carboxilato con escuaramidas destruye la preorganizacién de los oligdmeros
requerida para la macrociclacién.”’

Con el fin de superar esta dificultad el grupo carboxilico se ha protegido como éster
con trimetilsilil etanol (TMSE) 32. La proteccién del acido carboxilico se ha realizado
sobre el derivado de leucina funcionalizado con los nitrilos 27, mediante la formacion
de un éster con DCC en medio CH,Cl,, y realizando posteriormente la reduccién de los
nitrilos en condiciones similares a las anteriores (Esquema 25).

|
Si Si
. O ~ <
Si O
\QCOOH HOT Q j e Q j
o (@) > (0]

A~ N~ 1,5 eq. DCC A~ N~ 2,2 eq. KOH, H,O  H,N N NH,
NC CN 0.1 eq. DIMAP NC CN Ni-Raney, 50 psi, 24 h A P N
27 CH,Cl, 16h 33 (90%) 34 (45%)

Esquema 25 — Proteccion del acido carboxilico del dinitrilo 21 y posterior reduccién, obteniendo la
diamina espaciadora 34 que contiene el aminoacido leucina con el carboxilato protegido.

Una vez obtenida la diamina 34 se ha obtenido el oligdmero con dos unidades
escuaramida 35 de la misma forma que en el caso anterior, mediante conjugacion con
dos equivalentes del médulo de crecimiento 6. Con la intencidn de comprobar en este
punto si el grupo protector resuelve el problema, se ha realizado una reaccién de
macrociclacion para obtener el macrociclo con tres unidades escuaramida 37,
mediante la desproteccién primero de los grupos amino en medio acido acuoso y
posterior condensacion con escuarato de dietilo 1 (Esquema 26).

4 Prohens, R.; Tomas, S.; Morey, J.; Deya, P. M.; Ballester, P.; Costa, A.; Squaramido-Based Receptors:
Molecular Recognition of Carboxylate Anions in Highly Competitive Media. Tetrahedron Lett., 1998, 39,
1063-1066.
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° J/Si\
o
HN™ "N NH,
34
o_ 0
6, EtOH, 16 h

35 (15%)
o. 0
j;/[ 1. H/H,0, 50°C, 4 h.
5 o~ | 2.1,EtOH, 16h.

1

N H H N
(6] (0]
37

Esquema 26 — Sintesis del macrociclo C3(N-Leucina-TMSE) 37 partiendo de la amina debidamente
funcionalizada 34, y utilizando el mddulo de crecimiento 6.

El macrociclo C3 14 se puede obtener siguiendo la misma metodologia general descrita
anteriormente para el macrociclo C7 18, mediante la reaccién de macrociclacion del
oligdmero con dos unidades escuaramida 8 y escuarato de dietilo 1, obteniendo un
rendimiento similar a los que se obtienen con los macrociclos mas grandes. Sin
embargo, para el caso del oligédmero que contiene la leucina 35, al analizar el crudo de
la reaccidn de macrociclacidn entre el oligémero y escuarato de dietilo 1 mediante
espectrometria de masas (ESI-MS), se observan sefiales que corresponden a una
mezcla de productos. Por una parte, se puede identificar la sefal correspondiente al
macrociclo de tres unidades escuaramida ([MH']: 870,4), sin embargo, también se
observa otro grupo de sefiales de un producto desconocido ([MH']: 1040,7), que
podrian pertenecer a la estructura propuesta en la figura 35.
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Figura 35 — Estructura propuesta para la sefial observada mediante espectrometria de masas del crudo
de la reaccién de macrociclacién del oligdmero 35. Cs,HggNg01,5i, MH": 1040,6 m/z.

Este segundo producto, que corresponde a una doble entrada del escuarato de dietilo
sobre las aminas terminales, indica que la preorganizacion que se da en el oligdmero
no es la éptima para obtener el macrociclo correspondiente.

Por otra parte, siguiendo la metodologia habitual, y a partir del oligdmero 35, se ha
preparado el oligédmero con cuatro unidades escuaramida 36 con la intenciéon de
obtener el macrociclo 38 con cinco unidades escuaramida, esperando que la mayor
longitud del oligdmero permita una mejor preorganizacion previa a la etapa de
macrociclacion (Esquema 27).
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Esquema 27 — Sintesis del macrociclo C5(N-Leucina-TMSE) 38 partiendo del oligdmero con dos unidades
escuaramida 35, y utilizando el mdédulo de crecimiento 6 y escuarato de dietilo 1 para la reaccién de
macrociclacion.
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El oligdmero 36 se obtiene con bajo rendimiento. Ademas, se observa que el grupo
protector TMSE resulta ser |abil en las condiciones acuosas utilizadas para desproteger
el grupo protector Boc de las diaminas, liberando parcialmente el carboxilato. Esta
podria ser la causa del bajo rendimiento de las reacciones posteriores. De hecho, al
intentar llevar a cabo la reaccion de macrociclaciéon con un equivalente de escuarato
de dietilo 1, no se ha podido aislar el macrociclo deseado.

Con estos resultados, se descarta la introduccién de cualquier aminodacido utilizando el
grupo amino del aminoacido como punto de unién al macrociclo, dejando de esta
forma un carboxilato libre, ya que esta alternativa inhibe la macrociclacion del
oligdmero.

2.5.4 Sintesis de oligoescuaramidas ciclicas con uno de los espaciadores modificado

En este grupo de modificaciones estructurales se modifica la capacidad de establecer
interacciones mediante enlace de hidrégeno en uno de los espaciadores de la
estructura, que se hace coincidir con la diamina central. Por una parte, la eliminacion
de uno de los nitrégenos terciarios de uno de los espaciadores reduce esta capacidad,
mientras que por otra parte, el uso de un nuevo espaciador que contiene dentro de su
estructura un enlace amida modifica esta capacidad, intercambiando el centro aceptor
e incorporando un donador, modificando ademas la disposicidon de estos grupos en la
estructura del espaciador (Fig. 36).

y .
H H
;AfN/\/\N/\/\N?zg ;A{N/\/\/\/\N?{ ?‘NJ\WN\/\/N?{
H | H H H H
O
Figura 36 — Estructura del espaciador original (izquierda) y las modificaciones propuestas en este

apartado (centro y derecha), sefialando las posiciones aceptoras (rojo) o donadoras (azul) de enlace de
hidrégeno.

La introduccidn del grupo amida se ha realizado aprovechando la estructura de un
aminodcido, permitiendo también introducir los grupos funcionales propios de su
cadena lateral. En concreto se ha utilizado la metionina como representante de este
grupo de compuestos.
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2.5.4.1 Sintesis de la oligoescuaramida ciclica C5(c7) 41

Figura 37 — Estructura de la oligoescuaramida C5(c;) 41.

Este macrociclo difiere de la estructura original del macrociclo C5 16 en que se ha
cambiado uno de los espaciadores por la heptildiamina 39. Como fruto de la
experiencia previa del grupo de Quimica Supramolecular, se sabe que la eliminacién
del nitrégeno central, centro aceptor de enlace de hidrégeno, impide la obtencién del
menor de los macrociclos, de dos unidades escuaramida, C2, y conduce a la formacién
de polimeros insolubles, indudablemente debido a la ausencia total de preorganizacién
del correspondiente oligémero.*® Dado este precedente y con el objetivo de poder
evaluar esta modificacion sobre el efecto antitumoral del macrociclo, resulta
aconsejable plantear una ruta sintética alternativa. Para ello se ha disefiado un mdédulo
central con tres unidades escuaramida para, posteriormente, realizar la macrociclacién
con el doble semiéster obtenido con la heptildiamina 40 segun se indica en el esquema
29. Ello permite obtener oligémeros ciclicos con cinco unidades escuaramida, sin que
la falta del dtomo aceptor influya en el plegamiento del oligdmero precursor. La
preparacién del oligdmero con nimero impar de escuaramidas se realiza segln el
procedimiento descrito previamente,38 mediante la condensacién en EtOH de
escuarato de dietilo 1 y dos equivalentes de la diamina monoprotegida 4, obteniendo
un oligémero con una unidad escuaramida central 7. Posteriormente, el procedimiento
habitual de elongaciéon de los oligdmeros da lugar al oligdmero con tres unidades
escuaramida 9 (Esquema 28).

8 Rotger, M. C.; Pifia, M. N.; Frontera, A.; Martorell, G.; Ballester, P.; Deya, P. M.; Costa, A,;

Conformational Preferences and Sellf-Template Macrocyclization of Squaramide-Based Foldable
Modules. J. Org. Chem., 2004, 69, 2302-2308.
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Esquema 28 - Sintesis del oligdmero con tres unidades escuaramida 9 sintetizado segun el
procedimiento general descrito.

El doble semiéster necesario para la macrociclacién se prepara por condensacién en
Et,0 de dos equivalentes de escuarato de dietilo 1 por cada equivalente de
heptildiamina 39, favoreciendo con este disolvente la entrada de cada uno de los
grupos amino sobre la primera de las posiciones del escuarato de etilo (Esquema 29).

HN NS, 5 o ~07 o

39 1
Et,0, 12 h.
o) o) o) o)
e U U N
/\Oj u u io«
40 (90%)

Esquema 29 — Sintesis del mddulo de macrociclacién 40 con dos unidades escuaramida.

A partir de los dos moddulos ya descritos, 9 y 40, se realiza la reaccion de
macrociclacion segun los procedimientos habituales, en EtOH durante 16 horas. El
resultado ha sido el esperado y se ha aislado el macrociclo C5(c;) 41 con un
rendimiento del 30%, inferior a los rendimientos habituales pero suficiente para
realizar los ensayos de viabilidad (Esquema 30).
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Esquema 30 — Sintesis del macrociclo C5(c;) 41 a partir del oligémero con tres unidades escuaramida 9y
el diéster derivado de la heptildiamina 40.

De esta manera se valida la metodologia alternativa utilizada para la obtencién de
oligoescuaramidas macrociclicas con modificaciones estructurales que pueden afectar
al plegamiento de los oligdmeros, aun reduciendo el rendimiento del proceso de
macrociclacién.

2.5.4.2 Sintesis de las oligoescuaramidas ciclicas C5(Met-c3) 50 y C6(Met-c3) 51
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Figura 38 — Estructura de las oligoescuaramidas C5(Met-c3) 50 y C6(Met-c3) 51.

La ultima modificacion planteada es la de incrementar las posibilidades de establecer
un mayor numero de interacciones mediante enlace de hidrégeno afiadiendo en este
caso un centro donador y modificando la posicidon de estos centros en el espaciador.
Para ello se ha introducido un aminoacido en la estructura del espaciador como si de
un polipéptido se tratara, la metionina. Este aminodacido contiene un grupo tioéter en
la cadena lateral. Como consecuencia de la estructura de la metionina, la longitud de la
cadena de diamina modificada se reduce en un atomo de carbono, un hecho que no se
espera tenga mucha relevancia en las interacciones intramoleculares y por tanto en la
elongacion o ciclacién de los oligdmeros.
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La sintesis de esta diamina se ha realizado por condensacién entre el grupo amino de
la 1,3-propandiamina monoprotegida con el grupo Boc 43 y el grupo carboxilo del
aminodcido metionina con su resto amino también protegido con Boc 45. La
proteccion de la 1,3-propandiamina se ha realizado segun el procedimiento optimizado
anteriormente, usando acido sulfamico como catalizador en CH,Cl,, obteniendo un
rendimiento del 90%. Para la proteccion del aminoacido se ha seguido una
metodologia descrita en la bibliografia, usando una mezcla de disolventes compuesta
por dioxano y NaOH 1M en H,0, obteniendo un rendimiento del 90%.% La reaccién de
condensaciéon entre ambos fragmentos se ha realizado utilizando DCC como agente de
acoplamiento, obteniendo la diamina protegida con un rendimiento del 70% (Esquema
31).

(Boc),0
HoN" " NH, > H,N" >""NHBoc °
0,01 eq. NH,HSO
42 ’ 27058 43 (90%) 1,3 eq. DCC
0 ! ’ : BocHN,,
CHZCIZ 0°C, 15 0.1 eq. DIMAP : H/\/\NHBOC
CH,Clp 12h
S
O (Boc),O o >
s > _S 9
Ao oHm o oo
10xXano:Na
NH, 25°C. 12 h NHBoc
44 45 (90%)

Esquema 31 — Sintesis del nuevo espaciador conteniendo la cadena lateral de la metionina.

La disposicion de los centros donadores y aceptores de este nuevo espaciador permite
establecer interacciones intramoleculares similares a las que dan lugar a la
preorganizacién en los oligdmeros originales, resultando en ciclos de 8 y 11 miembros
(Fig. 39).

49 Maity, P.; Zabel, M.; Kénig, B.; Tetrahydrofuran Ca-Tetrasubstituted Amino Acids: Two Consecutive -
Turns in a Crystalline Linear Tripeptide. J. Org. Chem., 2007, 72, 8046-8053.
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Figura 39 — Estructuras plegadas originales comparadas con las que resultarian utilizando aminoacidos
modificados.

A partir de la diamina protegida 46, se ha procedido a la obtencién de los oligdmeros
habituales de dos 48 y cuatro unidades escuaramida 49, realizando primero la
desproteccién de los grupos terminales en H,0/HCl seguida de la elongacién mediante
condensacién con el mdédulo de crecimiento 6. Los rendimientos obtenidos en el
proceso de elongacion han sido del 84% y del 50%, respectivamente. Aprovechando la
nueva metodologia de macrociclacién disefiada para la obtencion del macrociclo C5(c;)
41, se han realizado dos reacciones de macrociclacion diferentes utilizando escuarato
de dietilo 1 y el doble semiéster con el espaciador habitual 5, obteniendo de esta
forma los macrociclos modificados de cinco y seis unidades escuaramida 50 y 51
respectivamente.

Asi, la oligoescuaramida C5(Met-c3) 50 se obtiene a partir de la condensacion del
oligédmero 49 desprotegido con escuarato de dietilo 1 en MeOH con un rendimiento
del 35%. Por otra parte, la desproteccidn del oligdmero 49 y condensacion con el doble
semiéster 5 también en MeOH da lugar a la oligoescuaramida C6(Met-c3) 51, con un
rendimiento del 41% (Esquema 32).
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Esquema 32 — Procedimiento sintético para la obtencion de los macrociclos C5(Met-c3) 50 y C6(Met-c3)

51 apa

rtir del nuevo espaciador sintetizado conteniendo el aminodcido metionina 46.

Esta nueva modificacién en la estructura ha permitido obtener los macrociclos
derivados de metionina 50 y 51, andlogos al C5 16 y C6 17 respectivamente. Los
rendimientos de las reacciones de macrociclacién, algo inferiores a los obtenidos en las

sintes

is de los macrociclos sin modificaciones, sugieren que la preorganizacién es

suficiente para que se dé la macrociclacion pero no tan eficiente, provocando la
disminucion del rendimiento. Las oligoescuaramidas ciclicas derivadas de la metionina
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se han purificado mediante la misma técnica de precipitacion selectiva utilizada con
anterioridad.

Asi pues, se han podido obtener tres nuevos macrociclos con cinco unidades
escuaramida que presentan diferencias estructurales significativas en uno de sus
espaciadores respecto al macrociclo C5 original. Ademas se ha obtenido un derivado
de la oligoescuaramida C6 mediante una nueva estrategia para la obtencién de
macrociclos con numero par de escuaramidas, permitiendo de esta forma usar el
mismo oligdmero precursor que el utilizado para el macrociclo de cinco miembros. Por
ultimo se ha sintetizado también un macrociclo mayor, con siete unidades
escuaramida. Estos cinco macrociclos se han evaluado como agentes antitumorales en
comparacion con los macrociclos originales.

2.5.6 Bioensayos

Los experimentos descritos en este apartado se han realizado en los laboratorios del
grupo de Biologia Celular del Cancer de la UIB, que viene colaborando con el grupo de
Quimica Supramolecular desde el afio 2007. Esta colaboracion ha permitido, ademas
de proporcionar el material, los cultivos celulares y su mantenimiento, recibir la
formacidon necesaria para manipular cultivos celulares y realizar los ensayos de
viabilidad celular.

Los resultados de la actividad antitumoral de la oligoescuaramida C5, obtenidos
previamente, se han utilizado como punto de comparacion. Ademas se ha incluido la
oligoescuaramida ciclica de mayor tamafio C6, como punto de comparacién para los
macrociclos que contienen seis y siete unidades escuaramida.

La evaluacion de la actividad bioldgica se ha realizado a partir de ensayos de viabilidad
celular mediante el cdlculo de los indices ICsy celulares para cada uno de los
compuestos estudiados. La linea celular utilizada para realizar los ensayos ha sido la
llamada Jeko-1, una linea de linfoma no-Hodgkin de tipo B humano. Este tipo de
linfoma representa a nivel comparativo aproximadamente un 3,5% de los casos de
cancer, suponiendo unos 250.000 nuevos casos solo en 2008. La incidencia ha
aumentado en las ultimas décadas y es mayor en paises desarrollados, sin embargo
estos datos pueden atribuirse a una mejora en los diagnc')sticos.50 Se ha elegido esta
linea celular por dos motivos. Por una parte, son células en suspension y por tanto son
mas sencillas de manipular que las lineas adherentes. Por otra parte, las células Jeko-1
han resultado ser una linea muy sensible al tratamiento con la oligoescuaramida C5 16,
con una viabilidad del 46% después de un tratamiento con C5 a una concentracién 10
UM durante 48 horas. De esta forma, la influencia de las modificaciones realizadas se
deberia apreciar mas facilmente que en el caso de lineas celulares donde la accién del
C5 es mucho mas agresiva, o por el contrario, en lineas inmunes a su accién.

>0 Boffetta, P.; Epidemiology of adult non-Hodgkin lymphoma. Ann. Oncol., 2011, 22, iv27-iv31.




2. Diseio, sintesis y evaluacion bioldgica de oligoescuaramidas ciclicas

2.5.6.1 Ensayos de viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad se realizan mediante la determinacién de la cantidad de ATP
intracelular. Esta determinacidn se realiza mediante un kit comercial de deteccidén por
luminiscencia (CellTiter-Glo® de Promega). Este kit proporciona una alta velocidad,
sensibilidad y reproducibilidad en las lecturas. El procedimiento que utiliza este kit
para la determinacién de ATP se basa en una reaccidon quimioluminiscente, que
proporciona una sefial proporcional a la concentracion de ATP. Para ello, los reactivos
incluidos en el kit provocan la lisis de las células y la generacién de una sefial
luminiscente estable gracias a una luciferasa termoestable (Luciferasa Recombinante
Ultra-Glo™), un enzima oxidativo muy utilizado en bioluminiscencia.

La reaccién de oxidacion no catalizada de la luciferina es muy lenta, pero en presencia
del enzima luciferasa, y Mg, ATP y oxigeno como cofactores, obteniéndola oxidacion
se acelera produciendo oxiluciferina en estado excitado, que mediante relajacién
interna da lugar a la luminiscencia observada (Esquema 33).
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Esquema 33 — Mecanismo de actuacion de la enzima Luciferasa sobre la luciferina, y evolucién de la
oxiluciferina para obtener la sefial luminiscente.

Esta luminiscencia tiene una vida media de mdas de cinco horas, lo que permite realizar
la adicion del reactivo y la lectura de toda una serie de muestras al mismo tiempo,
consiguiendo de esta forma una alta reproducibilidad.

En funcion de las condiciones de incubacion, las células contienen una cantidad de ATP
variable y por esta razén la sefial luminiscente siempre se referencia respecto a la
sefial de un cultivo control, el cual no se ha tratado con el producto pero se ha
incubado durante el mismo tiempo y en las mismas condiciones que las células
tratadas. Estos cultivos deben provenir del mismo cultivo madre, obteniendo de esta
forma cultivos iniciales con el mismo nimero de células.

De forma general, se preparan disoluciones madre de la oligoescuaramida ciclica
correspondiente a una concentracion 100 mM en DMSO, utilizando posteriormente
diluciones de esta disolucién para tratar los cultivos celulares durante el tiempo
previsto. Una vez finalizado el periodo de incubacién se determina la cantidad de
células viables mediante el kit CellTiter-Glo®.
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La determinacién de los valores de ICsq para todos los productos se realiza siguiendo el
mismo procedimiento, realizando ensayos a diferentes concentraciones. Para ello, a
partir de la disolucion madre se han obtenido disoluciones en DMSO de
concentraciones 10, 2, 0,2 y 0,02 mM, a partir de las cuales se han obtenido cultivos
celulares con concentraciones de oligoescuaramida de 200, 50, 20, 8, 3, 1, 0,3, 0,1,
0,05y 0,01 uM (Fig. 40).

450 pl DMSO
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\ =
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| oo w5
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Figura 40 — Diluciones realizadas para obtener las concentraciones deseadas en los cultivos celulares
para la obtencidn de los valores de ICs.

Para asegurar la reproducibilidad del tratamiento, los tratamientos se realizan por
triplicado, con un cultivo control comun para todos ellos. Transcurridas 48 horas desde
la administracién de la oligoescuaramida se determina la viabilidad celular.

Para cada compuesto analizado se obtienen un total de 96 lecturas, que se analizan
mediante el software Prism5 de GraphPad, utilizando un modelo de inhibicién
sigmoidal de pendiente variable para obtener el valor de ICsg como la concentracion a
la cual la viabilidad celular se ha reducido en un 50%. El programa ajusta los datos a la
ecuacién 1.

_ Ymax
Y = T 1oGogiCso-0m (Ec. 1)

Siendo “y” la respuesta observada (viabilidad), “x” la concentracién del compuesto a

o n

ensayar y “n” el coeficiente de Hill.

Asimismo se obtienen los valores de ICsq para los macrociclos C2, C5 y C6 (compuestos
13, 16 y 17) con fines comparativos. El analisis de este valor para la oligoescuaramida
C2 permite evaluar el método. Al no haber demostrado una actividad antitumoral
significativa en las pruebas anteriores se deberia obtener un valor de ICso mucho mas
elevado.
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2.5.6.2 Resultados de los ensayos

Los resultados obtenidos para los macrociclos C2, C5 y C6 (compuestos 13, 16 y 17)
concuerdan con los obtenidos de las pruebas de viabilidad previas a una concentracién
fija (10 uM). Como era de esperar, el macrociclo C2 no ha mostrado actividad en el
intervalo de concentracion estudiado, descartando su toxicidad. Para las
oligoescuaramidas ciclicas mas grandes se observa el incremento de la actividad
esperada y en funcion del tamano de éstas (Fig. 41). Las curvas obtenidas en los
ensayos del calculo de la ICso son de tipo sigmoidal y la pendiente de esta curva a un
50% de viabilidad representa la pendiente de Hill o factor de Hill.>*
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Figura 41 — Representacion porcentual de los valores de viabilidad obtenidos en funcién de la
concentracion para las oligoescuaramidas ciclicas de referencia C5 16 (izquierda) y C6 17 (derecha). Los
valores obtenidos para la oligoescuaramida C5 corresponden a ensayos en el intervalo de
concentraciones entre 0,5 y 50 pM.

De modo similar se han determinado los valores de ICso para las oligoescuaramidas
ciclicas modificadas (Fig. 42).

! la pendiente de Hill es un valor referente a ensayos de activacion-inhibicion entre un sustrato y una
enzima, pudiendo obtener valores mayores que 1, que corresponde a una interaccion cooperativa
positiva, valores cercanos a 1, indicando que no existe cooperatividad, o bien valores menores que 1,
existiendo en este caso una cooperatividad negativa.

67




68

Oligoescuaramidas ciclicas: sintesis y actividad bioldgica

Viabilidad celular (%)

== Pendiente libre

« Pendiente=1

Viabilidad celular (%)

10 & 6

-Log[Macrociclo]

Viabilidad celular (%)

= Pendiente libre

= Pendiente=1

Viabilidad celular (%)

10 8 ]

-Log[Macrociclo]

T

== Pendiente libre

= Pendiente=1

T T T
10 8 6 4
-Log[Macrociclo]

125 4

100

i oo°°
75 -|

50 -

251 — Ppendiente libre

= Pendiente=1

T T T
10 8 6 4
-Log[Macrociclo]

125 4

100

75 4

50 4

Viabilidad celular (%)

25

= Pendiente libre

= Pendiente=1

10

8

6 4

-Log[Macraciclo]

Figura 42 — Representacidn porcentual de los valores de viabilidad obtenidos en funcién del logaritmo
de la concentracion para las oligoescuaramidas (de arriba abajo y de izquierda a derecha) C7 18, C5(N-
Bencilo) 25, C5(c;) 41, C5(Met-c;) 50 y C6(Met-c3) 51.

A modo de resumen se representan a continuacion los valores obtenidos (Tabla 3) y la

representacion grafica los valores de ICso de todas las oligoescuaramidas evaluadas

(Fig. 43).

Tabla 3 — Resumen de los valores obtenidos del Log de ICs, el valor de la pendiente de Hill.

Valor £ ¢
Log IC5o Pendiente 'Coo (WM)
c5 -4,51 + 0,01|-54 * 0,9 30,7
C5(N-Bencilo) | -4,56 + 0,09 |-6,6 = 4,3 27,6
C5(c;) -4,34 + 0,02 |-30 * 0,6 45,3
C5(Met-c3) | -447 + 0,04 |-51 £ 1,2 34,2
Cé6 -5,03 + 0,05|-2,2 + 0,5 9,4
C6(Met-c3) |-461 + 0,04 |-43 + 1,6 24,4
c7 -5,00 + 0,04 |-55 + 2,2 10,0
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Figura 43 — Representacidén grafica de los valores de ICsq para las diferentes oligoescuaramidas ciclicas.

2.5.6.3 Anadlisis de resultados de los ICsq obtenidos

A la vista de los resultados obtenidos se puede indicar que la oligoescuaramida C7 18,
que es el macrociclo mas grande de la serie oligoescuaramidica sin modificaciones,
presenta un valor ICso de 10 pM, similar a la del macrociclo C6 17, y en ambos casos
inferior a la obtenida para el compuesto C5 16. Se puede afirmar, por tanto, que el
hecho de aumentar el tamafio del macrociclo de seis a siete unidades de escuaramida
no incrementa significativamente la actividad antitumoral, descartando la posibilidad
de seguir incrementando el nUmero de escuaramidas con el fin de obtener una mayor
actividad antitumoral.

Para la oligoescuaramida C5(Met-c3) 50 se ha obtenido un valor de ICso de 34 uM,
similar al observado para su homologo, el macrociclo C5 16, con un valor de 30,7 uM,
pudiendo descartar cualquier influencia del cambio de la estructura del espaciador o
del resto de la metionina en la actividad antitumoral. Para las dos oligoescuaramidas
ciclicas con seis unidades escuaramida, se observa una pequeia diferencia en los
valores de ICsg, 24,4 UM para el compuesto modificado 51 frente a un valor de 9,4 uM
de la oligoescuaramida ciclica original 17, sin embargo, esta diferencia no es
significativa, pudiendo descartar igualmente la influencia del residuo de metionina.
Comparando los valores obtenidos entre los dos derivados de la metionina se confirma
la tendencia observada en los respectivos macrociclos sin modificaciones, el tamafio
de la oligoescuaramida afecta a la actividad, incrementdndose en los compuestos con
seis escuaramidas.

El macrociclo C5(c7) 41 ha mostrado el valor mas elevado de ICsq, con un valor de 45,3
UM. En una hipdtesis inicial, se puede relacionar este resultado con la reduccién en el
numero de nitrégenos terciarios, que reduce el nimero de interacciones por enlace de
hidrégeno, o por la reduccién de los centros basicos, sin embargo para poder explicar
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este resultado seria necesario conocer el mecanismo por el cual actlan estos
macrociclos.

El dltimo caso, el C5(N-Bencilo) 25 ha demostrado unos resultados poco satisfactorios
en cuanto a la precision de los experimentos llevados a cabo, obteniendo valores de
desviacidon estdndar muy superiores a los observados para los otros compuestos. Al
haber realizado todos los experimentos en paralelo se elimina la posibilidad de un
error experimental en cuanto al tratamiento, pudiendo deberse a la limitada
solubilidad del macrociclo y la posible precipitacion en el medio de cultivo. Aun asi, la
ICso obtenida se encuentra dentro del mismo orden de magnitud de los otros
macrociclos con cinco unidades escuaramida, con un valor de 27,9 uM.

Respecto a los valores obtenidos para la pendiente de Hill, éstos no se deben tomar
como un resultado definitivo ya que no son experimentos directos de inhibicién
enzimadtica, sin embargo, las conclusiones obtenidas concuerdan con los experimentos
realizados sobre la inhibicion de cinasas in vitro y los estudios de inhibicidn
competitiva con ATP con el macrociclo C5. Los valores negativos obtenidos indican que
los macrociclos actuan mediante un mecanismo de inhibicién, donde, a medida que se
incrementa la concentracién del sustrato, disminuye la viabilidad celular. El valor
absoluto de esos valores es mayor que 1, indicando de esta forma que existe una
cooperatividad positiva.

En general estos datos parecen indicar que nos encontramos frente a un tipo de
inhibidor alostérico donde los macrociclos interaccionan con las cinasas mediante las
interacciones tipo “docking” comentadas en la introduccién.

En cuanto a los valores de ICsg obtenidos en general, son del orden de magnitud de los
obtenidos de los ensayos de ICsq de inhibicién enzimdatica con la oligoescuaramida C5
16 y el panel de 210 cinasas in vitro. Esto pone de manifiesto que estos compuestos se
internalizan rapida y eficazmente en la célula.

Los resultados obtenidos en este capitulo, a pesar de no haber mejorado la actividad
antitumoral mediante las modificaciones estructurales realizadas, han demostrado la
solidez de la estructura del macrociclo C5 desde el punto de vista que, manteniendo
aproximadamente un 85% de la molécula invariable, la actividad se mantiene
practicamente constante. Ademas, desde el punto de Vvista sintético, la
oligoescuaramida C5 es la mds sencilla de obtener, siendo por tanto una buena
candidata para proseguir con los estudios del uso de las oligoescuaramidas ciclicas
como agentes antitumorales.
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2.6 Conclusiones

1. Se han sintetizado una serie de derivados oligoescuaramidicos ciclicos,
introduciendo variaciones estructurales de diferente naturaleza en su estructura.

2. La incorporacién de aminoacidos en la estructura macrociclica utilizando el grupo
amino como centro de unién no resulta ser una buena estrategia a seguir, ya que la
preorganizacion de los productos precursores de los macrociclos se ve suficientemente
alterada como para no dar lugar a los respectivos macrociclos. Por otra parte, la
introduccion de aminodcidos formando un nuevo espaciador mediante un enlace
amida ha resultado ser un buen método para obtener los macrociclos derivados,
pudiendo obtener de esta forma macrociclos funcionalizados en su superficie con
cadenas laterales de aminoacidos.

3. Se ha introducido satisfactoriamente en la estructura del macrociclo un grupo
bencilo, sin suponer un inconveniente para la macrociclacion.

4. Se ha desarrollado una ruta alternativa de macrociclacién en la cual se introducen
dos unidades escuaramida en la reaccion final, resultando efectiva en aquellos casos
donde la preorganizacidon de los precursores lineales se puede ver alterada por las
modificaciones estructurales introducidas.

5. El estudio de la viabilidad celular y el calculo de los indices de ICsg realizados con
cultivos celulares de linfoma humano de tipo B han demostrado que las modificaciones
realizadas en la estructura macrociclica no han supuesto unos cambios significativos en
su actividad antitumoral respecto a los macrociclos originales, aunque se ha detectado
la menor actividad para el C5(c;) 41 donde se ha reducido el numero de centros
basicos.
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2.7 Métodos experimentales

Todos los disolventes utilizados han sido adquiridos a Scharlau y Sigma-Aldrich.
Cuando ha sido necesario, estos disolventes se han secado y destilado segln los
procedimientos indicados en la bibliografia.52 El agua utilizada en los procesos de
sintesis, elaboracién o preparacidn de muestras se ha purificado por electrodsmosis
con un equipo ELIX10 (Millipore) y, posteriormente, por tratamiento a través de un
equipo MilliQ (Millipore) consiguiendo una resistividad maxima de 18,2 MQ. El DMSO
utilizado para realizar las disoluciones y diluciones destinadas a la realizacién de
ensayos bioldgicos se ha adquirido a través de la casa comercial Sigma-Aldrich con
calidad BioReagent, y se ha usado siempre en condiciones estériles.

Los disolventes deuterados utilizados en los experimentos de RMN se han adquirido
con calidad espectroscdpica para RMN con una riqueza del 99,98% siendo utilizados
sin tratamiento previo.

Todos los reactivos y sales utilizados han sido adquiridos a través de las casas
comerciales Sigma-Aldrich, Panreac o TClI Chemicals. Se han utilizado sin purificacién
previa a no ser que se indique lo contrario.

Los espectros de RMN (*H y *3C) se han registrado en un instrumento Bruker AVANCE-
300. Los desplazamientos quimicos indicados estan referenciados a la sefial residual
del disolvente utilizado en el caso de DMSO y CDCls. En el caso de los espectros
realizados en D,0, se ha utilizado la sal sodica del acido 3-(trimetilsilil)-1-
propanosulfénico como patrén interno. Los espectros de masas se han registrado con
un espectrometro de masas de alta resolucion (HRMS) Micromass AutoSpec 3000,
provisto de un sistema de entrada de la muestra mediante electroespray (ESI). El lector
de placas utilizado para las medidas de luminiscencia ha sido un Hidex Plate
Chameleon 425-104 multilabel counter, utilizando placas ELISA opacas, adecuadas
para el instrumento y el método, de 96 pozos de 250 ul de capacidad cada uno.

> Armarego, W. L. F.; Chai, C.; Purification of Laboratory Chemicals, 6" Ed., 2009, Butterworth
Heinemann, Elsevier. Oxford, UK.
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2.7.1 Sintesis

3-amino(N-terc-butoxicarbonil)-3’-amino-N-metildipropilamina 4:

0] J<
HZN/\/\T/\/\HJ\O

4

4,214 g de 3,3’-diamino-N-metildipropilamina (2) (29,01 mmol) se disuelven en 30 ml
de CH,Cl,. Se afiaden 0,028 g de acido sulfamico (0,29 mmol) que se dejan en
suspension y agitacién. La suspensién resultante se deja con agitacién unos minutos y
en un bafio de agua-hielo. Por otra parte 1,266 g de dicarbonato de di-terc-butilo
(anhidrido Boc) (3) (5,80 mmol) se disuelven en 10 ml de CH,Cl, y se afiaden sobre la
suspension de la amina gota a gota. El conjunto de reaccién se mantiene con una
atmdsfera inerte de argdn durante la adicion.

Finalizada la adicion se retira el bafio de agua-hielo y se deja agitando 15 minutos
adicionales. Se lava la disolucidon resultante con 3 x 20 ml de H,0, secando la fase
orgdnica con Na,SO,4 anhidro y evaporando el disolvente a baja presién.

Una vez concentrada la disolucidn se diluye con 10 ml de H,0 y se acidifica hasta pH 3
con HCl concentrado. Esta se lava con 3 x 10 ml de Et,0 y la fase acuosa se basifica
hasta pH 10 con una disolucidon concentrada de NaOH. El producto se extrae de esta
disolucién acuosa con 3 x 20 ml de CH,Cl,, se seca con Na,SO,4 anhidro y se elimina el
disolvente, obteniendo 1,032 g (4,21 mmol) de 4 como un aceite incoloro. Rdto: 70%

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): & = 1,2 (s, 2H, NH,), 1,44 (s, 9H, C(CH;)3), 1,61 (m, 4H,
CH,CH,CH,), 2,18 (s, 3H, NCHs), 2,40 (m, 4H, CH,NCH,), 2,74 (t, 2H, CH,NH,), 3,17 (q,
2H, CH,NH), 5,39 (s, 1H, NHCOO). **C-RMN (75 MHz, CDCl3): § = 28,9, 30,4, 32,8, 41,7,
42,4,43,9, 57,5, 58,2, 80,7, 158,1. HRMS (ESI) calc. para 246,2182 (M+H"; C12H,5N30,%)
encontrado: 246,2182.

Diéster 5:

Sintetizado tal y como se describe en la bibliografia.*
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Semiéster 6, Oligoescuaramidas 7-11 y Oligoescuaramidas ciclicas 13-17:

6
o 0
i n1,7
n:2,8
BocHN™ "N N NN NHBoc n:3,9
I H H | n: 4,10
n n: 5,11
o 0
i AN~ .
HN N N 01,13
H 02,14

13,15
14,16
15,17

ZT
33333

Sintetizados tal y como se describe en la bibliografia.*

Oligoescuaramida 12:

o) o)
BocHN” "N N :N/\/\N NHBoc
| H H |
6

El procedimiento descrito para la sintesis de este oligdmero es el descrito en la bibliografia
para los oligdmeros 9, 10 y 11, sin embargo el oligdmero con seis unidades escuaramida no se
ha descrito anteriormente.

1,0 g del oligdmero con cuatro unidades escuaramida 10 (0,8 mmol) se disuelve en 10
ml de H,0 con la adicién de 0,4 ml de HCl al 37% (4,8 mmol). La disolucion se mantiene
a 50 °C durante 4 horas.

Posteriormente se deja enfriar a temperatura ambiente y se basifica lentamente con
Na,CO;s; hasta un pH de 10. La disolucién se concentra a sequedad obteniendo un
aceite denso, que se disuelve en 10 ml de EtOH vy se filtra. Esta disolucidon se anade
sobre otra que contiene 0,626 g del mddulo de crecimiento 6 (1,7 mmol) disueltos en
10 ml de EtOH. La reaccidon se mantiene con agitacion durante 12 horas, concentrando
posteriormente el disolvente a sequedad para obtener un sélido que se disuelve en 10
ml de CH,Cl,, se filtra y se precipita con la adicion de 20 ml de Et,0. Se obtiene el
producto 12 como un sdlido de color amarillo palido (0,741 g, 0,44 mmol). Rdto: 55%
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El procedimiento descrito para la sintesis de esta oligoescuaramida ciclica es el
descrito en la bibliografia para los macrociclos 13, 14, 15, 16 y 17, con las pequeiias
modificaciones pertinentes para la obtencién de los macrociclos mas grandes.

La desproteccion de los grupos amino del oligdmero con seis unidades escuaramida
(12) se lleva a cabo siguiendo el mismo descrito para la obtenciéon de este mismo
oligdmero, incrementando el nimero de equivalentes de HCl en 2 unidades.

Para ello, 0,35 g del oligdmero 12 (0,24 mmol) se tratan con 1,2 ml de HCI 3M (3,6
mmol) en H,0 (10 ml). La solucién se calienta a 50 °C durante 6 horas. La mezcla se
enfria a temperatura ambiente y se lleva a pH 9-10 con la adicion de Na,COs sélido. El
disolvente se evapora a sequedad.

El residuo se redisuelve en MeOH (14 ml) y se filtra. Se mantiene después a una
temperatura de 70 °C durante 30 minutos. Posteriormente se deja enfriar y se afiade
Na,CO;s; (106 mg) y una disolucidon de escuarato de dietilo 1 (41 mg, 0,24 mmol) en
MeOH (6 ml). La disolucién se mantiene en agitacidon durante 16 horas a temperatura
ambiente.

El disolvente se evapora entonces a sequedad obteniendo un residuo que se disuelve
en una disolucién acuosa a pH 2 (1,5 ml). Esta disolucién se filtra y se basifica con una
disolucién de NaOH 1M a pH 9, obteniendo un precipitado que se aisla por filtracion.
Este residuo sdlido se trata con 3 x 20 ml de THF y 3 x 20 ml de acetona, la suspensién
formada se lleva a ebulliciéon durante 20 minutos y se filtra obteniéndose 18 como un
sélido amarillo palido (288 mg, 0,18 mmol). Rdto: 77%

IH-RMN (300 MHz, DMSO-de): & = 1,65 (m, 28H, CH,CH,CH,), 2,1 (s, 21H, NCHs), 2,3
(m, 28H, CH,NCH,), 3,5 (m, 28H, CH,NH(sq)), 7,43 (s, 14H, NH). 3C-RMN (75 MHz,
D,O+HCl): 6 = 28,0, 42,7, 43,8, 55,9, 170,7, 184,3. HRMS (ESI) calc. para 1584,9138
(M+Na®; C77H119N21:NaO14") encontrado: 1584,9156.
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[N-N’-Bis-(2-aminopropil)]-bencilamina 22:

HaN__~_N._~_NH;

Este producto se ha sintetizado segun el procedimiento descrito en la bibliografl'a.‘r’s'45

Oligoescuaramida-2(N-bencilo) 23:

o o) @ o o)

N
H H H H

Se obtiene del mismo modo que la oligoescuaramida 8, utilizando como reactivos de
partida 445 mg de la diamina derivada de la bencilamina 22 (2,01 mmol), y 1,78 g del
semiéster 6 (4,82 mmol) como mddulo de crecimiento, obteniendo Ia
oligoescuaramida 23 como un sélido amarillo palido (1,32 g, 1,49 mmol). Rdto: 74%

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,36 (s, 18H, CH5?), 1,49 (m, 4H, CH,"), 1,66 (m, 8H,
CH,%), 2,10 (s, 6H, CH3%), 2,27(m, 8H, CH,®), 2,42 (m, 4H, CH,"), 2,91 (m, 4H, CH,®), 3,52
(m, 10H, CH,"), 6,76 (m, 2H, NH'), 7,1-7,6 (m, 5+4H, CH)). 3C-RMN (75 MHz, D,0+HCl):
& =27,7, 29,0, 39,0, 42,3, 42,4, 50,9, 55,0, 55,3, 58,4, 78,1, 127,5, 128,8, 128,4, 140,1,
156,4, 168,7, 183,1. HRMS (ESI) calc. para 890,5471 (M+Na*; CasH73NoNaOsg')
encontrado: 890,5441.

O O
a g e e h h
BocHN™ " N7\ N/\/f\N/}f\
i c | ¢ H Hhy
i

Oligoescuaramida-4(N-bencilo) 24:

o o) o o) @ o o) o o)
| |

HN N N N NH
H H H H H

N
N~ >"NHBoc BocHN™ "N

Se sintetiza siguiendo el procedimiento habitual de elongacién de oligoescuaramidas
utilizando como reactivo de partida 486 mg de la oligoescuaramida 23 (0,60 mmol) y
454 mg del médulo de crecimiento 6 (1,23 mmol). El producto 24 se obtiene como un
solido blanco (477 mg, 0,36 mmol). Rdto: 60%

>3 Bergeron, R. J.; Burton, P. S.; Mcgovern, K. A.; Kline, S. J.; Reagents for the Selective Acylation of
Spermidine, Homospermidine, and Bis[3-aminopropyl]-amine. Synthesis, 1981, 9, 732-733.
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'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 1.35 (s, 18H, C(CHs)3), 1.48 (m, 4H, NCH,CH,CH:N),
1.64 (m, 16H, NCH,CH,CH,N), 2.10 (s, 12H, CHs), 2,24 (br, 16H, NCH,CH,CH,N), 2.40
(m, 4H, NCH,CH,CH,N), 2.90 (m, 4H, CH,NHCOO), 3.49 (br, 2H, NCH,Ar + 16H,
CH,NH(sq)), 6.76 (br, 2H, CH,NHCOO), 7.0-7.8 ppm (br, 5H Ar + 8H, NH). *C-RMN (75
MHz, D,0+HCl): & = 27,2, 28,7, 37,9, 42,0, 42,1, 50,4, 54,5, 54,9, 58,0, 78,2, 78,5, 127,2,
128,5, 129,2, 139,5, 156,3, 168,1, 182,5. HRMS (ESI) calc. para 1336,8116 (M+Na®;
C67H107N15Na012+) encontrado: 1336,8148.

C5(N-bencilo) 25:

El procedimiento seguido para la sintesis de esta oligoescuaramida ciclica es similar al
habitual, a partir de 477 mg de la oligoescuaramida 24 (0,36 mmol) y 54 ul de
escuarato de dietilo 1 (0,36 mmol).

La oligoescuaramida 24 se disuelve en H,0 (15 ml) y HCl 3M (1,1 ml, 3,3 mmol) y se
agita a 50 °C durante 5 horas. La solucion resultante se deja enfriar y se anade
lentamente Na,CO; hasta conseguir un pH de 9. El disolvente se evapora y el crudo se
disuelve en DMSO (2 ml) y MeOH (40 ml). La disolucién se filtra y posteriormente se
afade el escuarato de dietilo 1 disuelto en MeOH (10 ml). La mezcla de reaccion se
mantiene en agitacién durante 72 horas.

El MeOH se concentra hasta obtener un residuo con DMSO, que se diluye afadiendo
una disolucidn acuosa del 5% de Na,COs (20 ml). Esta disolucién se extrae con CHCl; (4
x 15 ml) y CHCl3/tBuOH (50:50) (2 x 15 ml). Los extractos orgdnicos se secan sobre
Na,SO, y se evapora el disolvente. El sélido resultante se cristaliza con una mezcla de
CH,Cl,:Et,0 (30:70) para obtener la oligoescuaramida ciclica 25 como un sélido
amarillo palido (303 mg, 0,25 mmol). Rdto: 70%

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢): & = 1,67 (m, 20H, CH,CH,CH,), 2,14 (m, 12H, NCHs), 2,38
(m, 20H, NCH,CH,CH,NH), 3,03 (m, 2H, NCH,(CgHs)), 3,50 (m, 20H, NCH,CH,CH,NH),
7,2-8,2 (m, 10 + 5H, CH,NH(sq) + CH,(CgHs)). **C-RMN (75 MHz, DMSO-dg): & = 27,8,
42,7, 44,0, 52,5, 55,9, 131,4, 131,9, 132,6, 133,4, 170,3, 182,9. HRMS (ESI) calc. para
1192,6990 (M+H"; Cs1HgoN15010") encontrado: 1192,6969.
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[N-N’-Bis-(2-cianoetil)]-Leucina 27:

Sintetizado segun se describe en la bibliografia.*® Rdto: 45%
[N-N’-Bis-(2-aminopropil)]-Leucina 28:

O

OH
HoN o~ N~ NH2

Sintetizado segun el método de reducciéon descrito en la bibliografia ligeramente
modificado, afiadiendo a 0,5 g de 27 (2,1 mmol), 0,6 ml de KOH 10,8 M (6,5 mmol) y
0,8 gde Ni—Raney.54

La elaboracion del producto se lleva a cabo evaporando el disolvente y solubilizando el
crudo en t-BuOH. La fase organica se lava con NaOH 1M (3 x 15 ml) y se elimina el
disolvente, obteniendo la diamina 28 como un aceite. Rdto: 98%

'H-RMN (300 MHz, D,0): & = 0,79 (d, 6H, CH(CH),), 1,29 (m, 4H, CH,CH,CH.,),
1,45 (m, 3H, CH,CH(CHs),), 2,38 (m, 4H, CH,N), 2,55 (t, 4H, CH,NH,), 2,97 (s, 1H,
NCHCOOH).

Oligoescuaramida-2(N-Leucina) 29:

0 o) o o) 0
g on_ 11
BocHN” >""N">""N N NN /\/\ITI/\/\NHBOC

N
| H H H H

Se obtiene del mismo modo que la oligoescuaramida 8, utilizando como reactivos de
partida la diamina derivada de la leucina 28, y el semiéster 6 como mddulo de
crecimiento. Rdto: 50%

> Burk, M. J.; de Koning, P. D.; Grote, T. M.; Hoekstra, M. S.; Hoge, G.; Jennings, R. A.; Kissel, W. S.; Le, T.
V.; Lennon, I. C.; Mulhern, T. A.; Ramsden, J. A.; Wade, R. A.; An Enantioselective Synthesis of (S)-(+)-3-
Aminomethyl-5-methylhexanoic Acid via Assymmetric Hydrogenation. J. Org. Chem., 2003, 68, 5731-
5734.
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Oligoescuaramida-4(N-Leucina) 30:

o) 0 o) o) o o) 0 o) o)
g g on J{ g
| |

N NH
H

N N N
KL H H H H H J)
ITI/\/\NHBOC BocHN™ "N

Se sintetiza siguiendo el procedimiento habitual de elongacién de oligoescuaramidas
utilizando como reactivo de partida la oligoescuaramida 29. Rdto: 70%

(S)-2-([N,N-Bis-(2-cianoetil)]Jamino)-4-metilpentanoato de 2-(trimetilsilil)etil 33:

0 |
.~
QONS.\

N
N///\/ \/\\\N

La reaccion de condensacion se lleva a cabo segun el procedimiento descrito en la
bibliografia con algunas modificaciones.”

Una mezcla de 1,0 g de 27 (4,2 mmol), 0,747 g de trimetilsilil etanol (TMSE) 32 (6,3
mmol) y 51 mg de DiMAP (0,4 mmol) disueltos en 30 ml de CH,Cl, anhidro, se afiaden
gota a gota y en atmdsfera de argdn sobre otra disolucién de 1,303 g de DCC (6,3
mmol) en 15 ml de CH,Cl, anhidro, en un bafio de agua-hielo y con agitacién
constante. Acabada la agitacion se retira el bafio y se deja a temperatura ambiente
durante la noche.

El crudo de reaccién, en forma de suspensién, se filtra y concentra, obteniendo un
crudo que se purifica mediante cromatografia en columna de silica utilizando como
fase movil un 100% inicial de hexano y variando esta proporcion hasta un 70% de
hexano en AcOEt.

El producto obtenido se disuelve en EtOH y se concentra a 60 °C y 400 mbar de
presion. Se obtiene de esta forma el nitrilo 33 (1,287 g, 3,81 mmol). Rdto: 90%

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): & = 0,05 (s, 9H, Si(CHs)3), 0,95 (dd, 6H, (CHs),CH), 1,00 (dd,
2H, CH,Si), 1,58 (m, 2H, CHCH,CH), 1,78 (m, 1H, (CHs),CH), 2,48 (t, 4H, (CH,CH,),N),
3,02 (m, 4H, NCCH,CH,), 3,37 (dd, 1H, NCHCOO), 4,19 (dd, 2H, COOCH,CH,). *C-RMN
(75 MHz, CDCl5): & = -1,53, 17,9, 18,6, 22,1, 23,1, 24,8, 39,4, 47,9, 62,2, 63,3, 118,5,
173,4. HRMS (ESI) calc. para 360,2078 (M+Na’; Ci7H3:N3NaO,Si*) encontrado:
360,2083.

> Kai, T.; Sun, X. L.; Faucher, K. M.; Apkarian, R. P.; Chaikof, E. L.; Design and Synthesis of Asymmetric
Acyclic Phospholipid Bolaamphiphiles. J. Org. Chem., 2005, 70, 2606-2615.
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(S)-2-([N,N-Bis-(2-aminopropil)]Jamino)-4-metilpentanoato de 2-(trimetilsilil)etil 34:

i |
O/\/SI\
HoN A~ N~ NH;

Se utilizan las mismas condiciones que las usadas para la obtencion de la amina 28,
utilizando como producto de partida 0,7 g del nitrilo 33 (2,07 mmol), KOH (0,42 ml 10,8
M, 4,6 mmol) y Ni-Raney (1,1 g). El crudo de la reduccién se filtra y el filtrado se lava
con H,0 y EtOH. Se elimina el etanol de la disolucién a presién reducida y la disolucién
acuosa resultante se lava CH,Cl, (3 x 15 ml). Los extractos organicos se lavan
posteriormente con una disolucién de HCl a pH 3 (3 x 15 ml). Se secan con Na,SO, vy al
afiadir Et,0 precipita el producto. Se aisla el producto 34 por filtraciéon (0,32 g, 0,93
mmol). Rdto: 45%

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): & = 0,04 (s, 9H, Si(CHs)3), 0,90 (dd, 6H, (CHs),CH), 0,99 (dd,
2H, CH,Si), 1,47 (m, 2H, CHCH,CH), 1,58 (m, 4H, CH,CH,CH,), 1,65 (m, 1H, (CHs),CH),
2,50 (t, 4H, (CH,CH,),N), 2,71 (m, 4H, NH,CH,), 3,38 (t, 1H, NCHCOO), 4,16 (dd, 2H,
COOCH,CH,).

Oligoescuaramida-2(N-Leucina-TMSE) 35:

0 o) \g/i o) 0
pm o If{
BocHN” >""N">"N N NN NSNT""NHBoc

N
| H H H H |

Este producto se obtiene del mismo modo que la oligoescuaramida 8, utilizando como
productos de partida la diamina derivada de la leucina protegida 34 (0,2 g, 0,7 mmol),
y el semiéster 6 como unidad de crecimiento (0,59 g, 1,5 mmol). Rdto: 15%

'H-RMN (300 MHz, CDCls): & = 0,04 (2H, CH5?), 0,88 (6H, CH5%), 1,43 (18H, CH5"), 1,6-2,0
(13H, CH.E, CH,", CH,', CH%), 2,2 (6H, CH3%), 2,4 (8H, CH,}), 2,5 (4H, CH,"), 2,8 (2H, CH,),
3,2 (4H, CH,)), 3,35 (1H, CH"), 3,8 (8H, CH,™), 4,1 (2H, CH,®).
o /9\/S|i/a
o) o) no ; h
b gy om j\;/[ P o
BocHN™ >"N">""N NN
i | h H Hm
d
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Oligoescuaramida-4(N-Leucina-TMSE) 36:

NH

N N N N
KL H H H H H H J)
ITI/\/\NHBOC BocHN™ "N

o) 0 o) o) 0 o) 0 o) o)
g g o It g
| |

Se sintetiza siguiendo el procedimiento habitual de elongacién de oligoescuaramidas
utilizando como reactivo de partida la oligoescuaramida 35 (43 mg, 43 umol), HCI 5%
(0,43 ml, 0,26 mmol) y el médulo de crecimiento 6 (39 mg, 0,1 mmol). Rdto: 33%

3,3’-(1,7-heptandiildiimino)bis[4-etoxi-3-ciclobuten-1,2-diona] (40):

(e} O (0} o]

Se obtiene segun el procedimiento descrito en la bibliografia.48

C5(c;) 41:

Se sintetiza siguiendo el procedimiento descrito para la oligoescuaramida ciclica 16,
utilizando como productos de partida la oligoescuaramida 9 (0,4 g, x 0,4 mmol) y el
diéster 40 (0,15 g, 0,4 mmol). Rdto: 30%

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,27 (m, 6H, NHCH,CH,(CH,)3), 1,48 (m, 4H,
NHCH,CH,(CH,)3), 1,64 (m, 16H, NCH,CH,CH,N), 2,09 (s, 12H, NCHs), 2,29 (m, 16H,
CH,NCH,), 3,48 (m, 20H, CH,NH(sq)), 7,47 (s, 10H, NH). *C-RMN (75 MHz, D,0-HCl): &
= 27,9, 32,6, 42,8, 43,9, 47,1, 55,9, 170,4, 170,7, 183,4, 184,1. HRMS (ESI) calc. para
1101,6568 (M+H"; CssHgsN14010°) encontrado: 1101,6580.
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N-terc-butoxicarbonil-1,3-diaminopropano 43:

H,N" >""NHBoc

Se sintetiza segln el procedimiento catalitico descrito para la obtencién de la diamina
monoprotegida con el grupo Boc 4, utilizando como producto de partida la 1,3-
propandiamina 42 (9,1 g, 122 mmol), anhidrido Boc 3 (5,4 g, 24,4 mmol) y &cido
sulfamico (0,24 g, 2,4 mmol). Rdto: 90%

'H-RMN (300 MHz, CDCls): 6 = 1,31 (br, 2H, NH,), 1,44 (s, 9H, C(CHs)3), 1,61 (m, 2H,
CH,CH,CH,), 2,76 (t, 2H, NH,CH,), 3,21 (q, 2H, CH,NHBoc), 4,87 (br, 1H, NHBoc). *C-
RMN (75 MHz, CDCls): & = 28,6, 33,4, 38,6, 39,8, 79,3, 156,3.

N-terc-butoxicarbonilmetionina 45:

O

- OH
NHBoc

Sintetizado segun el procedimiento descrito en la bibliografia.*’

2-([N-terc-butoxicarbonillamino)-N-(3-[N-terc-butoxicarbonil]aminopropil)-4-
(metiltio)-butanamida 46:

O

NHB
oc\i\m/\/\NHBoc

EN

La condensacién se ha realizado siguiendo las condiciones descritas para el producto
33, utilizando como productos de partida el acido 45 y la amina 43.

Una disolucion de 1,0 g de metionina protegida 45 (4,01 mmol), 0,7 g de diamina
monoprotegida 43 (4,02 mmol) y 50 mg de DiMAP (0,41 mmol) disueltos en CH,Cl,
anhidro (30 ml) se aflade gota a gota sobre otra disolucién de 1,076 g de DCC (5,2
mmol) en CH,Cl; anhidro (10 ml) a 0 °C en atmdsfera de argdn. La mezcla se mantiene
a esa temperatura durante 2 horas y posteriormente 12 horas a temperatura
ambiente. La solucidn se filtra y se evapora el disolvente a sequedad. El residuo se
suspende en Et,0 (10 ml) y se filtra. La adicién de hexano a la disolucién de Et,0
resulta en la precipitacién de 46 como un sélido blanco (1,138 g, 2,81 mmol). Rdto:
70%

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): & = 1,44 (s, 18H, C(CHs)3), 1,62 (m, 2H, NHCH,CH,CH,), 1,92
(m, 1H, CHCH,CH,S), 2,11 (m, 1H, CHCH,CH,S), 2,11 (s, 3H, SCHs), 2,55 (m, 2H,
CH,CH,NHCOO), 3,15 (m, 2H, CH,CH,S), 3,31 (m, 2H, CONHCH,CH,), 4,20 (m, 1H,
NHCHCONH), 4,9 (s, 1H, NHCOO), 5,2 (s, 1H, NHCOO), 6,7 (s, 1H, CONH). *C-RMN (75
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MHz, CDCls): 6 = 15,4, 15,5, 28,5, 28,6, 30,4, 36,1, 37,1, 66,0, 77,4, 156,6, 157,2, 171,9.
HRMS (ESI) calc. para 428,2195 (M+Na®; C1gH3sN3NaOsS*) encontrado: 428,2198.

Oligoescuaramida-2(Met-cs3) 48:

o} O

(6]
H H
| j;/[
BocHN/\/\N/\/\” H/\/\” NHN\/\/T\/\/NHBOC
(0] (e}
S.

Se obtiene del mismo modo que el oligdmero 8, utilizando como productos de partida
la diamina derivada de la metionina 46, y el semiéster 6 como unidad de crecimiento.

En primer lugar se desprotege la diamina 46. Para ello, 1,117 g del compuesto 46 (2,05
mmol) se suspenden en una mezcla de H,0 (30 ml) y MeOH (20 ml). Se afiade 6,6 ml
de HCl 3M hasta la completa disolucién del producto (19,8 mmol). La disolucion se
mantiene a 50 °C durante 2 horas y otras 12 a 40 °C. Una vez alcanzada la temperatura
ambiente se lleva lentamente a pH 9-10 mediante la adicién de Na,CO; sélido. El
disolvente se concentra a sequedad y el residuo obtenido se disuelve en EtOH (10 ml) y
se filtra. Esta disolucién se adiciona gota a gota sobre una disolucién del mdédulo de
crecimiento 6 (1,59 g, 4,3 mmol) con Na,COs (2,12 g, 20 mmol) en EtOH (20 ml). La
reaccidon se mantiene en agitaciéon durante 16 horas y posteriormente se concentra el
disolvente y el residuo se disuelve en CH,Cl, (20 ml). Esta disolucidn se lava con H,0 (2
x 10 ml), una disolucién acuosa saturada en NaCl (10 ml), y se seca sobre Na,SO,. El
disolvente se concentra y el sélido resultante se suspende en Et,0 (3 x 20 ml) y se filtra
obteniendo una vez acabado el proceso de purificacidn el oligdmero 48 como un sélido
amarillo palido (1,473 g, 1,72 mmol). Rdto: 84%

IH-RMN (300 MHz, CDCl3): & = 1,42 (s, 18H, C(CHa)3), 1,64 (br, 4H, NCH,CH,CH,N), 1,83
(br, 6H, NCH,CH,CH,N), 2,08 (br, 5H, CH,CH,SMe + SCHs), (m, 1H, CHCH,CH,S), 2,20 (s,
6H, NCHs), 2,40-2,56 (br, 8H, CH,NCHs, CHCONHCH,), 3,15 (br, 8H, CH,NHCO,
CH,CH,S), 3,71 (br, 6H, CH,NHCOO), 4,70 (br, 1H, NHCHCONH), 4,9-5,4 (br, 3H,
NHCOO0), 7,9 (br, 4H, NHCO). *C-RMN (75 MHz, CDCls): & = 15,7, 27,3, 28,6, 30,1, 39,2,
41,9, 43,3, 55,2, 77,3, 156,5, 167,6, 182,6. HRMS (ESI) calc. para 852,5017 (M+H";
CaoH70N90sS*) encontrado: 852,5017.
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Oligoescuaramida-4(Met-c3) 49:

o) o)
|~~~ j;/( i N N N NHB
BocHN N N N N j/f\( \/\/| oc
H H H
2 o o)
S\

2

Se sintetiza del mismo modo que el oligédmero 48 utilizando como reactivo de partida
1,0 g de la oligoescuaramida 48 (1,17 mmol) y 0,91 g del mddulo de crecimiento 6
(2,46 mmol), usando 3,1 ml de HCI 3M (9,4 mmol) para la desproteccién de los grupos
amino. El producto 49 se obtiene como un sélido blanco (0,758 g, 0,59 mmol). Rdto:
50%

'H-RMN (300 MHz, DMSO-de): & = 1,33 (s, 18H, C(CHa)3), 1,46 (br, 2H, CH,CH,S), 1,63
(br, 18H, NCH,CH,CH,N), 2,00 (s, 3H, SCHs), 2,08 (s, 6H, NCH), 2,08 (s, 6H, NCHs), 2,2-
2,3 (br, 20H, (CH,),NCHs, CH,NHCOCH, CH,S), 2,89 (m, 4H, CH,NHCOO), 3,47 (br, 14H,
CH,NH(sq)), 4,63 (br, 1H, NHCHCONH), 6,76 (br, 3H, CHCONHCH, + NHCO), 7,50 (br,
8H, NH(sq)). C-RMN (75 MHz, DMSO-de): & = 14,6, 27,0, 28,2, 28,5, 38,2, 41,6, 54,1,
54,1, 54,2, 54,2, 54,6, 77,3, 155,5, 167,8, 182,3. HRMS (ESI) calc. para 1320,747
(M+Na"; Cs2H103N15Na013S") encontrado: 1320,8105.

C5(Met-c3) 50:

Se obtiene siguiendo el procedimiento descrito para la oligoescuaramida ciclica 16,
utilizando como productos de partida la oligoescuaramida 49 y escuarato de dietilo 1.

0,314 g del oligdmero 49 (0,24 mmol) se disuelve en H,0 (15 ml) con la ayuda de 1,0
ml de HClI 3M (3 mmol). La disolucién se mantiene a 50 °C durante 12 horas.
Posteriormente se enfria a temperatura ambiente y se lleva a pH 9-10 afiadiendo
Na,COs; sdlido. El disolvente se concentra a sequedad y el residuo se disuelve en EtOH
(10 ml) y se filtra. A la disolucién se le afladen 106 mg de Na,COs (1,0 mmol) y 45 mg
de escuarato de dietilo 1 (0,26 mmol) disuelto en EtOH (1 ml). La reaccion se agita a
temperatura ambiente durante 16 horas y posteriormente el disolvente se evapora a
sequedad. El crudo se disuelve en HCl 3M (2 ml) y se afiade a la disolucion NaOH 1M
hasta conseguir un pH 9. El precipitado obtenido se centrifuga, se seca y se lava con
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CH,CI, (5 ml), obteniendo la oligoescuaramida 50 como un sdlido de color amarillo
palido (0,1 g, 0,08 mmol). Rdto: 35%

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,62 (m, 18+1H, CH,CH,CH, + CHCH,H,CH,S), 2,00
(m, 3+1H, SCH5 + CHCH,H,CH,S), 2,07 (s, 12H, NCHs), 2,30 (m, 16, CH,N), 3,11 (m, 2H,
CH,CH,S), 3,48 (m, 18+2H, CH,NH(sq) + CH2NHCO), 4,60 (m, 1H, NHCHCONH), 8,12 (m,
6H, NH). *C-RMN (300 MHz, DMSO-d¢): & = 17,7, 31,6, 32,0, 33,9, 39,0, 44,6, 57,2,
58,0, 171,0, 185,3. HRMS (ESI) calc. para 1198,6166 (M+Na*; CsgHgsNisNaO11S")
encontrado: 1198,6171.

C6(met-c3) 51:

] ji

_i/N“_“ =g ?

Se obtiene siguiendo el procedimiento descrito para la oligoescuaramida ciclica 50,
utilizando como productos de partida 0,4 g de la oligoescuaramida 49 (0,31 mmol)
disuelta en MeOH, y 133 mg del diéster 5 (0,34 mmol). La purificacion del sdlido

resultante se realiza lavandolo con THF (2 x 5 ml) y acetona (2 x 5 ml), obteniendo la
oligoescuaramida 51 como un sélido amarillo palido (0,176 g, 0,13 mmol). Rdto: 41%

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,63 (m, 22+1H, CH,CH,CH, + CHCH,H,CH,S), 1,99
(m, 3+1H, SCH; + CHCH,HpCH,S), 2,09 (s, 15H, NCHs), 2,29 (m, 20H, CH,N), 3,12 (m, 2H,
CH,CH>S), 3,48 (m, 22+2H, CH,NH(sq) + CH,NHCO), 4,61 (m, 1H, NHCHCONH), 7,42 (m,
13H, NH). C-RMN (300 MHz, D,0+HCl): & = 16,9, 28,0, 31,8, 39,2, 42,7, 43,8, 55,9,
170,7, 175,3, 184,3. HRMS (ESI) calc. para 1399,7667 (M+H"; Cg7H103N15013S")
encontrado: 1399,7673.
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2.7.2 Tests de viabilidad

Los cultivos celulares de la linea Jeko-1 utilizados se mantienen en medio RPMI 1640,
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor y 100
unidades/ml de penicilina/estreptomicina. La suspension celular al principio de los
experimentos contiene aproximadamente 4x10° células/ml, realizando las diluciones
oportunas cuando es necesario. Las condiciones estandar de incubacién de las células
son de una temperatura de 37 °C y un 5% de CO,, utilizando para mantener estas
condiciones un incubador automatizado.

Las pruebas de viabilidad se han realizado con las oligoescuaramidas ciclicas derivadas
de la unidad escuaramida. Para todas ellas se prepararon disoluciones no inferiores a
100 mM en DMSO a las que se adicioné el mismo numero de equivalentes de HCI
como nitrégenos terciarios contiene la estructura. De esta forma se prepararon in situ
las correspondientes sales amodnicas de las oligoescuaramidas, lo que permite
aumentar su solubilidad en medios acuosos. A partir de estas disoluciones se han
realizado diluciones 1:10 en DMSO, obteniendo disoluciones a una concentracion 10
mM. A partir de éstas, se ha tratado 1 ml de células en suspensién a una concentracion
10 uM de oligoescuaramida ciclica (1 ul de disolucién 10 mM). Todos los ensayos se
han realizado por triplicado. Las células se incubaron con el compuesto evaluado
durante 48 o 72 horas segln el ensayo realizado. Una vez finalizado el periodo de
incubacién, la viabilidad celular de cada muestra se ha obtenido mediante ensayos de
cuantificacidon de ATP, utilizando el kit kuminiscente Cell Titer-Glo (Promega, Madison,
WI, USA), siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. Para ello se
traspasan 100 ul de cada cultivo a una placa ELISA de 96 pozos por triplicado. En cada
muestra se afnaden 100 pl de la disolucién de Promega y se realizan a continuacién las
medidas de luminiscencia por triplicado, asegurando de esta manera la estabilidad de
la sefial. Esta lectura se realiza mediante un lector de placas “Plate Chameleon™ 425-
104 Multilabel Counter” de Hidex. Los valores de luminiscencia son referenciados
respecto a las muestras sin tratar, obteniendo de esta forma un tanto por ciento que
corresponde a la viabilidad.

En todos los ensayos realizados se ha introducido la menor cantidad de DMSO posible
en los cultivos celulares, oscilando ésta entre un 0,05 y un 0,2%. Se ha comprobado
que la incorporacién de DMSO al medio celular no tiene ningln efecto téxico para las
células hasta una concentracién superior al 1%, proporcion que resulta dependiente de
la linea celular utilizada. Para corroborar la ausencia de toxicidad de la matriz, se
realizé un control donde se anadid al cultivo celular 1 pl de una disolucién de DMSO
(0,1% v/v) con una concentracién de HCl 10 uM, resultando inocua para las células
incubadas durante las 48 horas de realizacion de los ensayos de toxicidad.
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2.7.3 Ensayos de ICsq

A partir de las disoluciones madre obtenidas para realizar los tests de viabilidad se han
realizado diluciones en DMSO para obtener disoluciones con concentracién 10 mM, 2
mM, 0,2 mM y 0,02 mM.

A partir de estas disoluciones se han tratado los cultivos celulares (1 ml, 4x10°
células/ml) con las cantidades necesarias para obtener hasta diez condiciones
diferentes en un rango de concentraciones comprendido entre 0,01 y 200 uM de la
oligoescuaramida correspondiente.

Después de una incubacién durante 48 horas se ha procedido a la determinacién de la
viabilidad mediante el kit de cuantificacion luminiscente Cell Titer-Glo segun el
procedimiento descrito para realizar los tests de viabilidad. El tratamiento de los datos
se ha realizado con el software GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA) utilizando un modelo de inhibicion sigmoidal de pendiente variable.




2. Disefio, sintesis y evaluacidn bioldgica de oligoescuaramidas ciclicas

2.8 Coleccion de espectros de RMN de los productos relevantes

'H-RMN 18 (DMSO-d)
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'H-RMN 25 (DMSO-d)
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'H-RMN 41 (DMSO-d)
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Publicacion derivada de este capitulo:

“Cyclosquaramides as Kinase Inhibitors with Anticancer Activity”

Priam Villalonga, Silvia Fernandez de Mattos, Guillem Ramis, Antonia Obrador-Hevia,
Angel Sampedro, Carmen Rotger, and Antoni Costa.

ChemMedChem 2007, 7, 1472-1480.

Abstract

We report the synthesis and biological evaluation of a new series of oligosquaramide-based
macrocycles as anticancer agents. Compound 7, considered as representative of this series,
exhibited significant antiproliferative activity against the NCI-60 human tumor cell line panel,

with 1Csgvalues ranging from 1 to 10 um. The /

results show that sensitivity to cyclosquaramides s o

is clearly dependent on cell type, underscoring a —"\ 1 n=3
degree of biological selectivity. The observed $NH H HN— 2 n=4
antiproliferative effects appear to be related to /\/\/\ -

deregulation of protein phosphorylation, as NH HN-3

compounds 7 and 8are effective inhibitors of

é_
R
o N 0
several important kinases such as ABL1, CDK4, o%}w(\/ \/\HN<}O
NH HN

CHK1, PKC, c-MET, and FGFR, among others. The 4 n=0; R=Me
corresponding acyclic oligosquaramides and v
smaller  cyclosquaramides did not show (\\ ) 7 SiRoMe
antitumor activity, suggesting that a macrocyclic MeN\ﬁVH H\///NMG 2 :zg R-te
structure with minimal molecular size plays a key j/f\( '
role in the observed antitumor activity. & o n
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3. Sondas moleculares fluorescentes

3.1 Introduccion

La elucidacion de los diferentes procesos metabdlicos y cambios estructurales que
tienen lugar en las células ha sido objeto de investigacién durante las Gltimas décadas.
El conocimiento que aportan estos estudios permite, por ejemplo, el disefio de
farmacos mas especificos o la deteccion de desérdenes en el metabolismo.

Para llevar a cabo este tipo de estudios es necesario la localizacion espacial de
determinados compuestos como pueden ser metabolitos, iones, proteinas o
secuencias de nucledtidos. No menos importante es su cuantificacion, estudio de su
transporte o su evolucién a lo largo del tiempo. Para ello, se recurre al uso de los
llamados marcadores celulares o sondas. Generalmente, se trata de compuestos
capaces de unirse de forma especifica covalentemente o mediante interacciones
supramoleculares a los compuestos objetivo y de emitir una sefial para su deteccién,
cuantificacién y seguimiento. Dicha sefal puede seguirse mediante diferentes técnicas
instrumentales como la microscopia de fluorescencia o la autoradiografia,
dependiendo del tipo de marcadores utilizados. En general podemos agrupar los
marcadores mas utilizados en dos categorias: luminiscentes y radioactivos.

3.2 Marcadores celulares

Los marcadores radioactivos se basan en el uso de radioisétopos como el *H (tritio)*® o
el 32P. Esta técnica, desarrollada en la década de 1930 y que le valié el premio Nobel de
Quimica a George de Hevesy en 1943, proporciona métodos robustos y reproducibles
en aplicaciones que requieren mucha sensibilidad y/o resolucién. La técnica aplicada a
los estudios bioldgicos consiste primero en el dopaje con los marcadores radioactivos,
como pueden ser el nucledsido *H-timidina o nucledtidos marcados con *2P en el caso
de marcadores de ADN/ARN. Posteriormente a su administracién, las sondas se
incorporan al metabolismo de la célula, pudiendo realizar una exposicién de la sefial
sobre un film sensible a la sefial radioactiva o bien sobre pantallas de fdsforo,
obteniendo la distribucidon del marcador en la célula. Sin embargo, a pesar de sus
ventajas, su aplicacidon se estd limitando, debido principalmente a las medidas de
seguridad y el coste necesarios para su manipulacion, asi como para el deshecho de los
residuos. Otro inconveniente a tener en cuenta es el breve tiempo de vida media de
estos marcajes.57

El segundo tipo de marcadores son los luminiscentes. La luminiscencia se consigue
mediante la excitaciéon electronica a un estado excitado de un compuesto y su
posterior relajacién al estado fundamental, liberando en este proceso fotones. Se

> Koehler, J. K.; Muhlethaler, K.; Freywyssling, A.; An Improved Technique for Producing Thin Films and
Its Application to 3H-Thymidine-LabeIed Maize Nuclei. J. Cell Biol., 1963, 16, 73-80.

> Osborn, J.; A review of radioactive and non-radioactive-based techniques used in life science
applications — Part I: Blotting techniques. Life Science News, 2000, 6, Amersham Biosciences, 1-4.
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puede subclasificar la luminiscencia en funcidon de la naturaleza de la energia que
provoca la excitacién, como la quimioluminiscencia®® o la fotoluminiscencia entre
muchas otras opciones.

La quimioluminiscencia consiste en una emisién de fotones generados a partir de una
reaccidon quimica, donde uno de los productos se obtiene en un estado excitado que al
relajarse provoca la emisién. Su principal ventaja es que presenta una muy buena
sensibilidad. Habitualmente requiere de un catalizador o activador, dando una
respuesta muy rapida y breve en el tiempo. Estas caracteristicas hacen que la técnica
sea muy adecuada para aplicaciones rapidas que requieren una alta sensibilidad, como
por ejemplo los ensayos de viabilidad llevados a cabo en el capitulo anterior. Sin
embargo, son totalmente desaconsejadas para aquellas donde se requiere
precisamente que la respuesta sea estable en el tiempo, como por ejemplo la
microscopia.”

La fotoluminiscencia engloba aquellos procesos por los cuales la emisién de fotones se
genera a partir de una excitacién anterior, provocada también por fotones, pudiendo
diferenciar la fluorescencia y la fosforescencia en funcidn de la duracién de la emisién.

De estas, la técnica fotoluminiscente que mas esta evolucionando en los ultimos afios
para el marcaje en sistemas bioldgicos es la fluorescencia. El mayor avance en este
campo ha sido, principalmente, la mejora en la calidad de la instrumentacion, con mas
resolucién espacial y mayor capacidad de manipulaciény analisis.®® Un ejemplo de este
hecho es la concesidn del premio Nobel de Quimica en el afio 2014 a los investigadores
E. Betzig, S. W. Hell y W. E. Moerner, por sus avances en el campo de la microscopia de
fluorescencia. Esto ha permitido desarrollar aplicaciones como la detecciéon de la
interaccion entre proteinas, acumulacién de metabolitos especificos en determinados
o6rganos o la localizacién espacial de diferentes organulos celulares mediante

anticuerpos especificos.57'61

Ademas, nuevos procesos sintéticos, asi como el uso de
nuevos nucleos fluorescentes, permiten la modulacion de las propiedades
espectroscépicas de éstos para adaptarse a las condiciones particulares de cada

. .z 2
aplicacién.®

Un ultimo tipo de marcadores, aunque menos utilizados, son las sondas colorimétricas.
Estas acostumbran a aprovechar determinadas cualidades de las células para provocar
cambios en el espectro de absorcidn de las sustancias, permitiendo cuantificar la

>% CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay — Technical Bulletin. Promega Corporation.

> Dodeigne, C.; Thunus, L.; Lejeune, R.; Chemiluminiscence as diagnostic tool. A review. Talanta, 2000,
51, 415-439.

% Lukinavigius G.; Johnsson, K.; Fluorescence microscopy: Strategic blinking. Nature Chem., 2014, 6, 663-
664.

ot Loudet, A.; Burgess, K.; BODIPY Dyes and Their Derivatives: Syntheses and Spectroscopic Properties.
Chem. Rev., 2007, 107, 4891-4932.

62 Lavis, L. D.; Raines, R. T.; Bright Ideas for Chemical Biology. ACS Chem. Biol., 2008, 3, 142-155.
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sustancia que provoca la sefial. Un ejemplo de este tipo de sondas es la publicada por
W. Lu y colaboradores (Fig. 44).%®

Célula tumoral con

L
receptores de membrana
wi Ay
ceee s, sobreexpresados
AL
<« AXA:.:A}.g N g -
VY >
A AL
x . 7
v |
*
Nanoparticula 4+ X
funcionalizada » ~ 4 Reconocimiento entre
con anticuerpos ol sustrato y receptor

Figura 44 — Representacion gréfica de las nanoparticulas funcionalizadas con anticuerpos especificos. La
. .y . .y . .z . 63
interaccion resultante provoca un cambio en la coloracién de la disolucién de violeta a azulado.

En este caso nanoparticulas funcionalizadas con anticuerpos sobreexpresados en una
linea tumoral especifica permite detectar un cambio de intensidad del color al
interaccionar la nanoparticula con el receptor de membrana.

HOOC COCH

cu? OH" Proteina

Cu?*

Esquema 34 — Funcionamiento del kit de ensayo de proteinas BCA, mediante la adiciéon de una
disolucién basica de Cu** y dcido bicinconinico.*

Otra alternativa a este tipo de ensayos colorimétricos es la que proporciona el kit de
ensayo de proteinas BCA (Acido Bicinconinico) (Esquema 34).°* En este caso una
disolucién basica de Cu®* es internalizada en la célula formandose un complejo entre el
cu® y las proteinas, seguido de una reduccion de este cu* a cu' por parte de
determinados residuos de aminoacidos como cisteina, cistina, triptéfano o tirosina. En
estas condiciones el BCA forma un complejo de color morado con el Cu®, pudiendo
detectar mediante colorimetria la cantidad de proteina presente en funcién de la
intensidad de la sefal.

Los ejemplos mencionados permiten detectar y, en ocasiones, cuantificar una
determinada variable, células tumorales en un caso o proteina total en el segundo, sin
embargo esta técnica no permite obtener una distribucién espacial del analito
marcado en la célula, por lo que no se pueden catalogar como sondas.

63 Lu, W.; Arumugam, S. R.; Senapati, D.; Singh, A. K.; Arbneshi, T.; Afrin, S.; Yu, K. H.; Ray, P. C;
Multifunctional Oval Shape Gold Nanoparticle Based Selective Detection of Breast Cancer Cells Using
Simple Colorimetric and Highly Sensitive Two-Photon Scattering Assay. ACS Nano, 2010, 4, 1739-1749.

% B9643 Technical Bulletin. Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA.
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3.3 Fluorescencia

Como se ha comentado anteriormente, la fluorescencia consiste en una emisién de
fotones, del orden de milisegundos, provenientes de la energia desprendida por la
transicion de electrones de un estado excitado a un estado fundamental, consiguiendo
este estado excitado mediante la absorcién de fotones.

Desde un punto de vista electrénico la fluorescencia se representan en un diagrama de
Jablonski (Fig. 45).

Absorcion Fluorescencia Fosforescencia

Relajacion
interna
S no-radiante Reconversion

! § I/
N—T

Energia

Abs “Em LEI\:

Longitud de onda

Figura 45 — Diagrama de Jablonski donde se representan las principales transiciones energéticas que dan
lugar a la fluorescencia y fosforescencia.

Partiendo del estado fundamental singlete So, y mediante la absorcion de energia
electromagnética, un electrén es excitado a un estado energético singlete, S;.

En casos favorables, el espin del electrén excitado es de sentido contrario al situado en
el orbital Sy. De este modo, la relajacién del electrén se puede producir en cuestién de
nanosegundos, liberando en este proceso un fotédn de longitud de onda de energia
igual a la diferencia energética entre ambos orbitales.

Un proceso relacionado con la fluorescencia es el proceso de fosforescencia.
Comparten el principio fisico y en muchas ocasiones coexisten. En este caso, el
electrén excitado en S; sufre un proceso de conversion interna a un estado triplete T,
con la misma orientacién de espin que So. De esta forma la relajacidon rapida no esta
permitida, dando lugar a un proceso lento, que abarca desde milisegundos a varios
segundos de duracion, y liberando igualmente fotones en este proceso, de una
longitud de onda auin menor que en el caso de la fluorescencia.

Como se puede observar en el diagrama anterior, la energia del proceso de excitacidon
serd mayor o en su caso extremo igual, a la del proceso de relajacidn, lo que se traduce
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en una longitud de onda mayor para la emisidon. Esta diferencia energética es lo que
define el desplazamiento de Stokes, caracteristico de cada fluordoforo vy
correspondiente a la diferencia entre los maximos de las bandas de absorcion y
emision.

Existen procesos competitivos que pueden disminuir la poblacién del nivel excitado,
tales como “quenching”,®® el efecto FRET (Férster Resonance Energy Transfer), o la
fosforescencia sin ir mas lejos, los cuales disminuyen o inhiben totalmente la
fluorescencia.

3.3.1 Quenching

El término “quenching” define cualquier proceso que disminuye la intensidad de
fluorescencia de una muestra. Se pueden diferenciar entre procesos dinamicos vy
estaticos (Fig. 46).

13

Em.

3
Exc. ¢ [
.,LLL l + Ec. Stem-Volmer
. ]U

LIk 1,/
[ g0
\ 0

Fluoréforo “Quencher”
excitado
Exc. Em. Exc. Em.
‘—|_L—h " +
Fluoroforo Complejo
“Quencher”

Figura 46 — Representacion esquematica de los procesos de “quenching”dinamico y ecuacién de Stem-
Volmer (arriba) y “quenching” estatico (abajo).

Ill

Los procesos dindamicos corresponden al “quenching” por colisién. Esto ocurre cuando
un fluordéforo excitado colisiona contra un atomo o molécula que puede facilitar Ia
transiciéon al estado fundamental de una forma no radiante. Este efecto es
proporcional a la concentraciéon de “quencher” segun la ecuacién de Stem-Volmer, que
relaciona el cociente entre la intensidad de fluorescencia en presencia (/) o ausencia

(I°) de “quencher”, el tiempo de vida de la emisidn (to), y el coeficiente de actividad (k)

65 . . . . . ; . ~ . .y .

El término quenching, de origen inglés, se puede traducir al espafiol como extincidn o apagamiento.
Sin embargo, con el fin de preservar el significado que ya tiene esta palabra en nuestro idioma y evitar
confusidn, se usard en su forma inglesa.
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y concentracion ([/Q]) del “guencher”. Algunos ejemplos de sustancias que pueden
provocar este efecto son el oxigeno (0,), el ion yoduro (I) o la acrilamida.

Cuando en lugar de una colisién se establece un complejo entre dos moléculas en el
cual el estado fundamental no es fluorescente se estda hablando de “quenching”
estdtico. La magnitud del efecto responde a la constante de asociacién del complejo y
lo que se produce es una disminucién en el nimero de moléculas disponibles para el
proceso de fluorescencia.

Ademds de estos procesos, existen otros factores que pueden derivar en un
“quenching” aparente, denominados efectos de filtro interno y esquematizados en las
figuras 47 y 48.%°

]FI IFI IFI‘! IH. IF]

Intensidad de fluorescencia

rer, Concentracion

Figura 47 - Efectos de filtro interno debidos a la concentracién de la muestra.

Los efectos de filtro interno pueden deberse a la concentracién de forma que a medida
qgue la radiacién de excitacion (sefialada en rojo en la figura anterior) atraviesa una
muestra concentrada, ésta va perdiendo intensidad debido a la absorcion del propio
fluoréforo, observandose una menor emisién en el punto mas alejado de la fuente. Al
utilizar disoluciones diluidas, esta disminucion de la fluorescencia en funciéon de la
distancia a la fuente es mucho menor, observdndose una respuesta practicamente
lineal.

Intensidad

IE‘I\\

Absorcion
Longitud de onda

Figura 48 — Representacién del efecto que produce un desplazamiento de Stokes muy pequefio.

® Pparker, C. A.; Rees, W. T.; Correction of fluorescence spectra and measurement of fluorescence
quantum efficiency. Analyst, 1960, 85, 587-600.
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Cuando se utilizan fluordforos con un desplazamiento de Stokes muy pequefio puede
darse otro efecto de filtro interno. En este caso, como se muestra en la figura 48, la
excitacion de la muestra a una longitud de onda 1 (rojo), y que se corresponde con el
maximo de absorcidn, provoca la emision de fotones con la particularidad de que en la
banda de emisién estd incluida la longitud de onda de excitacion 1, debido al
solapamiento de las bandas de excitacién y emision (zona rayada del espectro). En este
caso la respuesta observada es, en la mayoria de los casos, menor a la esperada. Sin
embargo, al excitar a una longitud de onda de excitacién 2, de mayor energia que 1, y
fuera de la zona de solapamiento, los fotones emitidos no corresponden a esta
longitud de onda de excitacién, provocando la seial esperada.

Los procesos de “quenching” implican una reduccién de la intensidad de fluorescencia
observada, sin embargo este efecto puede ser beneficioso. Las aplicaciones que ha
tenido el proceso de transferencia de energia por resonancia de Forster, FRET (Forster
Resonance Energy Transfer), es un ejemplo de ello (Fig. 49), permitiendo el estudio de
interacciones supramoleculares temporal y espacialmente mediante el uso de un

s sy . s 7
fluoréforo y un “quencher” estatico o bien de dos fluoréforos.®” ¢% ¢

Fluoréforo 1 Fluoroforo 2

Exc. Em.
L’th 3
o
=

Conjugado

Figura 49 — Proceso FRET entre dos fluoroforos diferentes.

En el caso del proceso FRET entre dos fluoréforos, existe una transferencia de energia
del estado excitado del fluoréforo 1 al fluoréforo 2, al coincidir la energia de la emisidon
del fluoréforo 1 con la de absorcién del fluoréforo 2, provocando por tanto una
emisién de este segundo fluoréforo. Este efecto depende en gran medida de la
distancia entre los fluoréforos, que debe ser entre 2 y 9 nandmetros, por lo que deben
estar unidos covalentemente o interaccionando con un mismo sustrato.

Un dltimo tipo de “quenching” es la transferencia electrdnica fotoinducida, PET (de sus
siglas en inglés, Photoinduced Electron Transfer). En este proceso existe una

%7 Lakowicz, J. R; Principles of Fluorescence Spectroscopy. Second Edition. Kluwer Academic/Plenum
Publishers, 1999.

68 Berney, C.; Danuser, G.; FRET or No FRET: A Quantitative Comparison. Biophys. J., 2003, 84, 3992-
4010.

6 Hildebrandt, L. L.; Preus, S.; Zhang, Z.; Voigt, N. V.; Gothelf, K. V.; Birkedal, V.; Single Molecule FRET
Analysis of the 11 Discrete Steps of a DNA Actuator. J. Am. Chem. Soc., 2014, 136, 8957-8962.
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transferencia de electrones de un donador a un aceptor, afectando a los niveles
energéticos encargados de la fluorescencia. Este efecto es sensible a la distancia y es el
gue se puede observar en las escuaramidas. El anillo escuaramidico se comporta como
donador, sobrepoblando los niveles energéticos del fluoréforo.”

3.3.2 Rendimiento cuantico

Un parametro importante de la fluorescencia es la efectividad del proceso, lo que se
denomina rendimiento cuantico. Se representa por la letra griega phi mayuscula (®) y
se define como la proporciéon entre el nimero de moléculas que emiten un fotén
después de ser excitadas directamente por la fuente.”*

Este pardmetro, caracteristico de cada fluoréforo en unas condiciones determinadas,
puede utilizarse para la determinaciéon de la sensibilidad de métodos de anlisis
fluorimétricos o la determinacion de la pureza de una muestra entre otras
aplicaciones.71 Actualmente, el rendimiento cuantico se usa como una medida de la
eficiencia de procesos luminiscentes, bien sea en sondas fluorescentes, laseres, 2
células fotovoltaicas’ o puntos cuanticos.”

El rendimiento cudntico abarca valores entre 0 y 1, asignandose el valor 0 cuando no
se observa fluorescencia y 1 cuando cada fotdén absorbido por una molécula se
convierte en otro foton.

El calculo de este valor no es algo trivial y debido a las limitaciones técnicas de la
instrumentacion comun, tales como la ausencia de una sefal de referencia constante,
se suele recurrir al cadlculo mediante comparacidon con otra sustancia de rendimiento
cudntico conocido, llamada estandar (Fig. 50).%°

70 Prohens, R.; Martorell, G.; Ballester, P.; Costa, A.; A squaramide fluorescent ensemble for monitoring
sulfate in water. Chem. Commun., 2001, 1456-1457.

& Demas, J. N., Crosby, G. A.; The measurement of Photoluminiscence Quantum Yields. A review. J.
Phys. Chem., 1971, 75, 991-1024.

72 Kumari, S.; Sahare, P. D.; Photoluminiscence studies of stilbene laser dye incorporated mesoporous
silica nanoparticle (MSN) with sulphur dioxide. J. Porous Mater., 2014, 21, 45-52.

7 Park, S. H.; Roy, A.; Beaupré, S.; Cho, S.; Coates, N.; Moon, J. S.; Moses, D.; Leclerc, M.; Lee, K.; Heeger,
A. J.; Bulk heterojunction solar cells with internal quantum efficiency approaching 100%. Nature
Photonics, 2009, 3, 297-302.

7 Michalet, X.; Pinaud, F. F.; Bentolila, L. A.; Tsay, J. M.; Doose, S.; Li, J. J.; Sundaresan, G.; Wu, A. M.;
Gambhir, S. S.; Weiss, S.; Quantum Dots for Live Cells, in Vivo Imaging, and Diagnostics. Science, 2005,
307, 538-544.
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Figura 50 - Obtencion del rendimiento cudntico por comparacién con un estandar de valor conocido.

Para ello, el estandar, con un rendimiento cudntico conocido en unas condiciones
determinadas, y la muestra, se excitan a una longitud de onda determinada,
obteniendo los espectros de emisidn. Al relacionar la energia absorbida por ambas
sustancias y la energia emitida se puede obtener el rendimiento cudntico de la
muestra.

El proceso de fluorescencia depende en gran medida de variables como el disolvente,
la concentracién o la temperatura, ademds de la longitud de onda de excitacion, por
tanto, para definir correctamente un rendimiento cudntico, esta informacién adicional
debe estar indicada para poder caracterizar la sustancia.

3.3.3 Ventajas y aplicaciones de la fluorescencia en sistemas biolégicos

Al haber descartado las técnicas radiolégicas por motivos de coste y seguridad, se
puede plantear la comparacion entre la fluorescencia y la absorcién de luz. La principal
ventaja que presenta la primera sobre la segunda radica en la propia técnica. Mientras
que la espectrometria de absorcidn mide la disminucion en la intensidad de un haz de
luz respecto a una referencia, la fluorescencia detecta la luz respecto a un fondo
ausente de ésta, consiguiendo de esta forma un aumento notable en el limite de
deteccién, pudiendo llegar en condiciones favorables de fluorescencia a

concentraciones entre 108 y 101 M.’

La cuantificacion de la fluorescencia se debe realizar mediante la realizacidon de rectas
de calibrado ya que al contrario que la absorbancia, el valor absoluto obtenido
depende Unicamente del instrumento y de la [dmpara utilizadas. De este modo, no se
pueden fijar unos valores de fluorescencia especificos para una determinada sustancia
a una concentracion dada, haciendo necesario el término de rendimiento cuantico
explicado anteriormente.

La fluorescencia ha ido ganando importancia en aplicaciones clinicas, bioldgicas o
ambientales gracias a su capacidad para aportar protocolos rapidos y de bajo coste.
Gracias a la fluorescencia, en la segunda mitad de la década de los 80 se desarrollaron
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aplicaciones tan importantes en la biologia como la secuenciacién de ADN,’® el marcaje
de geles de electroforesis o inmunoensayos fluorescentes, también denominada
inmunofluorescencia.’®

La combinacién de técnicas de senalizacidon especificas en sistemas bioldgicos y el
aumento de sensibilidad que se puede conseguir con la fluorescencia, han impulsado
el uso de técnicas como la microscopia confocal de fluorescencia. Esta técnica dptica
es apropiada para incrementar la nitidez y contraste de una micrografia mediante el
uso de un sistema de lentes y filtros que elimina de la imagen proyectada la zona fuera
de foco. Si bien la técnica no es aplicable unicamente a fluorescencia, es con ésta con
quien ha obtenido su mayor aplicacién en el dmbito de la investigacion.”’

3.4 Sondas moleculares fluorescentes

El término sonda fluorescente se refiere a una molécula que absorbe luz de una
longitud de onda especifica y que emite luz, tipicamente a mayor longitud de onda, y
qgue se utiliza para estudiar muestras bioldgicas. Los fluoréforos pueden enlazarse o
conjugarse a otra molécula o resto molecular no fluorescente cuya misidén es la de
dirigir al fluoréforo hacia su destino en el caso de sondas bioldgicas, o bien la
encargada del reconocimiento en el caso de sondas puramente analiticas.

Las sondas fluorescentes se pueden clasificar en funcién del nicleo fluorescente que
contienen.

3.4.1 Clasificacion de fluoroforos

Desde el punto de vista bioquimico, se puede establecer una primera clasificacion
general en fluoréforos intrinsecos y extrinsecos.

Los fluoréforos intrinsecos son aquellos que se encuentran naturalmente en los
sistemas vivos, tales como cadenas laterales de aminoacidos (por ejemplo triptéfano o
fenilalanina), cofactores enzimaticos (flavinas o NADH), o las clorofilas entre otros (Fig.
51).

7 Smith, L. M.; Sanders, J. Z.; Kaiser, R. J.; Hughes, P.; Dodd, C.; Connell, C. R.; Heiner, C.; Kent, S. B. H.;
Hood, L. E.; Fluorescence detection in automated DNA sequence analysis. Nature, 1986, 321, 674-679.

76 Hicks, J. M.; Fluorescence immunoassay. Hum. Pathol., 1984, 15, 112-116.

7 Boyde, A.; Bibliography on Confocal Microscopy and Its Applications. Scanning, 1994, 16, 33-56.
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Figura 51 - Fluordforos intrinsecos.

Los residuos de los aminoacidos de triptéfano y tirosina son los principales
responsables de la fluorescencia en las proteinas. Sin embargo, ésta se ve disminuida
debido a la interaccién con otras cadenas peptidicas. En cuanto a sus aplicaciones, la
fluorescencia del triptéfano se ha utilizado para identificar cambios conformacionales
en proteinas’® o la interaccién con ligandos debido a la dependencia de ésta en
funcién del medio en el que se encuentra.”

El grupo de fluoréforos con mas interés quimico es el de los fluoréforos extrinsecos,
aquellos que no estan presentes de forma natural en los organismos, tales como
fluoresceinas o BODIPYs entre otros. Estos permiten estudiar procesos o estructuras
que no presentan fluorescencia intrinseca, como lipidos, o bien aquellos en los cuales
la fluorescencia intrinseca no es adecuada, como el ADN, con un rendimiento cuantico
extremadamente bajo.%°

La eleccién del nucleo fluorescente depende de las propiedades que se quieran
observar, como por ejemplo la variacién del pH, la longitud de onda de excitacion-
emisidn, o las posibilidades de derivatizacion.

Para dar una idea de la diversidad existente en este aspecto, Molecular Probes ofrece
un amplio catdlogo con mas de 3000 referencias de marcaje celular, donde se alternan
tanto los fluoréforos como las diferentes estrategias de marcaje especificas para
grupos funcionales, moléculas, proteinas u organulos celulares entre otros.®

78 Hansen, S. B.; Radic, Z.; Talley, T. T.; Molles, B. E.; Deerinck, T.; Tsigelny, I.; Taylor, P.; Tryptophan
Fluorescence Reveals Conformational Changes in the Acetylcholine Binding Protein. J. Biol. Chem., 2002,
277,41299-41302.

7 Bian, Q.; Liu, J.; Tian, J.; Hu, Z.; Binding of genistein to human serum albumin demonstrated using
tryptophan fluorescence quenching. Int. J. Biol. Macromol., 2004, 35, 333-337.

80 Markovitsi, D.; Gustavsson, T.; Talbot, F.; Excited states and energy transfer among DNA bases in
double helices. Photochem. Photobiol. Sci., 2007, 6, 717-724.

8t Johnson, I.; Spence, M. T. Z.; The Molecular Probes® Handbook — A Guide to Fluorescent Probes and
Labeling Technologies. 11" Ed. Molecular Probes Inc., Eugene, OR. 2010.
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3.4.2 Derivatizacion de fluoréforos

Un fluoréforo requiere de ciertos grupos funcionales que le permitan unirse
covalentemente a la molécula que se desea marcar de forma fluorescente. Por ello es
necesario obtener derivados funcionalizados de los nucleos fluorescentes. Este
proceso se denomina derivatizacidn. La derivatizacién también permite modular sus
propiedades para hacerlo mas adecuado a la aplicacion deseada. A continuacion se
describen, a modo de ejemplo, dos fluoréforos muy comunes y diferentes estrategias
gue se han seguido para obtener derivados.

3.4.2.1 Fluoresceina

El grupo de las fluoresceinas abarca multitud de compuestos que se caracterizan por
poseer una estructura tipo xanteno, sustituida en las posiciones 3’ y 6’ por dos
alcoholes y en la posicién 9’ por un grupo fenilo sustituido a su vez en la posicién 3 por
un acido carboxilico capaz de formar una lactona con la posicién 9’ del xanteno. La
fluoresceina presenta tres pKj, 2,08, 4,31 y 6,43, que corresponden a cuatro estados
de ionizacion diferentes, desde la forma dianidnica a la forma catidnica en funcién del
pH del medio. El estado de ionizacién mas importante desde el punto de vista
fotoquimico es una estructura doblemente anidnica responsable de la fluorescencia
caracteristica (Esquema 35). En este estado, en medio NaOH 0,1 M, el coeficiente de
extincion molar (€) a 492 nm es de 76900 M™*cm™, y el rendimiento cudntico de 0,93.%2

PKy' pK,2 O pK,?

COOH 208 COOH 431 coo 643
\ \ L, O

HO OH* HO HO (o) o ©

Esquema 35 - Equilibrios acido-base de la fluoresceina en funcién del pH y numeracién de su estructura.

La fluoresceina presenta un maximo de absorcién a 492 nm y su rendimiento cuantico
es proximo a 1 a pH superiores a 8. El maximo de emision se situa en los 517 nm y
dado que el maximo de excitacion/absorcién esta a 492 nm, el desplazamiento de
Stokes es de 25 nm.

8 Sjoback, R.; Nygren, J.; Kubista, M.; Absorption and fluorescence properties of fluorescein.

Spectrochim Acta A, 1995, 51, 7-21.
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A pesar de sus cualidades fluorescentes la fluoresceina, presenta tres inconvenientes.
(1) Experimenta una fotodegradacién muy acusada; (2) es un fluoréforo cuyas
propiedades espectroscdpicas dependen del pH de la disolucién. Con un pK, de 6,4, a
pH fisioldgico existe una gran proporcién de fluoresceina que se encuentra en su forma
monoanidnica, con una fluorescencia mucho menor (® = 0,37), restando sensibilidad a
los ensayos. Por ultimo (3), la conjugacion del fluoréforo con proteinas conlleva un
“quenching” notable respecto al fluoréforo libre, que se incrementa a medida que la
relacion proteina-fluoréforo aumenta.®

A pesar de los inconvenientes mencionados, algunos derivados de la fluoresceina
siguen siendo muy usados como reactivos de derivatizaciéon en citologia e
inmunofluorescencia. Desde un punto de vista quimico la fluoresceina es
particularmente apropiada para formar conjugados con péptidos, proteinas,

nucledtidos, oligonucledtidos, drogas, hormonas, lipidos, y otras biomoléculas.?*8!

Las modificaciones mas habituales que se suelen realizar en el anillo de fluoresceina se
introducen ya en los reactivos previos a la obtencién del anillo de xanteno. De esta
forma, se obtienen principalmente derivados sustituidos en las posiciones 2’, 7/, 5y 6.
Las sustituciones en el anillo de xanteno acostumbran a modificar las propiedades
espectroscépicas (Fig. 52), mientras que las realizadas en el anillo de benceno suelen
deberse a fines de derivatizacién, usualmente obteniendo en esas posiciones un grupo
carboxilico o su version activada en forma de éster de succinimida, lo que da lugar a la
5(6)-carboxifluoresceina, o un residuo de isotiocianato, lo que generarda la
correspondiente tiourea al reaccionar con aminas libres.

Figura 52 — Izquierda: BCECF. La longitud de onda de emision de este fluoréforo depende del pH de la
disolucion, sin disminuir notablemente la fluorescencia en medios acidos. La comparacidén con patrones
externos permite obtener un valor de pH en funcidn de su espectro de emisidon. Derecha: Oregon Green
488. Presenta un pK, de 4,8 para el grupo fendlico, lo que hace su fluorescencia insensible a los cambios
de pH fisioldgicos habituales. Presenta una gran resistencia a la fotodegradacion.

En la bibliografia se pueden encontrar multitud de ejemplos del uso de sondas
moleculares con nucleos de fluoresceina y sus derivados para muy diversas
aplicaciones.®

8 Sun, W. C.; Gee, K. R.; Klaubert, D. H.; Haugland, R. P.; Synthesis of Fluorinated Fluoresceins. J. Org.
Chem., 1997, 62, 6469-6475.

84 Haugland, R. P.; Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals. 6™ Ed. Molecular Probes
Inc., Eugene, OR. 1996.

119




Oligoescuaramidas ciclicas: sintesis y actividad bioldgica

El primer ejemplo que se detalla es la monitorizacion de la dinamica del calcio
citoplasmaﬁtico.85 Para ello un derivado de la fluoresceina, en concreto el fluoréforo 2-
metil TokyoMagenta, se conjuga con un quelante especifico de Ca**, BAPTA,
obteniendo un conjugado fluorescente en presencia de Ca®*, con una ratio de
activacion de 16:1. Esta sonda se ha utilizado para obtener un mapa del citoplasma
celular donde queda reflejada la concentracion de Ca?* en funcién de la intensidad de

H o T - ,
N o} N k BAPTA: Acido 1,2-bis
@ i o) (o-aminofenoxi)etano
N 0" X0 -N,N,N',N'-tetraacético
%‘T\%o-

00

fluorescencia (Fig. 53).

TokyoMagenta

Figura 53 — Estructura de la sonda de Ca2+ obtenida por T. Egawa y colaboradores.®

Otro ejemplo de aplicacion de sondas fluorescentes en sistemas biolégicos con nucleos
de fluoresceina es el presentado por Nishijima y colaboradores al estudiar la
permeabilizacion celular de poliamidas en funcién de su tamafio.®® En este caso, a
partir de la FITC (fluoresceina 5-isotiocianato), mediante el acoplamiento del grupo
isotiocianato con un grupo amino de la poliamida se obtiene el polimero marcado. La
intensidad de la fluorescencia intracelular medida mediante citometria de flujo
permite valorar la efectividad de la internalizacion (Fig. 54).

Figura 54 — Estructura modelo de las poliaminas utilizadas por S. Nishijima y colaboradores. X: CH, NH.%

> Egawa, T.; Hirabayashi, K.; Koide, Y.; Kobayashi, C.; Takahashi, N.; Mineno, T.; Terai, T.; Ueno, T.;
Komatsu, T.; Ikegaya, Y.; Matsuki, N.; Nagano, T.; Hanaoka, K.; Red Fluorescent Probe for Monitoring the
Dynamics of Cytoplasmic Calcium lons. Angew. Chem. Int. Ed., 2013, 52, 1-5.

8 Nishijima, S.; Shinohara, K.; Bando, T.; Minoshima, M.; Kashiwazaki, G.; Sugiyama, H.; Cell permeability
of Py-Im polyamide-fluorescein conjugates: Influence of molecular size and Py/Im content. Bioorg. Med.
Chem., 2010, 18, 978-983.
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Por ultimo se presenta un conjugado de fluoresceina y un compuesto antitumoral, la
camptotecina.?’ La camptotecina es un farmaco que se enlaza especificamente al
complejo formado por la topoisomerasa | y el ADN, induciendo un proceso apoptodtico.
La unidn entre el farmaco y el fluoréforo aporta la ventaja de disponer de una sonda
que permite seguir in vivo la localizacién del farmaco. Al ser éste especifico se obtiene
una representacion de la distribucion del receptor y por tanto de la accién localizada
del farmaco (Fig. 55).

Camptotecina

0
HOO \
0
0

Figura 55 — Estructura del conjugado farmaco-fluoréforo obtenido por A. Chevalier y colaboradores.®’

Cabe destacar en este punto, un grupo de fluoréforos muy habituales derivados de la
estructura de xanteno. Es el caso de las rodaminas, con aminas diferentemente
sustituidas en las posiciones 3’ y 6’. Esta familia de fluoréforos tiene unas propiedades
fotofisicas y una fotoestabilidad excelentes, lo que las hace muy recomendables para
su aplicacién en laseres, estandares de fluorescencia, asi como cualquier ensayo con
cultivos celulares. A pesar de sus propiedades, el principal inconveniente que
presentan es el alto coste de los isdmeros puros, o la necesidad de llevar a cabo
reacciones de derivatizacidn sobre los nucleos mdas econdmicos para permitir la
conjugacién con otras moléculas, aumentando de esta forma el numero de pasos
sintéticos a considerar a la hora de utilizarlos en sondas fluorescentes.®®

A modo de ejemplo, la sonda sintetizada por X. Zhang y colaboradores se sirve de dos
fluoréforos, rodamina y BODIPY, para, mediante la excitacién a una longitud de onda
fija, provocar un efecto FRET en presencia de Hg”" en células vivas (Esquema 36).%°

87 Chevalier, A.; Dubois, M.; Le Joncour, V.; Dautrey, S.; Lecointre, C.; Romieu, A.; Renard, P. Y.; Castel,
H.; Sabot, C.; Synthesis, Biological Evaluation, and in Vivo Imaging of the first Camptothecin-Fluorescein
Conjugate. Bioconjugate Chem., 2013, 24, 1119-1133.

88 Beija, M.; Afonso, C. A. M.; Martinho, J. M. G.; Synthesis and applications of Rhodamine derivatives as
fluorescent probes. Chem. Soc. Rev., 2009, 38, 2410-2433.

8 Zhang, X.; Xiao, Y.; Qian, X.; A Ratiometric Fluorescent Probe Based on FRET for Imaging Hg2+ lons in
Living Cells. Angew. Chem. Int. Ed., 2008, 47, 8025-8029.
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FRET

Ao = 488 nm W

Esquema 36 — Estructura de la sonda fluorescente rodamina-BODIPY que experimenta una aperturay
reorganizacion del anillo lactdmico en presencia de Hg2+.89

3.4.2.2 BODIPY

Este fluoréforo fue descrito por primera vez en 1968 por Treibs y Kreuzer.”® El nombre
de BODIPY proviene de la abreviacion de su nombre comun, boro dipirrometeno,
diferente a su nomenclatura IUPAC, 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno.

En cuanto a la numeracidon empleada en su anillo, segun la IUPAC, esta difiere de la del
anillo de dipirrometeno, lo que ha llevado a confusiones. Sin embargo, se pueden
definir las posiciones alfa (3, 5), beta (1, 2, 6, 7) y meso (8) del anillo, equivalentes en
ambas estructuras (Fig. 56).

meso

B ¢ B
D> —= GO =L
N\ _NH HN_7 =N HN_/ S/N\“B/N Y
FF

Dipirrometano Dipirrometeno f N
a o

BODIPY
Figura 56 - Nucleo y nomenclatura del BODIPY.
La sintesis del nucleo sin sustituyentes no fue descrita hasta 2009, curiosamente de

forma simultdnea, por tres grupos independientesgl' 9293 debido a la inestabilidad del
predecesor de dipirrometeno.

% Treibs, A.; Kreuzer, F. H.; Difluorboryl-Komplexe von Di- und Tripyrrylmethenen. Justus Liebigs Ann.
Chem., 1968, 718, 208-223.
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Las propiedades generales que presentan los fluordforos derivados de la estructura de
BODIPY son: elevados coeficientes de extincion molar, bandas de emisién muy
estrechas y con gran intensidad, con una presencia insignificante del proceso de
fosforescencia, lo que se traduce todo junto en rendimientos cuanticos muy elevados.
Los fluoréforos derivados de BODIPY acostumbran a ser insensibles al pH o la polaridad
del medio y son estables en condiciones fisioldgicas, sin embargo presentan una
limitada solubilidad en medios acuosos. Por el contrario son perfectamente solubles en
la mayoria de disolventes orgdnicos. La modulacién de su fluorescencia se logra
mediante funcionalizacion de los sustituyentes de las posiciones alfa y beta
preferentemente, obteniendo una banda de emisién en el visible entre 500 y 700 nm

con una gran fotoestabilidad y resistencia a la autoagregacién.m’94

Todos estos factores han popularizado el uso de este nucleo fluorescente en los
ultimos quince afios en aplicaciones tan diversas como marcadores biolc’)gicos,84
dispositivos electroluminiscentes,” laseres,”® interruptores fluorescentes,”’ sensores,’®
células fotovoltaicas,” y un largo etcétera.

La sintesis del fluoréforo se suele realizar a partir de anillos pirrdlicos con la sustitucion
deseada. Ademds también es posible derivatizarlos posteriormente en posiciones
especificas, especialmente las posiciones 2 y 6 mediante sustitucién electrofilica.

Este tipo de sustituciones permiten modular las frecuencias de emision de modo que
se obtiene una familia de fluoréforos con distintas propiedades y con emisiones que

o Schmitt, A.; Hinkeldey, B.; Wild, M.; Jung, G.; Synthesis of the Core Compound of the BODIPY Dye
Class: 4,4’-Difluoro-4-bora-(3a,4a)-diaza-s-indacene. J. Fluoresc., 2009 (Published Online 7-Dec-2008),
19, 755-758.

%2 Tram, K.; Yan, H.; Jenkins, H. A.; Vassiliev, S.; Bruce, D.; The synthesis and cristal structure of
unsubstituted 4,4.difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (BODIPY). Dyes pigments, 2009 (Published
Online 10-Mar-2009), 82, 392-395.

% Arroyo, I. J.; Hu, R.; Merino, G.; Tang, B. Z.; Pefia-Cabrera, E.; The smallest and One of the Brightest.
Efficient Preparation and Optical Description of the Parent Borondipyrromethene System. J. Org. Chem.,
2009 (Published Online 2-Jul-2009), 74, 5719-5722.

o Boens, N.; Leen, V.; Dehaen, W.; Fluorescent indicators based on BODIPY. Chem. Soc. Rev., 2012, 41,
1130-1172.

% Nguyen, Q. P. B.; Hwang, H. M.; Song, M. S.; Song, H. J.; Kim, G. H.; Kwon, J. H.; Shim, N. Y.; Chai, K. Y.;
Synthesis and Electroluminescent Properties of OLED Green Dopants Based on BODIPY Derivatives. Bull.
Korean Chem. Soc., 2014, 35, 1247-1250.

% Lépez Arbeloa, T.; Lopez Arbeloa, F.; Lopez Arbeloa, I.; Garcia-Moreno, |.; Costela, A.; Sastre, R.; Amat-
Guerri, F.; Correlations between photophysics and lasing properties of dipyrromethene-BF, dyes in
solution. Chem. Phys. Lett., 1999, 299, 315-321.

% Golovkova, T. A.; Kozlov, D. V.; Neckers, D. C.; Synthesis and Properties of Novel Fluorescent Switches.
J. Org. Chem., 2005, 71, 5545-5549.

%8 Niu, L. Y.; Guan, Y. S.; Chen, Y. Z.; Wu, L. Z; Tung, C. H.; Yang, Q. Z.; BODIPY-Based Ratiometric
Fluorescent Sensor for Highly Selective Detection of Glutathione over Cysteine and Homocysteine. J.
Am. Chem. Soc., 2012, 134, 18928-18931.

% Hayashi, Y.; Obata, N.; Tamaru, M.; Yamaguchi, S.; Matsuo, Y.; Saeki, A.; Seki, S.; Kureishi, Y.; Saito, S.;
Yamaguchi, S.; Shinokubo, H.; Facile Synthesis of Biphenyl-Fused BODIPY and Its Property. Org. Lett.,
2012, 14, 866-869.
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abarcan desde los 500 a los 700 nm e incluso sondas con frecuencias de emision en el

infrarrojo cercano (Fig. 57).'%
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Figura 57 — Coleccidén de estructuras BODIPY sustituidas en diferentes posiciones para modular la
emision de fluorescencia, y sus espectros de emisidn correspondientes.

Una de las variantes mds sencillas de obtener y con mejor rendimiento cuantico (0,97,
CH,Cl,) es el 1,3,5,7-tetrametil BODIPY derivado con un metilo en la posicion meso.
Este compuesto se sintetiza siguiendo un protocolo rapido y efectivo con un 70% de
rendimiento a partir de la condensacién de 2,4-dimetilpirrol y cloruro de acetilo y
posterior coordinacién con el complejo de BF; (Esquema 37 a).**

Sin embargo, es mucho mas sencillo derivatizar el nidcleo de BODIPY mediante la
introduccidn de sustituyentes en la posicidn meso, lo que habilita la sintesis mediante
el uso de aldehidos aromadticos funcionalizados y el uso de catalizadores acidos. El
inconveniente de esta metodologia es la necesidad de utilizar reactivos de oxidacién
posteriores a la condensacién, lo que provoca una disminucién considerable del

% Ni, Y.; Wu, J.; Far-red and near infrared BODIPY dyes: synthesis and applications for fluorescent pH

probes and bio-imaging. Org. Biomol. Chem., 2014, 12, 3774-3791.

101 Nepomnyashchii, A. B.; Broring, M.; Ahrens, J.; Bard, A. J.; Synthesis, Photophysical, Electrochemical,
and Electrogenerated Chemiluminescence Studies. Multiple Sequential Electron Transfers in BODIPY
Monomers, Dimers, Trimers, and Polymer. J. Am. Chem. Soc., 2011, 133, 8633-8645.
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rendimiento (40%) debido a la formacién de productos secundarios (Esquema 37 b).**

Los sustituyentes en la posicién meso no modifican en exceso las bandas de absorcién-
emisién, pero para aquellos casos en los que se introducen sustituyentes aromaticos si
que se puede observar una disminucion en el rendimiento cudntico. Este efecto, se
reduce al bloquear la rotacion libre del anillo aromatico introduciendo sustituyentes
voluminosos en las posiciones orto y meta preferentemente, evitando de esta forma la
conjugacién de los sistemas pi del fenilo y el BODIPY.

En los métodos de sintesis descritos anteriormente se obtienen nucleos de BODIPY
simétricos en cuanto a la sustitucién del anillo pirrélico. Una alternativa para obtener
nucleos asimétricos es la de emplear cetopirroles, para posteriormente realizar una

condensacidn catalizada por acidos de Lewis con otros pirroles (Esquema 37 c).'*

R3
R 1. CH,CI
X 4 2Ll
a) Ro \ + )\ — Ry
NH Cl 2. BF;-OEt,
R1
R3 R
|\\ 1. CH,Cl,
Ro—( ™ + —_—
b =
) \ N 2. Oxidacién
R CHO 3.BF3OEt, 2

1 POCI3/CH2CI2
2. BF5 OEt2
Esquema 37 - Estrategias de sintesis para nucleos de BODIPY simétricos mediante el uso de cloruros de

acilo (a) y aldehidos aromaticos (b), y para la obtencion de nucleos asimétricos mediante el uso de
cetopirroles (c).

A continuacién se han seleccionado algunas aplicaciones recientes que utilizan
derivados de BODIPY en el campo de la seiializacién molecular.

El primer ejemplo consiste en un conjugado con capacidad para detectar la presencia

104

de diendfilos tensionados en entornos fisiolégicos.”™ Para ello se ha aprovechado la

102 Li, J. S.; Wang, H.; Cao, L. W.; Zhang, H. S.; 8-Phenyl-(4-oxy-acetic acid N.hydroxysuccinimidyl ester)-

4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene as a new highly fluorescent-derivatizing
reagent for aliphatic amines in disease-related samples with high-performance liquid chromatography.
Talanta, 2006, 69, 1190-1199.

103 Jiao, L.; Yu, C.; Liu, M.; Wu, Y.; Cong, K.; Meng, T.; Wang, Y.; Hao, E.; Synthesis and Functionalization
of Asymmetrical Benzo-Fused BODIPY Dyes. J. Org. Chem., 2010, 75, 6035-6038.

104 Devaraj, N. K.; Hilderbrand, S.; Upadhyay, R.; Mazitschek, R.; Weissleder, R.; Bioorthogonal Turn-On
Probes for Imaging Small Molecules inside Living Cells. Angew. Chem. Int. Ed., 2010, 49, 2869-2872.
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capacidad de los derivados de tetrazinas para provocar procesos FRET no radiantes con
el BODIPY. Las tetrazinas reaccionan rapidamente con los diendfilos tensionados
mediante cicloadiciones Diels-Alder modificando la estructura de la tetrazina y de este
modo revirtiendo el proceso FRET. El aumento del rendimiento cudntico del BODIPY
después de la reaccién permite sefalizar la presencia de estos compuestos en el
interior de las células vivas (Esquema 38).

Excitaciéon Excitacion

OH

z=
|
Iz

Emision
FRET Emision no radiante

Esquema 38 — Estructura y funcionamiento de la sonda especifica para dienos obtenida por N. K.
. 104
Devaraj.

En el siguiente ejemplo, un nucleo de BODIPY se conjuga a través de un espaciador a
un sustrato especifico de una R-glucosidasa (GBA1), asociada con diversas
enfermedades, utilizando una metodologia tipo “click chemistry”.!®> En este caso, la
fluorescencia del BODIPY permanece siempre activa y permite detectar los lugares

donde existe una mayor acumulacion/deficiencia de esta enzima (Fig. 58).

Sustrato GBA1

o}
HO

HO-

Figura 58 — Estructura de la sonda especifica para GBA1 obtenida por W. W. Kallemeijn.105

En un ultimo ejemplo, el nucleo de BODIPY se ha usado para medir el pH intracelular a

1 ’
% En este caso el nucleo de

pesar de ser un fluoréforo insensible a los cambios de pH.
BODIPY se encuentra conjugado por la posicién meso a un calix[4]areno. De esta

forma, el conjugado experimenta una buena permeabilidad celular, buena retencién y

105 Kallemeijn, W. W.; Li, K. Y.; Witte, M. D.; Marques, A. R. A.; Aten, J.; Scheij, S.; Jiang, J.; Willems, L. |.;

Voorn-Brouwer, T. M.; van Roomen, C. P. A. A.; Ottenhoff, R.; Boot, R. G.; van der Elst, H.; Walvoort, M.
T. C.; Florea, B. I.; Codée, J. D. C.; van der Marel, G. A.; Aerts, J. M. F. G.; Overkleeft, H. S.; Novel Activity-
Based Probes for Broad-Spectrum Profiling of Retaining R-Exoglucosidases In Situ and In Vivo. Angew.
Chem. Int. Ed., 2012, 51, 12529-12533.

106 Han, F.; Xu, Y.; Jiang, D.; Qin, Y.; Chen, H.; A BODIPY-derived fluorescent probe for celular pH
measurements. Anal. Biochem., 2013, 435, 106-113.
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escasa citotoxicidad. El hecho de que sea permeable a la membrana celular permite
una homogénea distribucion del compuesto por toda la célula, pudiendo establecer
una relacidn entre el pH del medio vy la fluorescencia observada. Puesto que el nucleo
de BODIPY no responde a los cambios de pH, la desprotonacion de los fenoles y
consiguiente deslocalizacion del par de electrones resultante es la responsable de esta
variacion de la fluorescencia, disminuyendo ésta a medida que se incrementa la carga
electrénica sobre el sistema (Esquema 39).

> Fluorescencia < Fluorescencia

Esquema 39 — Estructura y funcionamiento de la sonda sensible al pH disefiada por F. Han.'®

Ninguna de estas sondas fluorescentes resulta de utilidad si no se internaliza de forma
efectiva en la célula para poder interaccionar con su receptor. Por este motivo
adquiere una vital importancia el hecho del transporte a través de la membrana.

3.5 Transporte trans-membrana

Una de las funciones de la membrana celular es controlar qué sustancias acceden
desde el exterior al interior de la celular y viceversa. Existen diferentes mecanismos de
transporte dependiendo de las caracteristicas de los compuestos transportados y de la
direccién del transporte.

El transporte pasivo es aquel que no depende de fuentes energéticas externas vy
obedece Unicamente al gradiente osmotico. Este tipo de transporte se da de tres
modos diferentes. El primero, mediante proteinas que forman canales en Ia
membrana, estrechos y altamente selectivos para iones como Na*, K" o CI". En segundo
lugar, mediante la difusién a través de la membrana. Esta forma de transporte es
utilizado por moléculas pequeiias y apolares, como el O, o el CO,, o altamente
hidrofébicas, como son determinados esteroides. Por ultimo, la difusidon facilitada
permite el paso de moléculas polares pequenas tales como azlcares o aminodcidos
mediante su reconocimiento.’”’

El transporte activo requiere la intervencidn de proteinas transportadoras y una fuente
de energia como el ATP. Un ejemplo de transporte activo primario es el que realiza la
bomba de protones. El transporte activo puede ser secundario cuando se cotransporta

107 Alberts, B.; Johnson, A.; Lewis, J.; Raff, M.; Roberts, K.; Walter, P.; Molecular Biology of the Cell. 5t

Ed. Garland Science. 2007.
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una molécula a favor del gradiente, generando energia que se aprovecha para

transportar en contra del gradiente otro compuesto.

Mediante transporte activo también se transportan macromoléculas (endocitosis),

fluidos extracelulares (macropinocitosis) o incluso particulas sélidas de mayor tamafio

(fagocitosis). Todos estos procesos se caracterizan por poseer diferentes receptores

que los estimulan, dando lugar a vesiculas intracelulares (Fig. 59):

.108

Fagocitosis: Especialidad de determinados tipos de células como macréfagos o
neutrofilos.

Endocitosis mediada por clatrina: Es el tipo mas conocido de endocitosis y
depende de la activacidon de unos receptores de membrana, las clatrinas, que
provocan toda una cascada de eventos que invaginan la membrana hasta
formar la prevesicula, que mediante unas GTPasas especificas, dinaminas,
cierran completamente las vesiculas. Estas maduran en el citosol fundiéndose
con endosomas tardios y posteriormente, tras el proceso de maduracion se
transforman en lisosomas.

Endocitosis mediante caveola: Se da en localizaciones especificas de la
membrana con alta densidad de colesterol y esfingolipidos. En estos lugares
existe una invaginacion preexistente, donde se localizan las caveolinas. El
proceso de formacién de la vesicula es similar al explicado en el caso de las
clatrinas. En cuanto a la evoluciéon, actualmente existe un amplio debate al
respecto de si evolucionan hacia lisosomas o no.*** °

Macropinocitosis: Se considera un mecanismo por el que se incorpora gran
cantidad de fluido y la activacion del proceso se asocia mds a sefales
secundarias que al propio cuerpo fagocitado.

108

Xiang, S.; Tong, H.; Shi, Q.; Fernandes, J. C.; Jin, T.; Dai, K.; Zhang, X.; Uptake mechanisms of non-viral

gene delivery. J. Control. Release, 2012, 158, 371-378.
109 Bengali, Z.; Rea, J. C.; Shea, L. D.; Gene expression and internalization following vector adsorption to
immobilized proteins: dependence on protein identity and density. J. Gene Med., 2007, 9, 668-678.

110

Kiss, A. L.; Botos, E.; Endocytosis via caveolae: alternative pathway with distinct cellular

compartments to avoid lysosomal degradation?. J. Cell. Mol. Med., 2009, 13, 1228-1237.
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Macropinocitosis

Endocitosis mediada
por clatrina Caveola

Z{U}

1 Macropinosoma

|

| ~~. Endosoma

temprano
C(:? Sustrato \, Caveolina
9 Trisquelién de clatrina ® Dinamina
Y  Receptordeclatring ~ © = “Raft” lipidico
Y Receptor de caveolina Actina

Figura 59 — Mecanismos de internalizacion mediante receptores de membrana.

Cuando de administra un compuesto exdgeno a un cultivo celular, el primer paso para
actuar sobre su diana es el reconocimiento por parte de los receptores implicados en
conseguir que el farmaco llegue a la diana. Este primer reconocimiento puede darse
extracelularmente o intracelularmente, pudiendo ser este primer reconocimiento el
responsable de su actividad farmacoldgica (Fig. 60).
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Figura 60 — Representacidon esquematica donde se representan los mecanismos de entrada basicos asi
como el reconocimiento intracelular (amarillo) o sobre membrana (verde). Otros analitos no pueden
difundir a través de la membrana ni disponen de receptores especificos (rojo).

Tanto el transporte activo como el pasivo han evolucionado durante millones de afios
para incorporar a la célula compuestos naturales. Sin embargo, la mayoria de
moléculas bioactivas usados en la actualidad son sintéticos o derivados de productos
naturales que no se internalizan de forma eficaz mediante los mecanismos expuestos.
La modificacion de sus propiedades estructurales para facilitar la internalizacion a
menudo conlleva una disminucidn del efecto bioldgico, por lo que se hace necesaria la
planificacion de estrategias adicionales para la internalizacién de los compuestos
manteniendo su actividad.

3.5.1 Internalizacion selectiva

Para introducir compuestos no naturales en las células se utilizan técnicas invasivas,

112 Estos métodos sin

como microinyeccién,111 permeabilizacién o electroporacion.
embargo conllevan una complicada optimizacién, ademas de provocar una reduccién

significativa de la viabilidad celular.

Existen alternativas que imitan estrategias de internalizacidon naturales, consiguiendo
de esta forma que estos procesos sean biocompatibles. Un ejemplo es el uso de los
péptidos de penetracion celular o CPPs (de sus siglas en inglés, Cell Penetrating
Peptide). Se trata de cadenas peptidicas presentes en ciertas proteinas, habitualmente
factores de transcripcion, que se encargan de facilitar el transporte de estos factores
por el interior celular asi como entre células.

m Zhang, Y.; Yu, L. C.; Microinjection as a tool of mechanical delivery. Curr. Opin. Biotechnol., 2008, 19,

506-510.
12 Cadossi, R.; Ronchetti, M.; Cadossi, M.; Locally enhanced chemotherapy by electroporation: clinical
experiences and perspective of use of electrochemotherapy. Future Oncol., 2014, 10, 877-890.
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El estudio de estos CPPs naturales ha llevado a identificar secuencias de no mas de 30
aminodcidos y aprovechar sus propiedades como transportadores moleculares.
Actualmente estas secuencias pueden derivar de secuencias naturales o
completamente artificiales, buscando aumentar la estabilidad y eficiencia del

transportador (Fig. 61).**®

HN NH3* HN NH3+

<wwdhwiwiui2

/( O
HN NH ]/ I\)L ,
NH +
+H3N/§NH s HN)\NH3+ HN NH,*

Pro-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Pro-Pro-Gin

Figura 61 — Estructura del CPP Tat, obtenido de la proteina Tat del VIH. Este CPP permite la
internalizacion de proteinas, péptidos, siRNA, liposomas o nanoparticulas. Hay que destacar la
proporcion de aminoacidos basicos que presenta respecto a otros aminoacidos.

Los CPPs se han utilizado como vectores de transporte trans-membrana para “cargas”
de diferente tamafio y naturaleza como plasmidos, péptidos, proteinas, liposomas,
nanoparticulas, puntos cuanticos, etc., mejorando el transporte transmembrana y el
trafico interno, facilitando de esta forma las interacciones con objetivo biolégico.***

Existen multitud de referencias que asocian la entrada de estos transportadores via
endocitosis,'*® asi como otras tantas gue indican lo contrario.**®

Independientemente del proceso de internalizacidn, su efectividad se ha atribuido a la
presencia de numerosos residuos basicos, principalmente argininas y lisinas. Se piensa
qgue los grupos guanidinio de las argininas interaccionan electrostaticamente con
grupos negativos presentes en la superficie de la membrana celular, activando de este

117, 118

modo las rutas de internalizacion. Sin embargo, los CPPs, al tratarse de péptidos

naturales, se degradan facilmente en medios fiosiolc')gicos.119

13 Heitz, F.; Morris, M. C.; Divita, G.; Twenty years of cell-penetrating peptides: from molecular

mechanisms to therapeutics. Brit. J. Pharmacol., 2009, 157, 195-206.

14 Margus, H.; Padari, K.; Pooga, M.; Cell-penetrating Peptides as Versatile Vehicles for Oligonucleotide
Delivery. Mol. Ther., 2012, 20, 525-533.

1> Richard, J. P.; Melikov, K.; Brooks, H.; Prevot, P.; Lebleu, B.; Chernomordik, L. V.; Cellular Uptake of
Unconjugated TAT Peptide Involves Clathrin-dependent Endocytosis and Heparan Sulfate Receptors. J.
Biol. Chem., 2005, 280, 15300-15306.

116 Ter-Avetisyan, G.; Tinnemann, G.; Nowak, D.; Nitschke, M.; Herrmann, A.; Drab, M.; Cardoso, M. C,;
Cell Entry of Arginine-rich Peptides Is Independent of Endocytosis. J. Biol. Chem., 2009, 284, 3370-3378.
w Wender, P. A.; Mitchell, D. J.; Pattabiraman, K.; Pelkey, E. T.; Steinman, L.; Rothbard, J. B.; The design,
synthesis, and evaluation of molecules that enable of enhance cellular uptake: Peptoid molecular
transporters. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2000, 94, 13003-13008.
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A pesar de la polémica en torno al método de internalizacion de los CPPs, es evidente
gue existe una activacion de determinados mecanismos de internalizacion mediante
interaccion electrostatica con oxoaniones de la membrana, tales como fosfatos vy
sulfatos, ademas de enlaces de hidrégeno.

Ademas de los CPPs existen alternativas que dan lugar a una internalizacién. Dos de los
agentes de internalizacién mads habituales son la biotina y el acido fdlico, cuyos
receptores estan dispuestos sobre la membrana celular, y cuyas aplicaciones se
describen en el siguiente capitulo.

En la bibliografia no existen antecedentes del estudio de la internalizacién de
escuaramidas a excepcion de los realizados con las oligoescuaramidas ciclicas sobre

membranas artificiales, indicando una mayor penetrabilidad del compuesto C5.%

Los estudios realizados sobre la inhibicién de cinasas han demostrado que las

121 En este sentido el

oligoescuaramidas ciclicas presentan una buena internalizacién.
comportamiento de las oligoescuaramidas se asemeja al de los CPPs. Las
oligoescuaramidas ciclicas, al igual que los CPPs, se encuentran parcialmente
protonadas a pH fisioldgico (7,4) ya que los valores de pK, para la oligoescuaramida C2

son de 7,9y 8,6 (Fig. 62).
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Figura 62 — Equilibrios de protonacion de la oligoescuaramida C2 con sus respectivos pK, y especiacion
simulada en funcién del pH.

18 Futaki, S.; Suzuki, T.; Ohashi, W.; Yagami, T.; Tanaka, S.; Ueda, Kunihiro, Sugiura, Y.; Arginine-rich

Peptides: An abundant source of membrane-permeable peptides having potential as carriers for
intracellular protein delivery. J. Biol. Chem., 2001, 276, 5836-5840.

119 Holm, T.; Raagel, H.; El Andaloussi, S.; Hein, M.; Mae, M.; Pooga, M.; Langel, U.; Retro-inversion of
certain cell-penetrating peptides causes severe cellular toxicity. BBA-Biomembranes, 2011, 1808, 1544-
1551.

120 Giner-Casares, J. J.; Keller, J.; Rotger, C.; Costa, A.; Brezesinski, G.; Mechanism of Action of Cyclic
Oligosquaramides on DPPC Phospholipid Monolayers. ChemPhysChem., 2012, 13, 453-458.

121 Villalonga, P.; Fernandez de Mattos, S.; Ramis, G.; Obrador-Hevia, A.; Sampedro, A.; Rotger, C.; Costa,
A.; Cyclosquaramides as Kinase Inhibitors with Anticancer Activity. ChemMedChem, 2012, 7, 1472-1480.
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Debido a esta similitud entre las oligoescuaramidas y los CPPs, junto con los

antecedentes de escuaramidas como receptores de aniones en medio acuoso tales

122,123,124

como sulfato y fosfato, es interesante conocer las interacciones que puede

establecer la oligoescuaramida ciclica con modelos de fosfatos de membrana (Fig. 63).

Figura 63 — Optimizacion computacional de la interaccidon entre la oligoescuaramida C2 y un grupo
fosfato. La interaccion se produce mediante enlaces de hidrégeno entre los NH escuaramidicos y los
oxigenos del fosfato.

122 Pifia, M. N.; Soberats, B.; Rotger, C.; Ballester, P.; Deya, P. M.; Costa, A.; Selective sensing of

competitive anions by non-selective host: The case of sulfate and phosphate in water. New J. Chem.,
2008, 32, 1919-1923.

123 Delgado-Pinar, E.; Rotger, C.; Costa, A.; Pifla, M. N.; Jiménez, H. R.; Alarcon , J.; Garcia-Espafia, E.;
Grafted squaramide monoamine nanoparticles as simple systems for sulfate recognition in pure water.
Chem. Commun., 2012, 48, 2609-2611.

124 Jin, C.; Zhang, M.; Wu, L.; Guan, Y.; Pan, Y.; Jiang, J.; Lin, C.; Wang, L.; Squaramide-based tripodal
receptors for selective recognition of sulfate anion. Chem. Commun., 2013, 49, 2025-2027.
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3.6 Objetivos

Los resultados obtenidos en el capitulo anterior sobre la actividad antitumoral de los
compuestos oligoescuaramidicos ciclicos y los indicios de un posible reconocimiento
sobre la membrana incitan a profundizar en el estudio de la internalizacién de estos
compuestos. La fluorescencia ha sido la técnica seleccionada en este capitulo para
realizar los estudios de distribucidn celular de las oligoescuaramidas, utilizando para
ello un conjugado oligoescuaramida ciclica-fluoréforo. Este conjugado permitird el
estudio de la permeabilidad celular y el trafico intracelular de las oligoescuaramidas
mediante microscopia de fluorescencia y microscopia confocal.

Se fijan por tanto los siguientes objetivos para este capitulo:

e Sintetizar y caracterizar un conjugado oligoescuaramida ciclica-fluoréforo,
estable en medio fisioldgico.

e Determinar la capacidad de los conjugados oligoescuaramida ciclica-fluoréforo
para atravesar la membrana celular y la evolucién que experimentan mediante
microscopia confocal de fluorescencia.

e Estudiar la interaccién de las oligoescuaramidas ciclicas con modelos de
fosfatos presentes en la membrana, permitiendo establecer una relacidn
directa entre un posible reconocimiento y la interaccién con compuestos
fosforilados presentes sobre la membrana celular.
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3.7 Resultados y discusion

Para la obtencidon del conjugado oligoescuaramida ciclica-fluoréforo se eligié el
compuesto C2 13. Esta eleccidon se debe, en primer lugar, a la facilidad de sintesis. En
este caso las modificaciones estructurales necesarias para la derivatizacion del
macrociclo no implican una elongacion de los oligdmeros, lo que incrementaria los
pasos de sintesis y por tanto un menor rendimiento general. El segundo motivo, mas
importante para lograr el objetivo propuesto, es la despreciable citotoxicidad que
presenta esta oligoescuaramida ciclica (Fig. 64).

0} O

\ /\/\Nj\;/[ -H

. N
H ]/f\( \— Espaciador | Fluoréforo

Figura 64 — Representacién esquematica de las unidades que constituyen la sonda fluorescente
oligoescuaramidica disefiada a partir de la oligoescuaramida ciclica C2.

No se puede confirmar que el mecanismo de accion de la oligoescuaramida C2 sea
exactamente el mismo que el que presenta mayor citotoxicidad, C5 16. Sin embargo, la
naturaleza oligomérica de estos compuestos hace prever una gran similitud ya que el
tipo de interacciones supramoleculares que puedan darse son similares. En ambos
casos se trata de interacciones que se originan en los nitrégenos terciarios
parcialmente protonados y en las unidades escuaramidicas via enlaces de hidrégeno.

3.7.1 Sintesis de las sondas fluorescentes
3.7.1.1 Sintesis de la oligoescuaramida ciclica apta para la conjugacion con fluoréforos

Aprovechando la sintesis modular de las oligoescuaramidas se disefid un mddulo con
una cadena adicional. Este nuevo médulo se ha incorporado a la estructura de la
oligoescuaramida C2 obteniendo un macrociclo funcionalizable, comun para diferentes
sondas fluorescentes (Esquema 40).
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Esquema 40 — Sintesis de la oligoescuaramida 54, seleccionada para la preparacién de las sondas
fluorescentes.

Tal y como se muestra en el esquema 40, uno de los dos grupos amino de la 1,3-
propildiamina 42 se ha protegido con el grupo terc-butoxicarbonil (Boc). Seguidamente
una doble adicidn tipo Michael de la diamina monoprotegida sobre el acrilonitrilo 20,
proporciona el intermedio 52 susceptible de ser reducido mediante hidrogenacién
catalitica con Ni-Raney en medio bdsico para obtener la triamina monoprotegida 53.
Esta triamina presenta la distancia adecuada y la misma capacidad de formar enlaces
de hidrégeno que la amina utilizada como espaciador en el capitulo 2 para la sintesis
de oligoescuaramidas ciclicas.

La metodologia de sintesis desarrollada aqui resulta mas eficaz que la estrategia ldgica
de realizar una monoproteccién sobre la triamina tris(3-aminopropil)amina. Ademas
de ser un producto costoso, la monoproteccidon de esta triamina esta descrita en Ila
bibliografia realizando primero una doble proteccién con bencilcarbamatos,
monoproteccion de la amina restante con el grupo Boc y posterior hidrogenacion
catalitica para eliminar los bencilcarbamatos, obteniendo un rendimiento global del
41% (Esquema 41).'* El procedimiento descrito en esta Tesis permite obtener la
triamina monoprotegida 53 con un rendimiento global del 88%, usando ademas para
ello productos comerciales asequibles.

125 Raymond, K. N.; Xu, J.; Pham, T. A.; Macrocycles, W02013187971 A3.
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Esquema 41 — Sintesis propuesta por K. N. Raymond para la obtencion de la triamina monoprotegida
con el grupo Boc 53.'”

HoNT " N7 " NH,

La oligoescuaramida 54 se obtiene finalmente mediante la condensacién del diéster 5
con la diamina 53. Esta nueva oligoescuaramida ciclicas esta funcionalizada en uno de
los nitrégenos terciarios con un espaciador y un grupo amino protegido con Boc. La
desproteccidn de este grupo siguiendo el procedimiento general descrito (HCI/H,0, 50
°C, 4h) permite obtener una amina primaria capaz de reaccionar con diferentes grupos
funcionales, simplificando de este modo la conjugacién de la oligoescuaramida con
diferentes fluordéforos.

3.7.1.2 Eleccidn y sintesis de los fluoréforos

Tal y como se ha comentado anteriormente, la sonda fluorescente que se pretende
obtener consiste en una unidad de transporte, en este caso el derivado de la
oligoescuaramida C2, y una unidad de sefializacion fluorescente. Para la sefializacién se
ha planteado la utilizacién de tres fluoréforos diferentes como son: un derivado del
BODIPY, una fluoresceina y el pireno (Fig. 65).

Figura 65 — Estructura de los fluoréforos BODIPY (izquierda), fluoresceina (centro) y pireno (derecha).

Cada uno de estos fluordforos presenta unas propiedades fotofisicas particulares pero
la principal razén para la eleccidén de esta triada ha sido su diferente carga eléctrica en
medios acuosos. Asi, el BODIPY es zwitteridnico, la fluoresceina anidnica a pH
fisioldgico, y el pireno neutro y totalmente apolar. La carga eléctrica del conjunto
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transportador-fluordforo es importante por cuanto afecta a su solubilidad en medios
acuosos y modifica su capacidad de penetracion celular. Mediante la comparacion de
las tres sondas fluorescentes se evaluard la capacidad de transporte de la unidad C2 y
la capacidad de interaccion con el entorno.

Las estructuras de los fluoréforos deben presentar un grupo funcional susceptible de
conjugarse con una amina. La fluoresceina en su forma 5-isotiocianato (FITC) 56 es un
reactivo muy habitual para el marcaje de proteinas, ya que reacciona con aminas
primarias para dar tioureas. Para introducir el anillo de pireno se optd por utilizar el
compuesto 1-pirenometilamina 57, sin embargo, al contener éste un grupo amino, se
planted utilizar una unidad escuaramida a modo de puente entre los dos grupos amino

(Fig. 66).
e} 0
N=C=8 j\;i o e}
N L b, 50 om o e
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56 55

Figura 66 — Estructura de la fluoresceina-5-isotiocinato (FITC) 56 (izquierda) y propuesta para la
condensacién de dos grupos amino mediante una unidad escuaramida (derecha).

En cuanto al BODIPY, se ha obtenido un derivado del 8-fenil-1,3,5,7-tetrametil BODIPY,
descrito en la bibliografia.'® La eleccién de los sustituyentes del BODIPY se ha
realizado buscando un elevado rendimiento tanto de sintesis como cuantico. Tal y
como se ha descrito en la introduccidn, el derivado 1,3,5,7-tetrametilo es uno de los
gue proporciona un mayor rendimiento de sintesis al bloquear las posiciones del pirrol
susceptibles de dar reacciones secundarias. En cuanto al uso del aldehido aromatico,
éste permite la funcionalizacién previa del anillo aromatico, hecho que ayuda a reducir
el nimero de reacciones posteriores a la obtencién del fluoréforo.

Con la finalidad de incrementar la eficacia de la sintesis se han realizado una serie de
modificaciones en el protocolo descrito, consiguiendo incrementar el rendimiento
desde un 21% descrito en la bibliografia hasta un 41% (Esquema 42).
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Esquema 42 - Sintesis de BODIPY 65 y desproteccién del grupo carboxilato para reaccionar
posteriormente con aminas mediante agentes de acoplamiento.

La sintesis comienza con una condensacion Williamson entre el p-hidroxibenzaldehido
59 y el bromoacetato de etilo 60 obteniendo el benzaldehido funcionalizado 61 con un
rendimiento del 92%. A continuacion la condensacién con 2,4-dimetilpirrol 62, en
presencia de TFA como catalizador seguida de oxidacién con DDQ conduce al
dipirrometeno pentasustituido 63. Cabe resaltar que antes de iniciar la condensacién
del benzaldehido funcionalizado y el 2,4-dimetilpirrol, se afiadié una pequefia cantidad
de anhidrido acético al medio de reaccidn. Esta adicidn previa elimina cualquier traza
de agua en el medio produciendo acido acético que, junto con el TFA, actla como
catalizador acido. El crudo de reaccién resultante se ha disuelto en CH,Cl, y se ha
filtrado rapidamente sobre Florisil®, un silicato magnésico que permite eliminar gran
parte de los polimeros presentes en el crudo de reaccién antes de purificarlo mediante
cromatografia en columna. A continuacion, el crudo obtenido se trata con un exceso
de trifluoruro de boro 64, para obtener el derivado BODIPY 65. En cuanto a la
elaboracién, se ha comprobado que el rendimiento mejora realizando un lavado del
crudo con agua, y posteriormente un tratamiento con un equivalente de K,COs3 en
MeOH, con lo que se elimina cualquier resto del trifluoruro de boro restante.
Finalmente una cromatografia en columna de silica y recristalizacion en CH,Cl,:hexano
permite obtener el nucleo fluorescente de BODIPY 65 en forma de cristales naranjas
con un rendimiento del 41%, que duplica el rendimiento del 21% descrito para este
compuesto.'® El producto obtenido de este modo parece no degradarse con el tiempo
ya que su espectro de RMN permanece invariable durante un periodo superior a los
dos afios almacenado en condiciones anhidras, protegido de la luz y a una temperatura
entre 2 y 8 °C. La hidrdlisis bdsica del éster con K,COs en exceso y en MeOH durante 60
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horas a temperatura ambiente, conduce al correspondiente acido 66 apto para su

condensacion con aminas.

Una vez obtenida la estructura macrociclica 54, su conjugacién con los diferentes
fluoréforos seleccionados para la obtencién de las sondas fluorescentes se plantea en

un unico paso (Esquema 43).
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Esquema 43 — Obtencidn de las tres sondas fluorescentes oligoescuaramidicas 69, 70 y 72 a partir de la
oligoescuaramida ciclica ramificada 55.

2% pe aqui en adelante se utilizara la nomenclatura C2-X para denominar a las tres sondas fluorescentes
preparadas, donde C2, de acuerdo con lo indicado en el capitulo 2, se refiere a una estructura
oligoescuaramidica ciclica formada por dos unidades escuaramida, y X a las siglas asignadas para
denominar a la unidad fluorescente conjugada, BDP para el 1,3,5,7-tetrametil BODIPY, FITC para la
fluoresceina 5-isotiocianato y Pyr para la 1-pirenometilamina. De esta forma se obtienen los acronimos
C2-BDP para la sonda 69, C2-FITC para la 70, y C2-Pyr para la 72.
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3.7.1.3 Sintesis de la sonda fluorescente C2-BDP 69

Para la preparacion de C2-BDP 69 es necesario realizar una condensacion entre el
grupo amino de la oligoescuaramida 55 y el acido carboxilico del BODIPY 66 (Esquema
44).
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Esquema 44 — Diversas rutas de sintesis utilizadas para la obtencién de la sonda fluorescente C2-BDP 69.

Esta reaccion se abordd en primer lugar mediante la activacion del grupo acido con N-
hidroxisuccinimida para formar el correspondiente éster activado, utilizando como
agente de acoplamiento DCC en DMF segun el procedimiento descrito en Ia
bibliografia.'® Estas condiciones de sintesis no dieron buenos resultados,
observandose una alta tasa de degradacién durante la purificacién del producto. Como
alternativa se realizd una condensacién entre la triamina diprotegida 67, obtenida
segln el procedimiento descrito en la bibliografl'a,127 y el acido carboxilico 66, en
condiciones anhidras y utilizando igualmente el agente de acoplamiento DCC. En este
caso el producto deseado 68 se obtuvo con apenas un rendimiento del 7%. A pesar del
bajo rendimiento, se intentaron desproteger los grupos amino para conseguir de este

127 Malabarba, A.; Ciabatti, R.; Kettenring, J.; Scotti, R.; Candiani, G.; Pallanza, R.; Berti, M.; Goldstein, B.

P.; Synthesis and Antibacterial Activity of a Series of Basic Amides of Teicoplanin and Deglucoteicoplanin
with Polyamines. J. Med. Chem., 1992, 35, 4054-4060.
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modo una diamina capaz de reaccionar con el diéster 5 para dar la reaccién de
macrociclacion, sin embargo, las condiciones habituales de desprotecciéon de los
grupos amino en medio acido provocd la degradacién de la molécula, haciendo
inviable esta ruta sintética. Puesto que la solubilidad de la oligoescuaramida 54 es muy
limitada en las condiciones anhidras habituales para la formacién de amidas, como
ultima alternativa se ha activado el BODIPY 66 con TSTU (tetrafluoroborato de
N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio) y DiPEA (diisopropiletilamina) en NMP
(N-metil-2-pirrolidona), para posteriormente adicionar la oligoescuaramida ciclica
desprotegida 55, obteniendo de este modo unos resultados satisfactorios. El uso de
NMP incrementa la solubilidad de los reactivos mientras que la efectividad de la
activacion con TSTU ha permitido poder realizar la reaccién sin aislar el producto
intermedio en una estrategia “one-pot”. El crudo de reaccidn se ha purificado
mediante HPLC de fase reversa, aislando una fraccién del producto 69 con una pureza
superior al 95% aunque con un rendimiento de solo el 16%.

3.7.1.4 Sintesis de |la sonda fluorescente C2-FITC 70

H HN
56
H DIPEA

Esquema 45 — Sintesis de la sonda fluorescente C2-FITC 70.

La obtencién de la sonda C2-FITC 70 se ha llevado a cabo mediante la reaccidn directa
de la oligoescuaramida ciclica desprotegida 55, en presencia de DMSO y DiPEA, vy la
fluoresceina isotiocianato 56 en DMSO. En este caso la reaccién progresa muy
lentamente, por lo que se ha mantenido la reaccidén durante cinco dias. La purificaciéon
del crudo se ha llevado a cabo igualmente mediante HPLC de fase reversa. En este caso
se ha podido aislar una fraccion del producto 70 con una pureza comprobada
mediante inyeccidn analitica de practicamente el 100%, con un rendimiento final del
20% (Esquema 45).
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3.7.1.5 Sintesis de la sonda fluorescente C2-Pyr 72

La dltima de las sondas previstas, C2-Pyr 72, se ha obtenido sin la necesidad del uso de
agentes de acoplamiento ni activadores debido a la introducciéon de un espaciador
escuaramidico en la estructura de la sonda. Como se ha comentado anteriormente, los
ésteres escuaramidicos condensan directamente con aminas. La unidad escuaramida
permite establecer dos alternativas para la sintesis de esta sonda fluorescente, bien
sea realizando la condensacién del escuarato de etilo 1 sobre la oligoescuaramida 55, y
posteriormente sobre el fluoréforo 57, o a la inversa (Esquema 46).
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Esquema 46 — Rutas de sintesis utilizadas para la obtencién de la sonda fluorescente C2-Pyr 72.

La primera de las alternativas, realizando en primer lugar una condensacion entre la
oligoescuaramida desprotegida 55 y el escuarato de dietilo 1, permitié obtener una
oligoescuaramida ciclica con un derivado éster funcionalizable 71. Sin embargo la
reaccion posterior con la 1-pirenometilamina 57 no tiene Iugar.128 La ausencia del
producto de reaccidén se asocid a la necesidad de tener un pH basico cercano a 9,
condiciones en las que la oligoescuaramida ciclica 71 precipita impidiendo la entrada
de la amina 57 sobre la semiescuaramida. Por este motivo, la sintesis de la sonda 72 se
ha llevado a cabo a partir del derivado 58. En este caso el semiéster se ha podido

128 Wurm, F.; Steinbach, T.; Klok, H. A.; One-pot squaric acid diester mediated aqueous protein

conjugation. Chem. Commun., 2013, 49, 7815-7817.
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conjugar en unas condiciones similares a las anteriores con la oligoescuaramida
desprotegida 55. La sonda derivada del pireno 72 se ha purificado mediante HPLC. El
rendimiento global de la reaccidn de condensacion es del 78%, demostrando la
versatilidad que aporta la unidad escuaramida mediante la posibilidad de establecer
dos rutas sintéticas alternativas.

3.7.2 Caracterizacion fotofisica de las sondas fluorescentes

Los espectros de RMN vy la espectrometria de masas han confirmado las estructuras de
las tres sondas por lo cual se ha procedido a su caracterizacién fotofisica en medio PBS
(pH 7,4).

Para la caracterizacion fotofisica se ha trabajado con concentraciones en el intervalo
comprendido entre 5,0x10° M y 1x0x10” M en funcién del experimento. Debido a la
moderada solubilidad de las sondas C2-BDP 69 y C2-FITC 70 en tampones acuosos,
éstas requieren la adicién de un 1% de DMSO, mientras que la sonda C2-Pyr 72
requiere un 5%. Este limite impuesto del 5% de DMSO responde a la intencién de
simular un entorno fisiolégico, por tanto, aunque un 10% de DMSO permite
incrementar la solubilidad del compuesto, estas condiciones no son biocompatibles,
por lo que los resultados obtenidos no serian extrapolables al medio fisioldgico.

3.7.2.1 Espectros de absorcion-emision

La sonda C2-BDP 69 presenta dos maximos de absorcién a 288 y 500 nm (e = 4,6x10°
Miem™), correspondientes a la unidad escuaramida y el fluoréforo respectivamente, y
uno de emisién a 508 nm (Aexc = 465 nm), lo que significa un desplazamiento de Stokes
de tan solo 8 nm. Para evitar los posibles efectos de filtro interno debidos a este
pequeiio desplazamiento de Stokes en experimentos posteriores se ha utilizado una
longitud de onda de excitacion de 460 nm, inferior al maximo situado en 500 nm, lo
cual implicard una pérdida de sensibilidad (Fig. 67).
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Figura 67 — Espectros normalizados de absorcién (violeta) y emision (naranja) del compuesto 69 C2-BDP.
Aexc = 465 nm.

El compuesto C2-FITC 70 presenta dos madaximos de absorcién, uno a 278 nm,
correspondiente a la banda escuaramidica, y otra de menor intensidad,
correspondiente a la absorcién de la fluoresceina a 485 nm (€ = 4,8x10° Mlcm™). La
banda de emisién presenta el maximo a 520 nm (Aexc = 470 nm), mostrando en este
caso un mayor desplazamiento de Stokes (Fig. 68).

Intensidad

240 340 440 540 640
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Figura 68 — Espectros normalizados de absorcion (violeta) y emision (verde) del compuesto 70 C2-FITC.
Aexc= 470 nm.

Por el mismo motivo que en el caso de la sonda C2-BDP 69, la excitacion en este caso
se ha realizado por debajo del maximo de absorcidn.
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La ultima de las sondas analizadas es la C2-Pyr 72. En este caso el espectro ultravioleta-
visible es mds complejo, observandose el patréon correspondiente a las bandas
vibrénicas del pireno que solapan con el croméforo escuaramidico. El maximo absoluto
situado a 275 nm corresponde a la absorcién de la escuaramida. Por otra parte se
pueden observar dos maximos relativos a 324 y 346 nm y dos hombros de mucha
menor intensidad entre 380 y 395 nm. En cuanto a la banda de emisién situada a 470
nm, se consigue obtener una emisidn fluorescente con una relacién sefal-ruido
aceptable realizando la excitacién a 370 nm, lejos de cualquier de los maximos de
absorcién del pireno. Cabe decir que la sonda con pireno presenta a igualdad de
concentracion la menor intensidad de fluorescencia de entre las tres consideradas (Fig.
69).
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Figura 69 — Espectros normalizados de absorcién (violeta) y emisién (azul) del compuesto 72 C2-Pyr. Aqyc
=370 nm. El recorte de la esquina superior derecha muestra los hombros de la banda del pireno a 380 y
395 nm.

Las escuaramidas poseen una capacidad de "quenching" o atenuacién de Ia
fluorescencia probablemente debido a la transferencia fotoelectrénica (PET) ligada a la
existencia de nitrégenos con pares de electrones sin compartir. Debido a ello, cabe
esperar que la fluorescencia de los fluoréforos conjugados con oligoescuaramidas
ciclicas presenten intensidades de emisidn inferiores a la de los correspondientes
fluoréforos independientes. Ademads, los dos grupos amina terciaria presentes en la
sonda, se comportan del mismo modo, obteniendo un segundo grupo funcional capaz
de provocar un “quenching” tipo PET, en este caso Unicamente en medio basico. Este
efecto provocado por las aminas es facilmente reversible en medio acido, eliminando
de esta forma el par de electrones libre de las aminas, lo que se traducird en un
incremento en la fluorescencia.
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3.7.2.2 Variacion de la fluorescencia en funcién del pH

En el caso de las sondas fluorescentes con aplicacion bioldgica, resulta de gran
importancia conocer el comportamiento de la emisién fluorescente en funcién del pH.
Ello se debe a la existencia de diversos entornos intracelulares con valores de pH que
oscilan entre 4,7 en los lisosomas hasta 7,2, el pH propio del citoplasma.*?’

Con la finalidad de determinar el efecto provocado por el estado de protonacién de las
aminas terciarias de la oligoescuaramida ciclica, la intensidad de fluorescencia de las
sondas C2-BDP 69 y C2-FITC 70 se ha determinado en funcién del pH de la disolucién.
Se ha omitido de este estudio la sonda C2-Pyr 72 por presentar una fluorescencia muy
baja y especialmente por la insolubilidad del conjugado C2-Pyr 72, especialmente en
medios acuosos neutros en los que las aminas estan desprotonadas.

Para realizar este estudio las sondas se han disuelto en DMSO y se han diluido en agua
a una concentracion final de 5,0x10° M en H,O con una concentracion final de DMSO
del 1%. Para cada una de las sondas se han preparado disoluciones cuyo pH oscila
entre 3 y 11. La intensidad de fluorescencia se representa como la integral de la curva
de emisidn entre dos longitudes de onda determinadas (Ag y A¢) segun la ecuacién 2.

A
Ip = Ziilo[IFl]Hl (A1 — 4) (Ec. 2)

La representacién de las integrales de las curvas de emision en funcién del pH
proporciona los resultados de la figura 70.
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Figura 70 — Intensidad de fluorescencia normalizada en funcion del pH de la disolucién para las sondas
C2-BDP 69 y C2-FITC 70, a una concentracién 5,0x10'6 M en medio H,0/1% DMSO a 37 °C.

129 Casey, J. R.; Grinstein, S.; Orlowski, J.; Sensors and regulators of intracellular pH. Nat. Rev. Mol. Cell

Bio., 2010, 11, 50-61.
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Analizando las curvas se puede observar que en medios bdasicos ambas experimentan
una reduccién de la fluorescencia debido a la desprotonacién de las aminas terciarias
de la oligoescuaramida ciclica (pkK.' = 7,9; pk.> = 8,6). Por otra parte, la mayor
disminucion de la fluorescencia en medio acido de la sonda C2-FITC 70 se explica por la
protonacion de la fluoresceina y la pérdida habitual de fluorescencia que experimenta
ésta en medio acido. Dado que la sonda C2-BDP 69 no tiene otros grupos ionizables en
medio acido, su intensidad se mantiene estable en el intervalo de pH entre 3y 6, lo
gue la hace muy adecuada para su utilizacién como marcador celular.

3.7.2.3 Célculo de los rendimientos cuanticos

Para la completa caracterizacion de las sondas se ha procedido a calcular el
rendimiento cudntico en condiciones fisiolégicas, obtenido mediante comparacion con
un estandar por los motivos descritos en la introduccidn del capitulo. Para ello se hace
uso de la ecuacion 3.%°

Fl},-Abs}
Abs{y-Fl}

o = b - (Ec. 3)
Donde O es el rendimiento cuantico de la muestra (M) o del estandar (E). “Abs” es la
absorbancia a una longitud de onda determinada (A) y “FI” el drea integrada de la
curva de fluorescencia excitando a esa longitud de onda (A).

Uno de los factores mas importantes a la hora de elegir un estdndar es el grado de
solapamiento de las bandas de absorcion de ambos fluordforos. Los rendimientos
cuanticos de los estandares no varian apenas con la longitud de onda de excitacidn, sin
embargo, es recomendable realizar las lecturas en los alrededores del maximo de
absorcién, obteniendo de esta forma mayor sensibilidad. Un factor mds importante si
cabe es que, al comparar estandar y muestra, la longitud de onda de absorcidn-
excitacion sea la misma, evitando de este modo tener que realizar las correcciones
debidas a la diferente intensidad de la ldmpara de fluorescencia a diferentes
longitudes de onda. Esta ultima consideracidon pone de manifiesto la necesidad de usar
estdndares con perfiles similares de absorcién-emisién que los de las muestras a
analizar. El ultimo factor a tener en cuenta es el indice de refraccion del disolvente, un
dato que en este caso se considera constante, y por tanto despreciable, al utilizar

disoluciones acuosas con porcentajes de DMSO inferiores al 5%.'%°

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, los estandares seleccionados para
las sondas han sido Oregon Green 488 (OG), con un rendimiento cuantico de 0,97 en
tampodn borato 0,1 M a pH 9, para las sondas C2-BDP 69 y C2-FITC 70 y sulfato de
quinina (QS) con un rendimiento cuantico de 0,60 en disoluciéon de HCIO4 0,1 M para la
sonda C2-Pyr 72,

130 LeBel, R. G.; Goring, D. A. I.; Density, Viscosity, Refractive Index, and Hygroscopicity of Mixtures of

Water and Dimethyl Sulfoxide. J. Chem. Eng. Data, 1962, 7, 100-101.
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Los rendimientos cuanticos se han calculado a pH 7,4 y 5,5, utilizando para ello
muestras de las sondas disueltas en tampdn de PBS (pH 7,4) y cacodilato a una
concentracién 0,01 M (pH 5,5).

Los resultados obtenidos se muestran a continuacién para las sondas C2-BDP 69 (Fig.
71), C2-FITC 70 (Fig. 72) y C2-Pyr 72 (Fig. 73).
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Figura 71 — Trazado continuo: Espectros de absorcién UV-Vis normalizados de la sonda C2-BDP 69 en
PBS (pH = 7,4) (azul) y tampdn cacodilato (pH = 5,5) (rojo) y del estandar Oregon Green 488 (verde).
Trazado discontinuo: Integrales normalizadas de los espectros de emisidén en funcion de la longitud de
onda de excitacidén para las mismas muestras. Puntos: Rendimiento cudntico en funcion de la longitud
de onda (puntos azules para PBS y rojos para cacodilato) y desviacién estandar.

La sonda C2-BDP 69 presenta una mayor intensidad de fluorescencia a pH acido (Fig.
70) que no se traduce en una variacion significativa del rendimiento cuantico, de 0,14 +

0,01 en PBSy 0,15 + 0,01 en tampdn cacodilato a 490 nm.
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Figura 72 — Trazado continuo: Espectros de absorcion UV-Vis normalizados de la sonda C2-FITC 70 en
PBS (pH = 7,4) (azul) y tampdn cacodilato (pH = 5,5) (rojo) y del estandar Oregon Green 488 (verde).
Trazado discontinuo: Integrales normalizadas de los espectros de emisién en funcion de la longitud de
onda de excitacion para las mismas muestras. Puntos: Rendimiento cudntico en funcién de la longitud
de onda (puntos azules para PBS y rojos para cacodilato) y desviacién estandar.

En el caso de la sonda C2-FITC 70 se observa una disminucién del rendimiento cuantico
notable a pH acido provocada por la propia naturaleza del fluordforo. Dicha
disminucion es mas acusada a longitudes de onda de excitacion menores. Los valores

exactos a 490 nm son de 0,25 + 0,01 en PBS y 0,142 + 0,009 en cacodilato.
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Figura 73 — Trazado continuo: Espectros de absorcion UV-Vis normalizados de la sonda C2-Pyr 72 en PBS
(pH = 7,4) (azul) y tampdn cacodilato (pH = 5,5) (rojo) y del estandar Oregon Green 488 (verde). Trazado
discontinuo: Integrales normalizadas de los espectros de emisién en funcién de la longitud de onda de
excitacion para las mismas muestras. Puntos: Rendimiento cuantico en funcién de la longitud de onda
(puntos azules para PBS y rojos para cacodilato) y desviacion estandar.

En el caso de la sonda C2-Pyr 72, debido a su naturaleza apolar, no ha sido posible

disolver completamente la muestra en PBS, impidiendo unas lecturas adecuadas de
absorcién y fluorescencia. En medio cacodilato la concentracién maxima ha sido de
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5,0x10° M, observandose la aparicién de turbidez a concentraciones mayores. La
eleccidn del estandar permite cierto solapamiento entre las bandas de absorcidn, sin
embargo este solapamiento no es tan 6ptimo para el C2-Pyr 72 y la quinina como el
observado en el caso del Oregon Green 488 y las sondas C2-BDP 69 y C2-FITC 70. Por
este motivo se ha reducido el intervalo de longitudes de onda del estudio entre 345y
370 nm. El valor del rendimiento cuantico obtenido a 360 nm es de 0,006 + 0,001. Se
puede observar en la figura 73 como a medida que aumenta la longitud de onda
aumenta el valor del rendimiento cuantico hasta 0,014 a 370 nm. En cualquier caso, a
nivel practico, la fluorescencia observada a esas longitudes de onda de excitacion es
muy débil.

A excepcion de la sonda C2-Pyr 72 los valores del rendimiento cuantico obtenidos son
comparables a los publicados para sondas moleculares referibles. A menudo éstas
experimentan una disminucion del rendimiento cuantico, comparado al de los
fluoréforos en estado libre, debido a la conjugacién con otras moléculas encargadas de
aportar la especificidad en la localizacion. En este caso debido principalmente al
“quenching” provocado por la escuaramida, efecto particularmente notable en el caso
de la sonda con pireno.

En la bibliografia se pueden encontrar diferentes ejemplos de moléculas fluorescentes
qgue presentan unos rendimientos cuanticos discretos. Este es el caso por ejemplo de

los fluoréforos derivados del BODIPY utilizados por S. Zhu y colaboradores con

131

rendimientos cudnticos en PBS que oscilan entre 0,01 y 0,68.~ Lo mismo ocurre con

una sonda celular de zinc obtenida por G. K. Walkup, con un rendimiento cudntico de

0,39 en ausencia de zinc que se incrementa a 0,87 en presencia de este cation

132

metalico. Un dltimo ejemplo es el de la sonda fluorescente BODIPY FL GTP

comercializada por Life Technologies (Ref. G12411)."*

En este caso la conjugacién con
el nucleétido provoca que el rendimiento cuantico se reduzca hasta un 10% del valor

gue presenta el fluordforo libre (Fig. 74).

11 Zhu, S.; Zhang, J.; Vegesna, G.; Luo, F.-T.; Green, S. A,; Liu, H.; Highly Water-Soluble Neutral BODIPY

Dyes with Controllable Fluorescence Quantum Yields. Org. Lett., 2011, 13, 438-441.

132 Walkup, G. K.; Burdette, S. C.; Lippard, S. J.; Tsien, R. Y.; A New Cell-Permeable Fluorescent Probe for
Zn**. J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 5644-5645.

33 http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/G12411
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Figura 74 — Sondas moleculares fluorescentes derivadas de BODIPY y fluoresceina con rendimientos
cuanticos en PBS de: A) 0,68, el derivado con el rendimiento cuantico en PBS mas elevado de los
presentados en el trabado de S. Zhu.®'y B) 0,39 en PBS, que se incrementa hasta 0,87 en presencia de
n* (G. K. Walkup).132 C) Para la sonda fluorescentes de Life Technologies no se indica un valor concreto
del rendimiento cudntico, si bien no es superior a 0,1.133
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3.7.3 Evaluacion bioldgica de las sondas fluorescentes

La evaluacidén biolégica de las tres sondas se ha realizado frente a dos lineas celulares
diferentes, U87MG (células de glioma humano) y NIH3T3 (fibroblastos embrionarios de
ratén), mediante citometria de flujo y microscopia confocal de fluorescencia.***

Los estudios realizados han demostrado la efectividad en la internalizacion de las
oligoescuaramidas ciclicas, ya que las tres sondas atraviesan la membrana celular de
forma efectiva y en un breve periodo de tiempo. Por el contrario cuando las células se
han tratado con los fluoréforos sin conjugar (etil éster 65, FITC 56 y 1-
pirenometilamina 57) no se ha observado fluorescencia en el interior celular.

En cuanto a la localizacion espacial de las sondas C2-BDP 69 y C2-FITC 70, estas se
acumulan en regiones muy definidas del citoplasma celular dando un patrén punteado
y muy definido, lo cual indica que las sondas se almacenan en orgdnulos especificos
(Fig. 75).

C2-BDP (69) C2-FITC (70) C2-Pyr (72)

Figura 75 — Micrografias de microscopia confocal después del tratamiento de las lineas celulares U87MG
(arriba) y NIH3T3 (abajo) con las tres sondas fluorescentes a una concentracién 10 uM durante 1 hora a
37 °C.

La sonda C2-FITC 70 sufre una rapida fotodegradacién, ya que la intensidad de
fluorescencia disminuye progresivamente a medida que se realizan observaciones
sucesivas excitando a 488 nm mediante microscopia confocal. Este hecho esta de
acuerdo con la menor fotoestabilidad descrita para la fluoresceina,®® lo que hace que
el producto C2-FITC 72 no sea una sonda éptima. Por el contrario, en las mismas
condiciones, la sonda C2-BDP 69 no muestra esta disminucion de la fluorescencia. La
fotoestabilidad de la sonda C2-BDP 69 se ha comprobado mediante fluorimetria,

ll n

realizando adquisiciones del espectro de emisién en intervalos de cinco minutos de
una muestra a una concentracion 5,0x10'6 M en PBS/1% DMSO. La disminucién

maxima observada es aproximadamente de un 10%, confirmando su fotoestabilidad

134 .z . .y . , .
La evaluacién se ha realizado en colaboracién con el grupo de Biologia Molecular del Cancer. Los

experimentos con cultivos celulares descritos en este capitulo han sido llevados a cabo por la Dra. Ruth
Villalonga, miembro del grupo de Quimica Supramolecular.
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(Fig. 76-A). Adicionalmente se ha comprobado mediante citometria de flujo que la
intensidad de fluorescencia de C2-BDP 69 disminuye en funcién del tiempo de forma
inversamente proporcional a la divisidn celular, indicando con ello que la sonda no se
degrada ni es metabolizada (Fig. 76-B).
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Figura 76 — A (lzquierda): Intensidad de fluorescencia normalizada obtenida mediante fluorimetria
convencional de una muestra de C2-BDP 69 en PBS/1% DMSO a una concentracion 5,0)(10'6 M

realizando n adquisiciones del espectro de emisién en intervalos de 5 minutos. Ay = 465 nm. B
(Derecha): Intensidad de fluorescencia obtenida mediante citometria de flujo en células U87MG (azul) y
NIH3T3 (rojo) tratadas durante 1 hora con C2-BDP 69 a una concentracién 10 uM. La disminucién de
fluorescencia observada se asocia a la divisidn celular y dilucidén correspondiente.

En cuanto a la distribucion de la sonda C2-Pyr 72, ésta muestra un patrén mas difuso
que el de las otras dos. Ello se debe por una parte a la baja fluorescencia que presenta
y al consiguiente incremento necesario en la potencia del laser de excitacidn, lo cual
incrementa mucho la relacién sefial-ruido. Por otra parte, el caracter hidrofdbico del
pireno podria facilitar una internalizacion por difusién a través de la membrana celular
o bien desde los propios organulos que provocan la internalizacién, dando este patrén
de fluorescencia mas disperso.

Asi pues, debido al comportamiento de la sonda C2-Pyr 72 y a la poca fotoestabilidad
del compuesto C2-FITC 70, los estudios se prosiguieron con la sonda C2-BDP 69.

3.7.3.1 Estudios de colocalizacién celular con la sonda C2-BDP 69

Para determinar qué tipo de organulo estd provocando esta acumulacion observada
por microscopia, se han realizado experimentos de colocalizacién con la sonda C2-BDP
69. Esta sonda presenta un maximo de emisién a 508 nm, por lo que puede detectarse
utilizando un filtro de adquisicion verde (500-550 nm).

La colocalizacién en un cultivo celular se refiere a la presencia de dos o mds sondas
fluorescentes diferentes en una misma localizacion espacial. A nivel celular la
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colocalizacion puede indicar que ambas moléculas ocupan el mismo entorno o
receptor, mientras que en un contexto de imagen digital el término se refiere a que el
color emitido por las dos sondas comparte el mismo pixel en esta imagen. Para llevar a
cabo los estudios de colocalizacién se utilizan sondas fluorescentes cuya localizacién
esta bien establecida y que presentan una longitud de onda de excitacidn y de emisiéon
bien diferenciada a la de la sonda que se pretende estudiar. Tratando los cultivos
celulares con las dos sondas a la vez, ambas pueden localizarse utilizando dos ldseres
distintos para la excitacion sobre el mismo cultivo celular. Concretamente, en estos
experimentos se han utilizado como sondas de localizacidn conocidas las denominadas
sondas BacMam-RFP® (Life Technologies). Este tipo de sondas usan baculovirus como
vehiculo transportador de genes capaces de expresarse en forma de anticuerpos
fluorescentes (Red Fluorescent Protein) especificos para los organulos en cuestién. En
este caso se han utilizado sondas BacMan para endosomas tempranos, endosomas
tardios, lisosomas y para el complejo de Golgi, todos ellos con una emision visible roja
alrededor de los 650 nm. Una vez tratados los cultivos celulares con las sondas y
fijados para microscopia confocal las imagenes se adquieren registrando
consecutivamente la emisidn obtenida con dos frecuencias de excitacion distintas, 488
nm para la sonda C2-BDP 69 y 532 nm para las sondas BacMam. Después las imagenes
obtenidas se visualizan, primero por separado, y después conjuntamente para analizar
el grado de superposicién o colocalizacion como medida de la coexistencia de ambas
sondas en una misma zona.

Los resultados obtenidos han demostrado que existe una colocalizacién muy elevada
en los endosomas tardios como se puede observar al superponer las imagenes de los
dos canales adquiridos, en verde para el C2-BDP 69 y en rojo para las sondas BacMam-
RFP, obteniendo las areas de solapamiento de color amarillo-naranja. La cuantificacién
de la colocalizacién se ha realizado mediante la determinacidn de los coeficientes de
correlaciéon de Pearson (P) y de solapamiento de Mander (M1 y M2) mediante el plugin
Coloc2 de Fiji (Fig. 77).**

13 Schindelin, J.; Arganda-Carreras, L.; Frise, E.; Kaynig, V.; Longair, M.; Pietzsch, T.; Preibisch, S.;

Rueden, C.; Saalfeld, S.; Schmid, B.; Tinevez, J. Y.; White, D. J.; Hartenstein, V.; Eliceiri, K.; Tomancak, P.;
Cardona, A; Fiji: an open-source platform for biological-image analysis. Nat. Methods, 2012, 9, 676-682.
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Figura 77 — Izquierda: Internalizacién de C2-BDP 69 (verde) y sondas BacMan-RFP® para diferentes
orgdanulos celulares (rojo) en la linea celular U87MG. Derecha: Internalizacion de C2-BDP 69 (verde) vy la
sonda BacMan-RFP® especifica para endosomas tardios (rojo) en lineas celulares NIH3T3 y US7MG.

La superposicién de ambos canales se representa por el color amarillo.

Endosomas tardios

NIH3T3

U87MG

M1

Tabla 4 — Coeficientes de correlacion entre la sonda C2-BDP 69 y las sondas BacMam-RFP para

diferentes orgdnulos en la linea celular U87MG.

Organulo P M1 M2
End. tempranos 0,52 | 0,82 | 0,98
End. tardios 0,82 | 1,00 | 0,98
Lisosomas 0,26 | 0,39 | 0,40
Complejo de Golgi | 0,42 | 0,27 | 1,00

Tabla 5 — Coeficientes de correlacion entre la sonda C2-BDP 69 y las sondas BacMam-RFP para los
endosomas tardios en dos lineas celulares diferentes, NIH3T3 y US7MG.

Linea celular P M1l | M2
NIH3T3 0,85 | 0,92 | 0,98
NIH3T3 0,92 | 0,95 | 0,97
U87MG 0,83 | 0,99 | 0,98
U87MG 0,91 | 1,00 | 0,90
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En las tablas 4 y 5 se muestran los coeficientes de correlacion entre ambas sondas para
diferentes organulos celulares y diferentes lineas celulares. El coeficiente de
correlacién de Pearson (P), mide la similitud entre ambos canales, mientras que los
coeficientes de solapamiento de Mander (M1 y M2) cuantifican el solapamiento
mutuo entre los dos canales (M1 sobre M2 y viceversa). Asi se obtiene, por ejemplo,
que al usar la sonda BacMam especifica para Golgi existe un solapamiento del canal 2
con el canal 1 total (1,0), sin embargo el canal 1 no se encuentra totalmente solapado
(0,27), dando un coeficiente de correlacidon bajo, 0,42. Para los lisosomas, se puede
observar directamente en las imagenes que no hay grandes areas de solapamiento,
obteniendo zonas verdes y rojas claramente diferenciadas, hecho representado por los
bajos coeficientes de Mander M1 y M2 (0,39 y 0,40 respectivamente). Ademds se ha
comprobado que a tiempos de incubacidn mayores no se observa una evolucién
natural de los endosomas tardios marcados a lisosomas, indicando que la presencia de
la sonda inhibe la evolucién natural. Para los endosomas tempranos parece existir un
gran solapamiento entre ambos canales, tal y como indican los coeficientes de
Mander, sin embargo el coeficiente de correlacién es de tan solo 0,52. Diferente de
todos los casos anteriores es el de los endosomas tardios. En todos los casos donde se
ha usado la sonda especifica para estos organulos, existe una correlacion superior a 0,8
y coeficientes de solapamiento mayores de 0,9, indicando una gran colocalizacién.

Estos datos indican que la sonda C2-BDP 69 se acumula en los endosomas tardios y
sugiere que se incorpora al interior celular mediante un proceso endocitdtico ya que
también se ha detectado su presencia parcial en los endosomas tempranos. Como se
ha indicado en la introduccién de este capitulo, la endocitosis comprende un conjunto
de procesos de transporte activo en la célula y son energéticamente dependientes.
Estos mecanismos endocitdticos se activan mediante una interaccién a nivel de
membrana con receptores especificos, por lo que resulta interesante conocer si la
sonda C2-BDP 69 establece algun tipo de interaccién supramolecular a nivel de
receptores de membrana. Para estudiar el mecanismo de entrada de la sonda y con el
objetivo de estudiar las interacciones supramoleculares de la sonda con la membrana
se han realizado los experimentos detallados a continuacién.

3.7.3.2 Experimentos de inhibicion del transporte activo

Para determinar si la internalizacién tiene lugar mediante un transporte activo se han
llevado a cabo dos tipos de experimentos. En un primer experimento mds inespecifico,
las lineas celulares se enfrian a 4 °C antes de tratarlas con la sonda C2-BDP 69. A dicha
temperatura la célula no puede obtener la energia necesaria para el proceso ya que se
ralentizan las reacciones metabdlicas, con lo cual se inhibe la internalizacién. En
segundo lugar se han inhibido diversos procesos de internalizacién celular activos
mediante el pretratamiento de las células con inhibidores especificos. En este caso se
ha utilizado cloropromacina como inhibidor de endocitosis mediada por clatrina,
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nistatina como inhibidor de endocitosis mediada por caveolina, y dinasore como
inhibidor de la dinamina, una proteina implicada en la formaciéon de vesiculas de
internalizacién (Fig. 78).

Figura 78 — Estructuras de cloropromacina (izquierda), nistatina (centro) y dinasore (derecha).

En los tres tipos de experimentos la entrada de la sonda fluorescente se evalla
cuantificando la intensidad de fluorescencia mediante citometria de flujo (Fig. 79).
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Figura 79 - lIzquierda: Inhibicion del transporte activo tratando las lineas celulares con una

concentracion 10 uM de C2-BDP 69 durante 1 hora a 4 °C (azul) en comparacion con el tratamiento
estandar a 37°C (rojo). Derecha: Inhibicién de la endocitosis pretratando los cultivos celulares con
cloropromacina (magenta), nistatina (verde) o dinasore (morado) en las condiciones de inhibicion
especificas para cada uno y posteriormente con C2-BDP 69 10 uM durante 1 hora a 37 °C. Los resultados
se expresan como un porcentaje en relacidn al tratamiento con C2-BDP 69 10 uM durante 1 hora a 37 °C
(amarillo).

En todos los casos se detecta una reduccidon de la internalizacion de C2-BDP 69. La
inhibicion selectiva demuestra que la sonda C2-BDP 69 se internaliza tanto por
mecanismos dependientes de clatrina como de caveolina. Ademas se observa que la
inhibicion de los procesos especificos depende de la linea celular, obteniendo una
inhibicion mayor cuando se administra el inhibidor de ambos mecanismos. Estos
resultados indican que existe un reconocimiento en la membrana de la sonda
fluorescente C2-BDP 69 que activa un mecanismo de internalizacion de transporte
activo, en concreto mediante endocitosis.
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Para comprobar que la unidad oligoescuaramida es la responsable del reconocimiento
molecular sobre la membrana celular se ha disefiado un experimento competitivo
entre la sonda marcada C2-BDP 69 y la oligoescuaramida C2 13. Para ello las células se
han incubado previamente con una alta concentracién de la oligoescuaramida ciclica
no marcada C2 13 (50 uM) antes del tratamiento con C2-BDP 69. La figura 80
demuestra que el pretratamiento con C2 13 inhibe parcialmente la internalizacién de
la sonda C2-BDP 69, indicando que consigue saturar parcialmente los receptores de
membrana implicados en el reconocimiento de las oligoescuaramidas ciclicas. Esta
saturacion de los receptores se representa en la figura como una disminucién de la
fluorescencia, respecto al mismo tratamiento de la sonda fluorescente sin el
tratamiento previo con C2 13, en ambas lineas celulares.
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Figura 80 — Inhibicidon de la internalizacién mediante saturacion de los receptores de membrana por
pretratamiento con la oligoescuaramida C2 13 (50 uM, 1 hora a 37 °C), seguido del tratamiento habitual
con la sonda C2-BDP 69 (10 uM, 1 hora a 37 °C) (azul). Los resultados se referencian al tratamiento de
C2-BDP 69 en las mismas condiciones sin realizar el tratamiento previo (verde).

3.7.4 Interaccion de la oligoescuaramida ciclica 74 con grupos fosfato como modelos
de componentes de membranas bioldgicas

La constatacién experimental de la capacidad de las oligoescuaramidas ciclicas para
interaccionar con componentes de membranas a nivel biolégico debe basarse en
interacciones moleculares discretas. Dado que las membranas celulares externas e
internas son ricas en fosfolipidos y otros componentes fosforilados, el estudio de la
interaccidon de oligoescuaramidas ciclicas con moléculas fosforiladas constituye una
hipotesis de partida atractiva para explicar la interaccidon oligoescuaramida ciclica-
receptores de membrana.

En una primera aproximacién para investigar el grado de interaccidn existente entre
las oligoescuaramidas y receptores de membrana en medio acuoso, se han
determinado las constantes de asociacion de la oligoescuaramida ciclica y diferentes
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modelos de fosfatos de membrana anidnicos en agua mediante valoracién
calorimétrica isotérma, ITC (“Isothermal Titration Calorimetry”). Los modelos de
fosfatos seleccionados han sido la adenosina-5’-monofosfato (AMP), la D-manosa-6-
fosfato (M6P), la D-fructosa-1,6-bifosfato (FBP) y el cloruro de fosfocolina (PCh) (Fig.
81).
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Figura 81 — Estructuras de los diferentes modelos de fosfato de membrana seleccionados para llevar a
cabo los estudios de interaccion oligoescuaramida ciclica-fosfato mediante ITC.

Para simplificar el analisis de los datos se ha decidido utilizar un modelo de
oligoescuaramida ciclica simple donde las aminas terciarias se han cuaternizado por
metilacion exhaustiva con yoduro de metilo y posterior intercambio del contra-ién
ioduro por cloruro (Esquema 47). Esta nueva oligoescuaramida 74 presenta los
nitrogenos alifaticos cuaternizados, de forma que se mantiene la carga positiva neta
independientemente del pH. La segunda ionizacién de la oligoescuaramida C2 ocurre a
un pK, de 7,9. Segun este dato, a pH fisiolégico 7,4 la proporcion de oligoescuaramida
doblemente protonada es aproximadamente del 90%, justificando la simplificacion
realizada.
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Esquema 47 — Sintesis de la oligoescuaramida ciclica 74.

Para evaluar la afinidad entre el receptor oligoescuaramidico y sustratos fosforilados
en disoluciones acuosas debe considerarse que los fosfatos son moléculas ionizables
gue entraran en equilibrio con el receptor. Por esta razéon resulta imprescindible
determinar las constantes de ionizacién de los fosfatos en las mismas condiciones
experimentales previamente a los experimentos de complejacién.

Las constantes de ionizacién de todos los fosfatos se han obtenido por valoracion
acido-base mediante ITC. Los datos experimentales obtenidos se han ajustado a un
modelo de doble o triple ionizacidn, segln el caso, mediante el software HypAH 1.1.0
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de Protonic Software,*® obteniendo, una vez alcanzado un conjunto de valores
guimicamente significativos, las constantes globales de estabilidad (B) y las entalpias
de formacién (AH) de las diferentes especies en disolucién. Las constantes, de
ionizacion o de asociacién en funcién del caso (K) y entropias (AS) se han obtenido
posteriormente segln las ecuaciones 4,5y 6.

K = 1O(Log[3(especie final)—Logp(especies iniciales) (EC. 4)

AG = —Ln(K) -RT  (Ec.5)

_ AH-AG
T

AS (Ec. 6)

En la figura 82 y la tabla 6, mostradas a continuacion, se representan los datos
experimentales obtenidos para el AMP junto con los valores calculados para un
equilibrio acido-base con dos constantes de ionizacion.
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£ 60 - - 0,500 O AMP
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o 40 - | 1000 3 ——AMPH
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20 - -1,500
0 4y ' ; ———— . . -2,000
66 61 56 51 46 41 36 31 26 21
pH
.
;N 7N 4—NH
Q N D—NH, 0 N D—NH, Q N D—NH,
S0 — S0 — 10 —
o'\ ol o
o) o OH o OH o
ROAAEIC S 6 AV
HO  OH HO  OH HO  OH

Figura 82 — Datos experimentales normalizados de la valoracién acido-base de AMP con HCI. Valores
calculados, especiacién y equilibrios quimicos considerados.

Tabla 6 — Constantes termodinamicas obtenidas para los equilibrios de protonacion del AMP.

K AH AS
Complejo Equilibrio Log B 1
(M) (kJ/mol) | (kJ/mol)
AMP-H AMP +H < AMP -H 5,95 8,9X105 -2,700,2 0,105
AMP-H, AMP -H+H < AMP -H, | 9,46 3,2X103 16,37+0,03 0,122

136

Gans, P.; Sabatini, A.; Vacca, A.; Simultaneous Calculation of Equilibrium Constants and Estandar

Formation Enthalpies from Calorimetric Data for Systems with Multiple Equilibria in Solution. J. Solution
Chem., 2008, 37, 467-476.
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A partir de las constantes globales (B) se obtienen los valores pKs; = 3,51 y pKs, = 5,95
para la primera y segunda ionizacion del AMP respectivamente, en las condiciones
experimentales utilizadas. Estos valores resultan algo inferiores, aunque comparables,
a los que aparecen en la bibliografia (3,99 y 6,74) para el AMP aunque en este caso
obtenidos en condiciones diferentes.’

De forma similar, se han obtenido los valores de las constantes de ionizacién para la
manosa 6-fosfato (M6P), la fructosa-2,6-bifosfato (FBP) y la fosfocolina (PCh). Los
valores obtenidos se muestran a continuacion en las figuras 83-85 y las tablas 7-9.
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8 0,015 ’é‘ M6P-H,
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O OH 9 OH 9 OH
- ,P\ 1y, \OH + + ,P\ 1, \OH + /P\ 1, \OH
' o H : +H : -
O_OI ? (e} HQé ° O 1OH Hﬂé ° (e}
“'OH “'OH
OH OH OH

Figura 83 — Datos experimentales normalizados de la valoracién de M6P con HCI. Valores calculados,
especiacion y equilibrios quimicos considerados.

Tabla 7 — Constantes termodinamicas calculadas para los equilibrios de la M6P.

Complejo Equilibrio Logp K_l AH as
(M™) (kJ/mol) | (kJ/mol)
M6P-H M6P +H < M6P -H 5,33 2,1x10° | -2,71+0,03 0,093
M6P-H, M6P -H+ H = M6P - H, 7,2 7,4x10" -1,5+0,4 0,031

137 Ould-Moulaye, C. B.; Dussap, C. G.; Gros, J. B.; A consistent set of formation properties of nucleic acid

compounds: Nucleosides, nucleotides and nucleotide-phosphates in aqueous solution. Thermochim.
Acta, 2002, 387, 1-15.
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Figura 84 — Datos experimentales normalizados de la valoracién de FBP con HCI. Valores calculados,
especiacion y equilibrios quimicos considerados.

Tabla 8 — Constantes termodinamicas obtenidas para los equilibrios de la FBP.

Complejo Equilibrio LogPB K_1 AH As
(M™) (kJ/mol) (kJ/mol)
FBP-H FBP+H s FBP -H 6,6 4,Ox106 -5,0810,03 0,109
FBP-H, FBP-H+H s FBP-H, 12,96 2,3X106 -8,5210,02 0,093
FBP-H3 FBP -H, +H < FBP - H; 14,89 8,5x101 -17,47+0,05 -0,022
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Figura 85 — Datos experimentales normalizados de la valoracion de PCh con HCI. Valores calculados,
especiacion y equilibrios quimicos considerados.

Tabla 9 — Constantes termodinamicas obtenidas para los equilibrios del PCh.

Complejo Equilibrio LogP K_1 AH As
(M™) (kJ/mol) | (ki/mol)
PCh-H PCh+H = PCh-H 533 | 2,1x10° | -2,10.1 0,095
(PCh-H), | PCh-H+PCh-H = (PCH-H), | 13,99 | 2,1x10’ | -10,6¢0.1 | 0,028
PCh-H, PCh-H+H = PCh-H, 7,71 | 2,4x10° -6+2 0,025
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Los valores de las constantes de ionizacién y de las entalpias de formacién para los
equilibrios de ionizacion de los diferentes fosfatos utilizados se han introducido como
constantes al plantear un modelo completo de equilibrio frente a la oligoescuaramida
74. En todos los casos, los modelos de equilibrio planteados requieren evaluar entre 5
y 7 equilibrios y el hecho de fijar 2 o 3 de éstos segun el caso, disminuye la complejidad
del sistema y permite alcanzar resultados con sentido quimico. Para realizar estos
experimentos en presencia de la oligoescuaramida, se ha obtenido en primer lugar una
disolucién de la sal bdsica del fosfato y la oligoescuaramida ciclica, para
posteriormente realizar una valoracidn acido-base mediante la adicién de HCI,
protonando asi los fosfatos y permitiendo la disociacién de los complejos, lo que
permite calcular los valores termodindmicos.

La figura 86 y la tabla 10, muestran el andlisis de los datos experimentales en el
intervalo de pH estudiado mediante un modelo en el que la oligoescuaramida 74
forma complejos 1:1 con el AMP monobasico y dibasico, y un complejo 1:2 con la
forma monobasica.
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Figura 86 — Datos experimentales y calculados normalizados de la valoraciéon de 74 + AMP con HCl.

Tabla 10 — Constantes termodinamicas obtenidas para los equilibrios de AMP y los complejos formados
el e . . b - . . . . s

con 74. ° Equilibrios cuyas constantes se mantienes como variables. ~ Equilibrios de ionizacién cuyas

constantes se mantienen invariables.

Complejo Equilibrio LogB K_1 AH hs
(M™) (kJ/mol) | (k}/mol)
AMP-H AMP +H = AMP -H® 595 | 89x10° | -2,74¢0,2 | 0,105
AMP-H, AMP -H+H = AMP -H," 9,46 | 3,2x10° | 16,37+0,03 | 0,122
74-AMP 74 + AMP = 74 - AMP® 532 | 2,1x10° | 16,4:0,6 | 0,157
74-[AMP-H] 74+ AMP - H = 9,42 | 1,3x10" | -41,8+0,6 | -0,062
74 - [AMP - H]
JaaMPH], | T E [AMP-H] + AMP -H = | g 0o | 4 010° | 54,0802 | 0,111
74 - [AMP - H], ' ' o ’
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Esquema 47 — Equilibrios de asociacién calculados para la valoracion acido-base de la mezcla 74 + AMP.

El sistema de equilibrios permite evaluar las constantes de asociacién para los
complejos 1:1, siendo 2,1x10° M y 1,3x10* M™ para los complejos [74-AMP] y
[74-AMPH], respectivamente. Estos valores son légicos ya que la afinidad de la
oligoescuaramida ciclica 74, con dos cargas positivas netas, frente al AMP dibasico, con
dos cargas negativas netas, es diez veces superior a la correspondiente al AMP
monobasico. Adema3s la especiacion muestra que, para valores de pH superiores a 5, el
complejo [74-AMP] es la especie predominante (>90%). Estos valores son muy notables
ya gque se han obtenido en disolucién por lo que cabe esperar que el reconocimiento
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de componentes fosfatos sobre membranas celulares ocurra con mucha mayor
afinidad.'*®

Los resultados obtenidos con el resto de los fosfatos se muestran en las figuras 87 a 89
y las tablas 11 a 13.
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Figura 87 — Datos experimentales y calculados normalizados de la valoracién de 74 + M6P con HCI.

Tabla 11 — Constantes termodinamicas obtenidas para los equilibrios de M6P y los complejos formados
con 74. ° Equilibrios cuyas constantes se mantienes como variables. ° Equilibrios de ionizacién cuyas
constantes se mantienen invariables.

Complejo Equilibrio LogPB K_l AH as
(M™) (kJ/mol) (kJ/mol)
M6P-H M6P+H = M6P-H" 533 | 2,1x10° | -2,740,3 0,093
M6P-H, M6P -H+H = M6P-H," 72 | 7,4x10" | -1,5:0,4 0,031
74-M6P 74 + M6P = 74 - M6P° 3,64 | 4,4x10° 1746 0,127
74-M6P, 74 - M6P + M6P = 74 - M6P,° 6,95 | 2,0x10° | 41+11 0,201
74-[M6P-H] | 74+ M6P-H = 74-[M6P-H]® | 868 | 1,1x10° 1616 0,150
74-[M6P-H], 74 [M6P - H] + M6Pa’ H= 16,81 | 6,3x10> | 710 0,077
74 - [M6P - H],

138 Ma, M.; Paredes, A.; Bong, D.; Intra- and Intermembrane Pairwise Molecular Recognition between

Synthetic Hydrogen-Bonding Phospholipids. J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 14456-14458.
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Esquema 48 — Equilibrios de asociacién calculados para la valoracion acido-base de la mezcla 74 + M6P.
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Figura 88 — Datos experimentales y calculados normalizados de la valoracién de 74 + FBP con HCI.

Tabla 12 — Constantes termodinamicas obtenidas para los equilibrios de FBP y los complejos formados
con 74. ° Equilibrios cuyas constantes se mantienes como variables. ° Equilibrios de ionizacién cuyas
constantes se mantienen invariables.

Complejo Equilibrio Logp K_1 AH as
(M™) (kJ/mol) (kJ/mol)
FBP-H FBP+H S FBP -H®° 6,6 4,0x10° | -5,08+0,03 | 0,109
FBP-H, FBP -H+H = FBP -H," 12,96 | 2,3x10° | -8,52+0,02 | 0,093
FBP-H, FBP -H,+H = FBP -H; " 14,89 | 8,5x10" | -17,47+0,05 | -0,022
74-FBP 74 + FBP = 74 -FBP* 6,4 2,5x10° | -10,10,8 0,089
74,-FBP 74 - FBP + 74 = 74, - FBP® 8,05 | 4,5x10" -845 0,005
74-[FBP-H] | 74 +FBP-H = 74-[FBP-H]° | 10,46 | 1,1x10* | 41,410,1 0,217
74 -[FBP -H]+H = A
74-[FBP-H,] R 15,16 | 5,0x10* | -17,5%0,3 0,031
74 - [FBP - H,]
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Esquema 49 — Equilibrios de asociacidn calculados para la valoracion acido-base de la mezcla 74 + FBP.
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Figura 89 — Datos experimentales y calculados normalizados de la valoracién de 74 + PCh con HCI.

Tabla 13 — Constantes termodinamicas obtenidas para los equilibrios de PCh y los complejos formados
con 74. ° Equilibrios cuyas constantes se mantienes como variables. ° Equilibrios de ionizacién cuyas
constantes se mantienen invariables.

. L K AH AS
Complejo Equilibrio Logf (M'I) (kifmol) | (ki/mol)
PCh-H PCh+H = PCh-H" 5,33 2,1x10° | -2,1+0,1 0,095
PCh-H, PCh-H+H = PCh-H," 12,96 | 2,4x10° -6+2 0,025
[PCh-H], PCh-H+ PCh-H < [PCh-H], g 14,89 2,1x10° | -10,60,1 0,028
74-PCh 74 + PCh =74 -PCh° 1,03 1,1x101 -101+4 -0,014
74-PCh, 74 -PCh+ PCh = 74 - PCh,° 6,56 3,4x10° 3,1+0,1 0,116
74-[PCh-H] 74+ PCh-H = 74-[PCh-H]® 7,75 2,6x10° | -1,6+0,2 0,041
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Esquema 50 — Equilibrios de asociacién calculados para la valoracion acido-base de la mezcla 74 + PCh.

Es destacable la presencia de complejos [74-RPO,”] a valores de pH superior a 6 en el
caso de AMP (>95%) y M6P (>80%). En el caso de la fructosa se observa ya a pH 4,5
complejo [74-FBP] en un 40%, con una tendencia ascendente para valores de pH mas
basicos, a la vez que disminuye la proporcién de [FBP-H,] y [74-FBP-H,]. Esta diferencia
en el comportamiento es debida a los dos grupos fosfato presentes en la FBP.

El caso de la fosfocolina es especial al presentar ésta un grupo tetraalquilamonio
catidnico, hecho que hace que el complejo 1:1 no esté favorecido electrostaticamente.
En este caso existe una mayor proporcién de complejo [74-PCh,], un complejo neutro,
a pH 6,5 (>70%), con una presencia de [74-PCh] (complejo catidnico) practicamente
nula.
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Tabla 14 — Resumen de las constantes de asociacion de los complejos supuestamente predominantes a

pH fisioldgico.
Complejo Equilibrio K_1
(M%)
74-AMP 74 + AMP = 74 - AMP 2,1x10°
74-M6P 74 + M6P = 74 - M6P 4,4x10°
74-FBP 74 + FBP = 74 - FBP 2,5x10°
74-PCh, 74 - PCh + PCh = 74 - PCh, 3,4x10°

A modo de resumen, en la tabla 14 se muestran las constantes de asociacién para los
complejos que resultan ser los predominantes a pH fisioldgico (7,4). Los complejos
formados en los tres primeros casos presentan constantes de asociaciéon de diversa
magnitud. La afinidad menor se obtiene para la M6P y se puede explicar por la
presencia de complejos 2:1 con los fosfatos dianidnicos, con constantes de asociacién
similares, que compiten con el complejo 1:1. En el caso de la FBP la presencia de dos
grupos fosfato permite explicar la elevada afinidad del complejo.

Los estudios realizados por ITC han permitido establecer que existe una gran afinidad
entre la oligoescuaramida ciclica y diversos compuestos fosforilados como modelos de
fosfatos de membrana, hecho que podria relacionarse a nivel quimico con la
internalizacion observada en la sonda C2-BDP 69 al activarse mediante este
reconocimiento los mecanismos de endocitosis propuestos.
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3.8 Conclusiones

1. Se ha obtenido un derivado de la oligoescuaramida ciclica C2 con un grupo amino
capaz de reaccionar con otros grupos funcionales, permitiendo la obtencion de
conjugados de esta oligoescuaramida ciclica en un solo paso sintético.

2. Mediante el uso de la oligoescuaramida ciclica derivatizable 54 se han obtenido tres
sondas fluorescentes con diferentes propiedades fotofisicas, de las cuales una de ellas
ha permitido la visualizacion de la interaccién entre las lineas celulares NIH3T3 vy
U87MG, vy la oligoescuaramida C2.

3. La sonda fluorescente C2-BDP 69 ha permitido elucidar los procesos que se dan
durante la interaccién con las células, estableciendo que existe una internalizacion
mediante un transporte activo, en concreto la endocitosis, gracias a un reconocimiento
de la oligoescuaramida sobre la membrana. Posteriormente la sonda fluorescente
permanece sin ser degradada en los endosomas tardios, impidiendo la evolucién de
éstos a lisosomas.

4. Los estudios llevados a cabo mediante ITC con la oligoescuaramida ciclica
cuaternizada y los diferentes fosfatos, como modelos de compuestos fosforilados de la
membrana celular, han permitido confirmar que existe una gran afinidad de la
oligoescuaramida ciclica por los grupos fosfato dianidnicos, estableciendo mayormente
complejos 1:1 en disolucién acuosa.
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3.9 Métodos experimentales

Todos los disolventes utilizados han sido adquiridos a Scharlau y Sigma-Aldrich.
Cuando ha sido necesario, estos disolventes se han secado y destilado segln los
procedimientos indicados en la bibliografia.139 El agua utilizada en los procesos de
sintesis, elaboracién o preparacion de muestras se ha purificado por electroésmosis
con un equipo ELIX10 (Millipore) y, posteriormente, por tratamiento a través de un
equipo MilliQ (Millipore) consiguiendo una resistividad maxima de 18,2 MQ.

Los disolventes deuterados utilizados en los experimentos de RMN se han adquirido
con calidad espectroscépica para RMN con una riqueza del 99,98% siendo utilizados
sin tratamiento previo.

Todos los reactivos y sales utilizados han sido adquiridos a través de las casas
comerciales Sigma-Aldrich, Panreac o TCI Chemicals. Se han utilizado sin purificacién
previa a no ser que se indique lo contrario.

El sistema RF-HPLC utilizado para la purificacidon de los productos ha sido un sistema
Gilson, equipado con bombas modelo 321 y un médulo detector UV-Vis-152.

Los espectros de RMN (*H y 13¢) se han registrado en un instrumento Bruker AVANCE-
300 o bien mediante un instrumento Bruker AVANCE 600 MHz. Los desplazamientos
quimicos indicados en ppm estan referenciados a la sefal residual del disolvente
utilizado en el caso de DMSO y CDCls. En el caso de los espectros realizados en D0, se
ha utilizado la sal sddica del acido 3-(trimetilsilil)-1-propanosulfénico como patrén
interno. Los espectros de masas se han registrado con un espectrémetro de masas de
alta resoluciéon (HRMS) Micromass AutoSpec 3000, provisto de un sistema de entrada
de la muestra mediante electroespray (ESI) o bien mediante un sistema Bruker
Autoflex MALDI-TOF.

La obtencién de los espectros UV-Vis se ha realizado mediante un espectrémetro UV-
Vis modelo Varian Cary 300 Bio de doble haz. Para los espectros de emision de
fluorescencia se ha utilizado un espectrofotémetro Varian Cary Eclipse.

Para la cuantificacidon de la fluorescencia celular se ha utilizado un citémetro de flujo
modelo Beckman Coulter Epics XL-MLC. El microscopio confocal utilizado para la
visualizacién y obtencion de microfotografias ha sido el modelo Confocal Scanner TCS
SP2 Leica, de Leica Microsystem, Heidelberg.

Los experimentos de ITC se han llevado a cabo en un NanolTC Il de TA Instruments.

139 Armarego, W. L. F.; Chai, C.; Purification of Laboratory Chemicals, 6" Ed., 2009, Butterworth

Heinemann, Elsevier. Oxford, UK.
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3.9.1 Sintesis

N-terc-butoxicarbonil-1,3-diaminopropano 43:

HoN~ >"NHBoc

Su sintesis se ha descrito en el capitulo 2.

Terc-butil (3-(bis(2-cianoetil)amino)propil)carbamato 52:

NHBoc

iy

Ne” >N en

La diamina monoprotegida 43 (1,57 g, 9,0 mmol) disuelta en acrilonitrilo (45 ml) y
acido acético (1,03 ml, 18 mmol) se lleva a reflujo durante 16 horas. Posteriormente el
disolvente se concentra a presidon reducida, el residuo se disuelve en CHCl; (30 ml) y se
vierte sobre NHs concentrado (10 ml). La fase orgdnica se lava con H,O (3 x 30 ml), se
seca sobre Na,S0O, y se concentra a sequedad obteniendo un liquido incoloro que se
purifica mediante cromatografia en columna (Al,03, CHCl3:MeOH (2%)) para obtener el
producto 52 en forma de aceite incoloro (2,48 g, 8,86 mmol). Rdto: 99%

'H RMN (300 MHz, CDCls): 6 = 1,44 (s, 9H, C(CHs)s3), 1,67 (m, J(H,H) = 6,9 Hz, 2H,
CH,CH,CH,), 2,49 (t, *J(H,H) = 6,6 Hz, 4H, CH,CH,CN), 2,59 (t, *J(H,H) = 6,9 Hz, 2H,
NCH,), 2,86 (t, >J(H,H) = 6,6 Hz, 4H, CH,CN), 3,20 (q, *J(H,H) = 6,9 Hz, 2H, CH,NHBoc),
4,73 (br, 1H, NHBoc). *C RMN (75 MHz, CDCl3): & = 17,1, 28,1, 28,5, 38,6, 49,8, 51,1,
79,4, 118,7, 156,2. HRMS (ESI) calc. para 303,1797 (M+Na"; CisH24N4NaO,")
encontrado: 303,1791.

Terc-butil (3-(bis(2-aminopropil)amino)propil)carbamato 53:

NHBoc

HaN A~ N~ NH2

El dinitrilo 52 preparado anteriormente (2,48 g, 8,86 mmol) se disuelve en NaOH:EtOH
(50 ml, 1.4 M) y se introduce en un frasco hidrogenador que contiene el catalizador Ni-
Raney (0,94 g). La mezcla se purga con hidrégeno y se hidrogena a 45 psi durante 16
horas. Se filtra el catalizador a través de Celita® 521 y se lava con suficiente EtOH
acuoso al 95%. El filtrado se diluye con H,0 (5 ml) y se elimina a presién reducida el
EtOH. El resto acuoso se lava con CH,Cl, (3 x 30 ml) extrayendo el producto en las fases
organicas, que se secan sobre Na,SO, y se concentran obteniendo la diamina 53 como
un liquido incoloro (2,53 g, 8,75 mmol). Rdto: 99%

'H RMN (300 MHz, CDCls): 6 = 1,44 (s, 9H, C(CHs)s3), 1,59 (m, >J(H,H) = 6,9 Hz, 6H,
CH,CH,CH,), 2,44 (m, 6H, NCH,), 2,72 (t, 3J(H,H) = 6,9 Hz, 4H, CH,NH,), 3,17 (br, 2H,
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CH,NHBoc), 4,47 (br, 1H, NHBoc). *C RMN (75 MHz, CDCls): 6 = 27,0, 28,6 ,30,9, 39,9,
40,7, 51,9, 52,7, 78,9, 156,2. HRMS (ESI) calc. para 289,2604 (M+H"; Ci4H33N405")
encontrado: 289,2598.

C2-Boc 54:

(0] (o]
N N NH
H

HN N._~_N
; g \_\~NHB
o o) oC

El diéster 5 (1,8 g, 4,58 mmol) se calienta en EtOH a 50 °C hasta su completa
disolucién. Sobre esta se afiade gota a gota una disolucion de la triamina
monoprotegida 53 (1,32 g, 4,58 mmol) disuelta en EtOH (20 ml). La mezcla se agita
durante 16 horas a temperatura ambiente y en atmdsfera de argdn. El precipitado
formado se filtra y se lava con EtOH (4 x 10 ml) y Et,0 (2 x 10 ml) obteniendo un sélido
amarillo. Este se lava con acetona a reflujo (3 x 20 ml) y se seca a vacio obteniendo un
sélido amarillo palido (1,82 g, 3,09 mmol). Rdto: 67%

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,37 (s, 9H, C(CHs)3), 1,47 (br, 2H, CH,CH,NHBoc),
1,64 (br, 8H, CH,CH,CH,), 2,11 (s, 3H, NCH;), 2,33 (br, 10H, NCH,), 2,91 (br, 2H,
CH,NHBoc), 3,50 (br, 8H, CH,NH(Sq)), 6,75 (br, 1H, NHBoc), 7,40 (br, 4H, NH(Sq)). *C
RMN (75 MHz, DMSO-dg): 6 = 26,7, 28,0, 28,2, 38,0, 41,7, 50,4, 54,2, 77,3, 155,6,
167,8, 182,3. HRMS (ESI) calc. para 612,3486 (M+Na"; CyoHasN;NaOg') encontrado:
612,3480.

3-etoxi-4-((pirenilmetil)Jamino)-3-ciclobuten-1,2-diona 58:

(0] (0]

SO

1-pirenometilamina 57 (0,207 g, 0,77 mmol) y DiPEA (269 pl, 1,55 mmol) se suspenden
en una mezcla compuesta por DMF (1 ml), Et,0 (2 ml) y acetonitrilo (8 ml). A esta
suspension se afiade escuarato de dietilo 1 (229 ul, 1,55 mmol) disuelto en Et,0 (1 ml),
y se agita la mezcla resultante durante 16 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se eliminan los disolventes y se disuelve el residuo en CHCl3 (25 ml). La
disolucién se lava con H,0 (2 x 20 ml), una disolucion saturada de NaCl (20 ml) y se
seca sobre Na,SO,. El disolvente se evapora obteniendo un sélido blanco. Este se
recristaliza en mezclas CH,Cl,:hexano obteniendo el producto 58 (125 mg, 0,352 mmol)
como un sdlido blanco. Rdto: 45%
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'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,34 (m, 3H, CH,CH;), 4,67 (m, 2H, CH,CH3), 5,25 (d,
3J(H,H) = 5,7 Hz, 1H, NHCH,*(pyr)), 5,46 (d, 2J(H,H) = 5,7 Hz, 1H, NHCH,"(pyr)), 8,0-8,4
(m, 9H, pyr), 9,31 (br, 0,5H, NH°), 9,54 (br, 0,5H, NH?).2*° **C RMN (75 MHz, CDCl3): & =
16,0, 46,8, 70,0, 122,0, 124,8, 125,1, 125,2, 125,8, 126,0, 126,5, 127,4, 128,2, 128,9,
130,7, 131,4, 131,8, 172,4, 177,7, 183,5, 188,9. HRMS (ESI) calc. para 711,2495
(2M+H"; CagH35N,06") encontrado: 711,2472.

2-(4-formilfenoxi) acetato de etilo 61:
\/0 o)
1S

CHO

4-hidroxibenzaldehido 59 (5,62 g, 46 mmol) y K,CO3 (14,65 g, 106 mmol) disueltos en
acetona (70 ml) se agitan durante 15 minutos en atmdsfera de argdn. Posteriormente
se afade bromoacetato de etilo 60 (5,10 ml, 46 mmol) a la mezcla y se agita a reflujo
durante 2 horas. La disolucion se vierte sobre H,0 fria (160 ml) y se extrae con CH,Cl,
(2 x 65 ml). Los extractos organicos se combinan y se lavan con una disolucién
concentrada de NaCl (30 ml). La disolucién se seca sobre Na,SO,4 y se concentra el
disolvente a presiéon reducida obteniendo el producto como un liquido denso amarillo
(8,48 g, 40,7 mmol). Rdto: 92%

'H RMN (300 MHz, CDCl5): 6 = 1,30 (t, *J(H,H) = 6,9 Hz, 3H, CH,CH;), 4,28 (q, *J(H,H) =
6,9 Hz, 2H, CH,CH3), 4,70 (s, 2H, CH,0Ar), 7,01 (d, *J(H,H) = 8,7 Hz, 2H, Ar), 7,85 (d,
*J(H,H) = 8,7 Hz, 2H, Ar), 9,90 (s, 1H, CHO). *C RMN (75 MHz, CDCl3): 6 = 14,2, 61,7,
65,3, 115,0, 130,9, 132,0, 162,7, 168,1, 190,8.

8-(4-(2-etoxi-2-oxoetoxi)fenil)-1,3,5,7-tetrametil BODIPY 65:

\/O\[(\O
(0]

El aldehido 61 (1,55 g, 7,43 mmol) y 2,4-dimetilpirrol 62 (1,53 ml, 14,87 mmol) se
disuelven en CH,Cl, anhidro (1000 ml) mientras el recipiente es purgado con argon. A
continuacion, se aflade anhidrido acético (0,6 ml, 6,5 mmol) y TFA (15 pul). La mezcla de
reaccion se cubre con papel de aluminio y se mantiene en agitacién con atmdsfera de
argén durante 80 minutos a temperatura ambiente. Después, 2,3-dicloro-5,6-diciano-
p-benzoquinona (2,03 g, 8,92 mmol) disuelta en una mezcla de CH,Cl, anhidro (20 ml)

140 , . b . . . .
Los superindices ° y ° hacen referencia a las dos conformaciones diferenciables en el espectro.
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y THF anhidro (5 ml) se afiade al crudo de reaccién y se agita durante 15 minutos
adicionales. La disolucién se lava con H,0 (3 x 250 ml), una disolucion concentrada de
NaCl (250 ml), se seca sobre Na,SO, y se concentra a sequedad manteniendo el bafio
del rotavapor a temperatura inferior a 34 °C. El polvo rojo-verde obtenido corresponde
al producto 63. Se elabora brevemente mediante disolucién en CH,Cl, (40 ml) y
filtracidon a través de Florisil® (20 g). Posteriormente la disolucién se diluye hasta los
190 ml en un matraz de fondo redondo cubierto con papel de aluminio, y se afade
EtsN (14,3 ml, 103 mmol). Se agita durante 10 minutos y se afiade BF3-OEt, 64 (17,5 ml,
142 mmol) para posteriormente agitar durante otros 45 minutos. Transcurrido el
tiempo, la disolucién se lava con H,0 (3 x 70 ml) y una disolucién concentrada de NacCl
(50 ml). El disolvente se elimina a presidn reducida y el residuo obtenido se disuelve en
MeOH (60 ml) con K,CO3 (2,49 g, 18 mmol). La solucién se agita durante 40 minutos y
entonces se concentra a un volumen final de aproximadamente 5 ml. Se diluye con
H,O (150 ml) y se extrae el producto con CHCls3 (3 x 50 ml). Los extractos orgdnicos se
secan sobre Na,SO, y el disolvente se concentra obteniendo un sélido que se purifica
mediante cromatografia en columna (SiO,, CH,Cl:hexano, de 3:1 a 9:1). El producto se
recristaliza con CH,Cl, y hexano para obtener cristales de color naranja (1,297 g, 3,04
mmol). Rdto: 41%

'H RMN (300 MHz, CDCl3): 6 = 1,29 (t, 3J(H,H) = 7,2 Hz, 3H; CH,CH;), 1,33 (s, 6H, 1,7-
CH;(BDP)), 2,34 (s, 6H, 3,5-CH3(BDP)), 4,28 (q, >J(H,H) = 7,2 Hz, 2H, CH,CHs), 4,68 (s, 2H,
CH,O(Ar)), 5,88 (s, 2H, 2,6-H(BDP)), 6,97 (d, 3J(H,H) = 8,7 Hz, 2H, m-H(Ar)), 7,21 (d,
3)(H,H) = 8,7 Hz, 2H, o-H(Ar)). *C RMN (75 MHz, CDCls): 6 = 14,3, 14,7, 61,6, 65,6,
115,5, 121,3, 128,3, 129,5, 131,9, 141,5, 143,2, 155,6, 158,5, 168,7. HRMS (MALDI-
TOF) calc. para 407,1942 (M-F; C,3H,5BFN,03°) encontrado: 407,1940.

8-(4-(carboximetoxi)fenil)-1,3,5,7-tetrametil BODIPY 66:

La hidrdlisis del éster 65 se realiza mediante la disolucion de éste (98 mg, 0,23 mmol)
en MeOH (20 ml) junto con K,COs (249 mg, 1,8 mmol), con agitacién en un matraz
protegido de la luz y con atmaésfera de argdn durante 60 horas.

Posteriormente se elimina el disolvente a presién reducida obteniendo un resto que se
diluye con H,0O (50 ml). La disolucién basica obtenida se lava con CHCl; (3 x 30 ml) y se
acidifica con HCl 1N hasta obtener un pH 3. Entonces se extrae el producto con CH,Cl,
(3 x 30 ml), se secan las fases organicas sobre Na,SO, y se evapora el disolvente para
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obtener un sdlido naranja de producto (91 mg, 0,23 mmol) que se usa inmediatamente
sin mas purificacion. Rdto: 99%

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,39 (s, 6H, 1,7-CHs(BDP)), 2,44 (s, 6H, 3,5-
CH;(BDP)), 4,75 (s, 2H, CH,O(Ar)), 6,17 (s, 2H, 2,6-H(BDP)), 7,08 (d, *J(H,H) = 8,7 Hz, 2H,
m-H(Ar)), 7,25 (d, *J(H,H) = 8,7 Hz, 2H, o-H(Ar)), 13,04 (br, 1H, COOH). *C RMN (75
MHz, DMSO-de): & = 14,1, 14,2, 64,6, 115,3, 121,3, 126,4, 129,1, 131,1, 142,0, 142,8,
154,7, 158,4, 169,9. HRMS (ESI) calc. para 795,3148 (2M-H*; CiyHa1B,FsN4Og)
encontrado: 795,3130.

N3,N3-Di-[3-[(terc-butionicarbonil)amino]propyl]-1,3-di-aminopropano 67:

NH,

BocHN\/\/NV\/NHBoc
Sintetizada segun el procedimiento descrito en la bibliografia.**’

BODIPY-Diamina(Boc), 68:

Una disolucion del acido de BODIPY 66 (0,175 g, 0,44 mmol), la amina 67 (0,171 g, 0,44
mmol) y DIMAP (5 mg, 0,04 mmol) en CH,Cl, anhidro (13 ml) se afiade gota a gota
sobre otra disoluciéon de DCC (0,118 g, 0,57 mmol) en CH,Cl, (2 ml) a 0 °C. La reaccién
se mantiene a dicha temperatura durante 2 horas y a temperatura ambiente durante
12 horas adicionales.

Se elimina el disolvente y el residuo obtenido se lava con Et;0. El sélido naranja
resultante se purifica mediante HPLC de fase reversa, utilizando una columna
XBridge™ Prep €18 OBD™ 5um, 19x150 mm, de Waters. La fase mévil utilizada ha sido
acetonitrilo y H,0, con una proporcidn inicial 80:20 y final a los 8 minutos de 95:5. Los
extractos se concentran parcialmente a 40 °C y 100 mbar de presién y se liofilizan
obteniendo el producto 68 como un sélido naranja (25 mg, 0,03 mmol). Rdto: 7%

'H RMN (300 MHz, CDCl3): 8 = 1,41 (s, 6H, 1,7-CH3(BDP)), 1,43 (s, 18H, C(CHs)3), 1,68 (t,
*)(H,H) = 6,8 Hz, 4H, CH,CH,NHCOO), 1,71 (t, *J(H,H) = 6,8 Hz, 4H, CH,CH,NHCO), 2,44
(t, *J(H,H) = 6,3 Hz, 6H (NCH,), 2,55 (s, 6H, 3,5-CH;(BDP)), 3,17 (q, *J(H,H) = 6,3 Hz, 4H,
CH,NHCOO), 3,43 (g, 3J(H,H) = 6,3 Hz, 2H, CH,NHCO), 4,54 (s, 2H, CH,O(Ar)), 5,08 (br,
2H, NHCOO), 5,98 (s, 2H, 2,6-H(BDP)), 7,05 (d, >J(H,H) = 8,7 Hz, 2H, m-H(Ar)), 7,15 (br,
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1H, CH,CONH), 7,22 (d, 3J(H,H) = 8,7 Hz, 2H, o-H(Ar)). *C RMN (75 MHz, CDCl;): 6 =
14,7, 27,1, 28,6, 29,9, 37,8, 39,3, 51,7, 51,9, 67,5, 79,3, 115,5, 121,4, 128,7, 129,8,
131,8, 141,2, 143,1, 155,7, 156,2, 157,9, 167,8. HRMS (ESI) calc. para 769,4635 (M+H";
CaoHsoBF,NgOg') encontrado: 769,4636.

C2-BDP 69:

/

La oligoescuaramida ciclica 54 (0,32 g, 0,55 mmol) se trata con 10 ml de HCI 3M (4,4
mmol) y se agita durante 16 horas a 50 °C. Después la solucién se basifica con una
disolucién saturada de Na,CO3 hasta pH 9 y se elimina el disolvente, obteniendo la

correspondiente amina como un sélido amarillo, que se usa sin mas purificacién en el
siguiente paso. La desproteccién total del grupo Boc se verifica mediante *H-RMN.

La amina obtenida se disuelve en NMP (1-metil-2-pirrolidona) (2 ml) con 193 ul de
DiPEA (1,11 mmol), y se filtra la solucién para eliminar sales inorganicas. Por otro lado,
el acido del BODIPY 66 (121 mg, 0,3 mmol) y DiPEA (71,4 ul, 0,41 mmol) se disuelven
en NMP (4 ml). Sobre esta ultima disolucion se afiade una disolucion de TSTU
(tetrafluoroborato de N,N,N’,N’-Tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio) (92 mg, 0,3
mmol) en NMP (2 ml) y se mantiene la mezcla a temperatura ambiente, en atmésfera
de argdn y protegida de la luz durante 90 minutos. Después se afiade la disolucion de
la amina desprotegida y se agita durante 16 horas en las mismas condiciones. La
disolucién naranja se filtra y se afiade Et,0 frio (15 ml), separandose un liquido oscuro
que se decanta y lava con Et,0 (15 ml) y pentano (10 ml), obteniendo un sdlido
naranja. Este crudo se purifica mediante HPLC de fase reversa obteniendo el producto
69 como un sdlido naranja (42 mg, 0,048 mmol). Pureza determinada por HPLC: 95%
Rdto: 16%

Procedimiento para la purificacion mediante HPLC:

Columna: Atlantis® Prep T3 OBDTM 5 um, 19 x 150 mm, de Waters.

Fase movil: Eluyente A (H,O, 10 mM AcONHgy, pH 4,5). Eluyente B (Acetonitrilo).

Perfil de elucién preparativo: 0’-2" (25% B); 2’-40’ (25-60% B); 40°-43’ (60% B); 43’-54’
(60-25%); 54’-59’ (25% B). 17 ml/min.

Tiempo de elucién: 16,6".

Longitud de onda de deteccion: 495 nm.
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Procedimiento para la determinacién de la pureza mediante HPLC:

Columna: Atlantis® T3 5 um, 4,6 x 150 mm, de Waters.

Fase movil: Eluyente A (H,0, 10 mM AcONHy, pH 4,5). Eluyente B (Acetonitrilo).

Perfil de elucion: 0°-0.5’ (25% B); 0.5’-55’ (25-60% B); 55’-60" (60% B); 60’-72 (60-
25%); 72'-75" (25% B). 1,0 ml/min.

Tiempo de elucion: 21,0".

Longitud de onda de deteccién: 495 nm.

100 -
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Figura 90 — Traza de HPLC de la sonda C2-BDP 69 purificada mediante HPLC. Area de la sefial
principal: 95%.

'H RMN (600 MHz, DMSO-dg): & = 1,38 (s, 6H, CHs(py)), 1,57 (m, 3J(H,H) = 6,9 Hz, 2H,
NCH,CH,CH,NHCO), 1,62 (br, 8H, NCH,CH,CH,NH(Sq)), 2,08 (s, 3H, CHsN), 2,3-2,5 (br,
10H, CH,N), 2,44 (s, 6H, CHs(py)), 3,17 (9, >J(H,H) = 6,4 Hz, 2H, CH,NHCO), 3,50 (br, 8H,
CH,NH(Sq)), 4,53 (s, 2H, CH,0Ar), 6,16 (s, 2H, CH(py)), 7,13 (d, >J(H,H) = 8,6 Hz, 2H, Ar),
7,28 (d, *J(H,H) = 8,6 Hz, 2H, Ar), 7,4-8,0 (br, 4H, NH(Sq)), 8,22 (br, 1H, NHCO). **C RMN
(75 MHz, DMSO-dg) 6 = 13,9, 14,2, 21,7, 25,2, 33,5, 49,7, 52,7, 67,0, 79,2, 115,5, 121,3,
126,6, 129,2, 131,0, 141,9, 142,7, 154,7, 158,2, 167,5, 167,9, 172,8, 182,4. HRMS (ESI)
calc. para 892,4469 (M+Na"; CssHsgBF,NgNaOg') encontrado: 892,4452.

186




3. Sondas moleculares fluorescentes

C2-FITC 70:

La desproteccion del grupo amino de la oligoescuaramida 54 (400 mg, 0,68 mmol) se
prepara como se describe para el compuesto 69. Después se disuelve en DMSO (1 ml)
junto con 240 ul de DIPEA (1,38 mmol). A esta disolucion se le afiade otra disoluciéon de
FITC (Fluoresceina 5-isotiocianato) 56 (266 mg, 0,68 mmol) y se mantiene la mezcla
con agitacién durante 120 horas bajo una atmdsfera de argdn y protegido de la luz. La
disolucidn se filtra y se purifica mediante HPLC de fase reversa, obteniendo el producto
70 como un sdlido naranja (118 mg, 0,13 mmol). Pureza determinada por HPLC: 99%
Rdto: 20%

Procedimiento para la purificacion mediante HPLC:

Columna: XBridgeT'\’I Prep C18 oBD™ 5 pm, 19 x 150 mm, de Waters.

Fase movil: Eluyente A (H,0, 10 mM AcONHy, pH 9,0). Eluyente B (Acetonitrilo).

Perfil de elucién preparativo: 0’-2,5’ (5% B); 2,5’-17,5’ (5-37% B); 17,5’-19,5’ (37% B);
19,5’-22,5’ (37-5%); 22,5’-24,5’ (5% B). 17 ml/min.

Tiempo de elucién: 11,2’

Longitud de onda de deteccién: 290 nm.

Procedimiento para la determinacién de la pureza mediante HPLC:

Columna: XBridgeT'\’I C18 5 um, 4,6 x 150 mm, de Waters.

Fase movil: Eluyente A (H,0, 10 mM AcONHy, pH 9,0). Eluyente B (Acetonitrilo).

Perfil de elucién: 0’-2,5’ (5% B); 2,5’-17,5’ (5-37% B); 17,5’-19,5’ (37% B); 19,5’-22,5’
(37-5%); 22,5’-24,5’ (5% B). 1,0 ml/min.

Tiempo de elucion: 12,2,

Longitud de onda de deteccion: 290 nm.
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Figura 91 — Traza de HPLC de la sonda C2-FITC 70 purificada mediante HPLC. Area de la sefial
principal: 99%.

'H RMN (600 MHz, DMSO-dg): & = 1,67-1,74 (br, 10H, CH,CH,CH,), 2,16 (br, 3H, NCHS3),
2,39-2,50 (br, 10H, NCH,), 3,54 (br, 10H, CH,NH(Sq)+CH,NHCS), 6,57-6,68 (m, 7H,
FITC), 7,18 (d, *J(H,H) = 8,2 Hz, 1H, FITC), 7,52-7,76 (br, 2H, NH), 8,15-8,24 (br, 2H, NH),
9,97 (br, 1H, NH), 10,13 (br, 2H, OH). *C RMN (75 MHz, DMSO-dg) 6 = 25,5, 27,3, 27,7,
49,9, 50,3, 53,6, 83,4, 102,4, 110,2, 110,4, 113,1, 113,8, 117,0, 118,4, 124,9, 128,38,
129,4, 136,7, 141,1, 141,3, 152,5, 160,3, 161,1, 167,9, 168,8, 173,0, 80,3, 182,2. HRMS
(ESI) calc. para 879,3500 (M+H"; CssHs1NgOoS*) encontrado: 879,3503.

C2-¢c3-Sq 71:

. =
N/\/\H

NH

H
" I o Ojj[o
\_\> N
7 Yo VI

La oligoescuaramida 54 (202 mg, 0,34 mmol) se desprotege tal y como se describe
para el compuesto 69. Una vez finalizada la reaccion de desproteccion se basifica
igualmente con Na,COs sélido hasta pH 8, para diluir posteriormente la disolucion con
EtOH (10 ml). A esta disolucidén se afiaden 51 pl de escuarato de dietilo 1 (0,34 mmol) y
se mantiene en agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se
reduce el volumen de la disolucién a 40 °C y 90 mbar hasta obtener un volumen
aproximado de 5 ml. La disolucion se diluye con H,0 (10 ml) y se enfria en un bafio de
agua-hielo, separando el precipitado resultante por centrifugacion. El sélido se lava
después con EtOH (2 x 10 ml) y se seca, obteniendo el producto 71 como un sdlido
amarillo palido (112 mg, 0,18 mmol). Rdto: 54%
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'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 1,36 (t, *J(H,H) = 6,3 Hz, 3H, CH,CH3), 1,64 (br, 10H,
NCH,CH,CH,NH), 2,11 (s, 3H, NCH3), 2,34-2,45 (br, 10H, NCH,CH,CH,NH), 3,50 (br, 10H,
NCH,CH,CH,NH), 4,63 (q, >J(H,H) = 6,3 Hz, 2H, CH,CHs), 7,38 (br, 4H, NHCCNH), 8,59
(br, 0,5H, NH’CCO), 8,79 (br, 0,5H, NH’CCO). **C RMN (75 MHz, DMSO-dg-HCl) & = 15,9,
24,4, 24,8, 25,1, 25,5, 40,9, 49,7, 50,1, 52,7, 69,2, 168,1, 174,0, 182,5, 184,4, 184,8.
HRMS (MALDI-TOF) calc. para 614,3297 (M+H"; C30HasN;0;") encontrado: 614,3320.

C2-Pyr 72:

. g
N/\/\H NH

A

La obtencién de la amina libre a partir de la oligoescuaramida ciclica 54 (50 mg, 0,085
mmol) se realiza del mismo modo que se ha descrito para el producto 69. Al crudo de
reaccion de la desproteccién se afiade EtOH (1,9 ml) y se basifica con una disolucién de
Na,CO; saturada hasta pH 8,4. A esta disolucién se afiade después DiPEA (44 ul, 0,25
mmol) y se mantiene en agitacion durante unos minutos. Posteriormente se afnade el
éster derivado del pireno 58 (33 mg, 0,093 mmol) disuelto en una mezcla EtOH:DMF
(1,8 ml y 0,5 ml respectivamente). Esta mezcla de reaccién se agita a 40 °C durante 2
horas y posteriormente 60 horas a temperatura ambiente. El precipitado se filtra y se
lava con EtOH (7 ml), una mezcla EtOH:H,0 (1:1, 7 ml) y acetona (7 ml). El crudo se
purifica mediante HPLC de fase reversa, obteniendo el producto 72 como un sdlido
blanco (53 mg, 0,066 mmol). Pureza determinada por HPLC: 65% Rdto: 78%

Procedimiento para la purificacion mediante HPLC:

Columna: XBridge™ Prep C18 OBD™ 5 pum, 19 x 150 mm, de Waters.

Fase movil: Eluyente A (H,0, 10 mM AcONHy, pH 4,5). Eluyente B (Acetonitrilo).

Perfil de elucién preparativo: 0’ (10% B); 0’-20" (10-50% B); 20’-22’ (50% B); 22’-24’
(50-10%); 24’-27" (10% B). 17 ml/min.

Tiempo de elucién: 14,0".

Longitud de onda de deteccion: 290 nm.

Procedimiento para la determinacién de la pureza mediante HPLC:

Columna: XBridgeT'\’I C18 5 um, 4,6 x 150 mm, de Waters.

Fase movil: Eluyente A (H,O, 10 mM AcONHg,, pH 4,5). Eluyente B (Acetonitrilo).

Perfil de elucién: 0’ (10% B); 0’-20’ (10-50% B); 20’-22’ (50% B); 22’-24’ (50-10%); 24’-
27’ (10% B). 1,0 ml/min.

Tiempo de elucién: 14,3,
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Longitud de onda de deteccion: 290 nm.

100 4
g 80 A
(1]
e
@©
N
‘© J
g 60
1<)
c
® 40 -
i)
(%]
C
3
E - L\\/\'\
0 . ) —
0 5 10 15 20 25

Tiempo (min)

Figura 92 — Traza de HPLC de la sonda C2-Pyr 72 purificada mediante HPLC. Area de la sefial principal:
65%.

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,60 (br, 10H, CH,CH,CH>), 2,09 (br, 3H, NCH), 2,34
(br, 10H, NCH>), 3,47 (br, 10H, CH,NH(Sq)), 5,50 (br, 2H, NHCH.(pyr)), 7,33 (br, 3H, NH),
8,0-8,5 (m, 10H, pyr+NH). >C RMN (75 MHz, DMSO-dg + HCI) & = 25,0, 25,4, 40,8, 44,9,
49,7, 52,6, 123,0, 124,0, 124,2, 125,2, 125,4, 125,6, 126,5, 126,7, 127,5, 128,1, 130,4,
130,6, 130,9, 132,3, 167,8, 168,0, 182,4, 182,6. HRMS (MALDI-TOF) calc. para 799,3926
(M+H"; C45Hs1NgOg") encontrado: 799,3900.

[C2-Me,]-[1,] 73:

Sintetizado segln se describe en la bibliografia.”
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[CZ-Mez]-[CIZ] 74.

La sal de yodo 73 (204 mg, 0,28 mmol) se disuelve en H,0 (15 ml) y la solucidn se filtra
para eliminar restos insolubles. Se afade una disoluciéon acuosa de NH4PFg¢ (0,4 ml,
1,2M) obteniendo un precipitado amarillo que se filtra y lava con H,O (5 ml). El
precipitado se suspende en agua destilada (10 ml) y se afiade una resina de
intercambio idnico en su forma cloruro (Amberlite® IRA-400, 0,5 g). La mezcla se agita
suavemente durante 24 horas, se filtra y la disolucion acuosa se liofiliza para obtener el
producto 74 como un sélido blanco (120 mg, 0,22 mmol). Rdto: 78%

3.9.2 Obtencidn de espectros de absorcion-emision

Para la caracterizacién y evaluacion de las sondas fluorescentes sintetizadas se utilizan
las alicuotas purificadas mediante HPLC segun los procedimientos descritos.

Los compuestos C2-BDP 69, C2-FITC 70 y C2-Pyr 72 se disuelven en DMSO para obtener
disoluciones a una concentracion 1,Ox10'3 M. Las disoluciones de las sondas C2-BDP 69
y C2-FITC 70 se diluyen posteriormente hasta una concentracion de 1,0x10° M vy
5,0x10° M en PBS a pH 7,4, anadiendo DMSO si es necesario para mantener su
proporcién en un 1%. En el caso de la sonda C2-Pyr 72 se diluye la disolucién inicial a
una Unica concentracién 5x10° M en PBS a pH 7,4 manteniendo en este caso la
proporcion de DMSO al 5%.

De la muestra mas concentrada de cada producto se obtiene su espectro ultravioleta-
visible en el intervalo entre 240 y 750 nm, determinando los maximos de absorcién
absolutos y relativos.

Con las muestras mas diluidas se obtienen los espectros de emisién fluorescente,
adquiriendo dichos espectros en el intervalo comprendido entre 20 nm menos que la
longitud de onda de excitacion y 750 nm. Las longitudes de onda de excitacion
utilizadas para cada sonda han sido de 465 nm para la sonda C2-BDP 69, 470 nm para
la sonda C2-FITC 70 y 370 nm para la sonda C2-Pyr 72.
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3.9.3 Variacion de la fluorescencia en funcion del pH

Se disuelven los compuestos C2-BDP 69 y C2-FITC 70 en DMSO para obtener
disoluciones 1,0x10° M. Estas se diluyen en DMSO hasta una concentracién 5,0x10™
M.

Por otra parte se preparan disoluciones acuosas en el intervalo de pH entre 3 y 11.
Para ello se diferencian tres condiciones en funciéon del pH deseado. Para obtener
disoluciones con un pH inferior a 4 se adicionan, a 20 ml de una disolucién acuosa 0,1
M de NaCl, 500 ul de AcOH glacial. Posteriormente se ajusta el pH mediante la adicidn
de alicuotas de HCl 0,1 M. Para las disoluciones con un pH comprendido entre 4 y 10,
se adicionan 500 pl de AcOH glacial o de una disolucién de NHs al 32% en funcién del
pH deseado y se ajusta finalmente con la adicidn de alicuotas de NH3; o AcOH segun
corresponda. Finalmente para las disoluciones con pH mayor a 10, se adicionan 500 pl
de una disolucién de NHs al 32% y se ajusta el pH con la adiciéon de una disolucién de
NaOH 0,1 M.

Posteriormente se trasvasan 3960 ul de las disoluciones preparadas junto con 40 ul de
la disolucién de la sonda fluorescente en DMSO, obteniendo una concentracion final
de 5,0x10° M, con un 1% de DMSO.

Las muestras recién preparadas se mantienen durante 5 minutos a una temperatura
de 37 °C protegidas de la luz. Los espectros correspondientes se registran por
triplicado para asegurar la fiabilidad de la lectura. La excitacién se realiza a 465 nm en
el caso de la sonda C2-BDP 69 y a 470 nm para la sonda C2-FITC 70.

La intensidad de fluorescencia se calcula como la integral de la curva de emision en el
intervalo de longitudes de onda de dicha curva segln la férmula:

A
I =20, Updivs - Qiva = 4)  (Ec.2)

3.9.4 Calculo de los rendimientos cuanticos

El cadlculo del rendimiento cuantico se lleva a cabo obteniendo en primer lugar
espectros absorciéon mediante espectrometria UV-Vis y espectros de emision mediante
fluorimetria. Las disoluciones utilizadas en ambas técnicas son las mismas.

La ecuacién para calcular el rendimiento cudntico (®) mediante comparacién con un
estandar es la siguiente:

Fli Absg Aexp miy (Ec.7)

Fi}  Absly Aexy 1%

o = oy -

Siendo FI* el drea integrada de la banda de emision de la muestra (M) y el estandar (E),
a una longitud de onda A determinada. Abs* corresponde a la absorbancia a esa
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longitud de onda, A se refiere a la intensidad de la [ldmpara de excitacion, y n es el
indice de refraccion del disolvente.

Sin embargo, los términos que hacen referencia a la intensidad de la lampara y el
indice de refraccién son facilmente despreciables al comparar valores obtenidos a la
misma longitud de onda de excitacidn y utilizar disoluciones acuosas, como en este
caso. Por lo que se obtiene la ecuacién 3.

Fl};-Abs}:

o = O -
M E " absh Fi}

(Ec. 3)

La determinacion del rendimiento cuantico se ha llevado a cabo en dos condiciones
diferentes de pH, por una parte a 7,4 utilizando PBS, y por otra parte a pH 5,5
utilizando un tampdn de cacodilato sddico a una concentracién 0,01 M.

Las disoluciones de los estandares se preparan segun las condiciones especificas para
cada fluordéforo, ajustando las concentraciones de muestreo experimentalmente para
obtener lecturas de absorbancia inferiores a 0,1 en el intervalo de longitudes de onda
estudiadas, evitando de este modo los efectos de filtro interno debidos a la
concentracion. Las sondas fluorescentes sintetizadas se diluyen igualmente en las dos
condiciones propuestas, a una concentracion a la cual su absorbancia en el intervalo
de longitudes de onda de interés para el calculo del rendimiento cuantico sea inferior a
0,1. En el caso de las sondas C2-BDP 69 y C2-FITC 70 se utiliza un 1% de DMSO,
mientras que para la sonda C2-Pyr 72 se incrementa hasta el 5%. Para todos los
productos se obtienen tres concentraciones diferentes excepto para las muestras C2-
FITC y C2-Pyr en el tampdn cacodilato, donde se obtienen Unicamente dos.

En la tabla 15 se resumen las concentraciones usadas para obtener los espectros de
absorcién y emision.

Tabla 15 — Concentraciones de los estandares y las sondas sintetizadas utilizadas para la obtencion
de los rendimientos cuanticos.

Fluoréforo Disolvente Conc.1 (M) | Conc.2 (M) | Conc. 3 (M)
Oregon Green 488 | 0,1 M T. borato, pH9 | 3,0x10” 7,0x107 1,0x10°
C2-BDP 69 PBS, pH 7,4 3,0x10” 7,0x10”7 1,0x10°
C2-BDP 69 T. cacodilato, pH 5,5 | 3,0x10” 7,0x10”7 1,0x10°®
C2-FITC 70 PBS, pH 7,4 3,0x107 7,0x107 1,0x10°
C2-FITC 70 T. cacodilato, pH 5,5 | 1,0x10® 1,4x10° -

Sulfato de quinina | HCIO4, 0,1 M 1,0x10°® 5,0x10°® 1,0x10°
C2-Pyr 72 T. cacodilato, pH 5,5 | 3,0x10” 5,0x107 .

Los espectros de emision de los estandares y las muestras se obtienen con longitudes
de excitacidon cercanas a los maximos de absorcién de los productos a intervalos de 5
nm, obteniendo en el caso de la sonda C2-BDP 69 lecturas entre 450 y 520 nm, el
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mismo intervalo que en el caso de la sonda C2-FITC 70, y entre 345y 370 nm en el caso
de la sonda C2-Pyr 72.

Una vez registrados los espectros de emision se obtiene la intensidad de fluorescencia
calculando la integral de la banda de emisién segln la ecuacién 3 descrita
anteriormente y se comparan los pares de valores de la muestra y el estandar
correspondiente a una longitud de onda determinada.

Las multiples concentraciones obtenidas permiten asegurar la exactitud de los valores
obteniendo de este modo hasta nueve valores del rendimiento cudntico para cada
longitud de onda, para cada muestra y cada condicién.

3.9.5 Fotoestabilidad de la sonda C2-BDP 69 en PBS

Para comprobar la fotoestabilidad de la sonda C2-BDP 69, se adquiere el espectro de
emisién de la sonda a una concentracién 5,0x10° M en PBS/1% DMSO a 25 °C. El
registro del espectro se realiza en intervalos de 1 nm con un tiempo de lectura de 0,2
segundos/nm. La longitud de onda de excitacion es de 460 nm y el voltaje del
fotomultiplicador (PMT) se fija a 600 V. Se realizan adquisiciones sucesivas cada cinco
minutos hasta obtener un tiempo acumulado de 6 horas.

3.9.6 Obtencidn de las constantes termodinamicas de los compuestos fosforilados

Las constantes termodinamicas por ITC de los fosfatos modelo se obtienen, a una
temperatura de 298 K, mediante la adicion de una disolucion de HCl a una disolucion
acuosa del fosfato estudiado. Las disoluciones de fosfatos se obtienen a partir de las
diferentes sales sddicas de los fosfatos, disddicas en el caso de AMP y M6P, y trisddica
en el caso de la FBP, mediante disolucién en agua recién destilada. La fosfocolina se
usa como sal de calcio. Las condiciones definitivas utilizadas se resumen en la tabla 16.

Tabla 16 — Concentraciones de fosfato y de HCl utilizadas para las valoraciones mediante ITC.

Fosfato [Fosfato] mM [HCI] mM
AMP 6,6 69,3
M6P 1,82 9,0
FBP 2,0 15,0
PCh 1,84 9,0

Previo al inicio de la valoracion, las muestras se desgasifican durante cinco minutos al
vacio.
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3.9.7 Obtencidn de las constantes termodinamicas de los complejos 74-Fosfato

Del mismo modo se realiza la valoracion de una mezcla de la oligoescuaramida 74 y los
fosfatos en diferente proporcién en disolucién acuosa, a 298 K, y utilizando las
concentraciones que se indican en la tabla 17.

Tabla 17 — Concentraciones de oligoescuaramida ciclica (receptor), fosfato (huésped) y HCI utilizadas
para realizar las valoraciones mediante ITC.

Receptor | [Receptor] mM | Huésped | [Huésped] mM | [74]:[PO,°] | [HCI] mM
74 6,0 AMP 2,0 3:1 9,0
74 6,0 M6P 1,8 3,3:1 9,0
74 6,0 FBP 2,0 3:1 15,0
74 6,0 PCh 1,8 3,3:1 9,0
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'H-RMN 72 (DMSO-d)
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Publicacion derivada de este capitulo:

“Cell Uptake and Localization Studies of Squaramide Based Fluorescent

Probes”

Angel Sampedro, Ruth Villalonga-Planells, Manuel Vega, Guillem Ramis, Silvia

Fernandez de Mattos, Priam Villalonga, Antoni Costa and Carmen Rotger

Abstract

Bioconjugate Chem. 2014, 25, 1537-1546.

Cell internalization is a major issue in drug design. Although squaramide-based
compounds are receiving much attention because of their interesting bioactivity, cell
uptake and trafficking within cells of this type of compounds are still unknown. In
order to monitor the cell internalization process of cyclosquaramide compounds we
have prepared two fluorescent probes by covalently linking a fluorescent dye (BODIPY

derivative or fluorescein) to a
noncytotoxic cyclosquaramide
framework. These two probes (C2-
BDP and C2-FITC) rapidly internalize
across live cell membranes through
endocytic receptor-mediated
mechanisms. Due to its higher
fluorescence and photochemical
stability, C2-BDP is a superior dye
than C2-FITC. C2-BDP remains
sequestered in late endosomes
allowing their fast and selective
imaging in various live cell types.
Cyclosquaramide—cell membrane
interactions facilitate cell uptake and
have been investigated by binding
studies in solution as well as in live
cells. Cyclosquaramide 1 (C2-BDP)
can be used as a highly fluorescent
probe for the rapid and selective
imaging of late endosomes in live
cells.
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4. Espaciadores autoinmolativos

4.1 Motivacion del capitulo

En el capitulo anterior se ha demostrado que la oligoescuaramida ciclica marcada C2-
BDP 69 se internaliza en las células atravesando de forma rapida la membrana
citoplasmadtica y se acumula en los endosomas tardios con un bajo nivel de toxicidad
(Fig. 93).""

Figura 93 - Internalizacién de la oligoescuaramida ciclica C2-BDP (verde).

La oligoescuaramida ciclica, por tanto, realiza una funcién transportadora de los
grupos fluoréforos conjugados, similar a la que realizan otros sistemas como son por
ejemplo los péptidos de penetracion celular (CPPs), las nanoparticulas o los liposomas,
con capacidad para la internalizacién de farmacos. En muchas ocasiones, cuando se
utilizan sistemas de transporte para la administracién y distribucién de farmacos, es
necesario liberar el fdrmaco de su unién con el transportador, ya que ligado, su
actividad se ve inhibida o reducida en gran medida. Debido a ello, es necesario que se
produzca la rotura selectiva de la unién entre el transportador y el fdrmaco una vez
alcanzada la diana terapéutica. Para alcanzar este objetivo, se pueden seguir diversas
estrategias, pero el uso de espaciadores autoinmolativos constituye una alternativa
muy efectiva a la hora de desarrollar sistemas con enlaces labiles que permitan la
liberacién de moléculas de forma controlada.

En esta introduccidn se describen inicialmente las estrategias seguidas para la
internalizacion de farmacos evitando diversos inconvenientes como degradacién
prematura, baja internalizacién, o la busqueda de mayor especificidad mediante el uso
de receptores especificos de membrana. A continuacién, la introduccion se orienta
hacia los sistemas autoinmolativos, responsables de la liberacién, bajo estimulos
selectivos, de las cargas, describiendo las diferentes estructuras que componen estos
sistemas, incluyendo en este caso los transportadores.

1 Sampedro, A.; Villalonga-Planells, R.; Vega, M.; Ramis, G.; Fernandez de Mattos, S.; Villalonga, P.;

Costa, A.; Rotger, C.; Cell Uptake and Localization Studies of Squaramide Based Fluorescent Probes.
Bioconjugate Chem., 2014, 25, 1537-1546.
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Posteriormente, ya en la discusion de resultados, se describe el diseno, sintesis y
optimizacién de un nuevo sistema autoinmolativo basado en la unidad escuaramida.

Ademas se evalla la eficacia del nuevo espaciador en diferentes condiciones, teniendo
siempre presente la aplicabilidad del sistema en entornos biolégicos (Fig. 94).

"‘I 0 o]
) & .
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Medio extracelular
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Medio intracelular

Membrana citoplasmatica

Figura 94 — Disefio general de un sistema autoinmolativo escuaramidico. La escuaramida se encuentra
unida por una parte a la carga y por la otra a un sensor capaz de detectar unas determinadas
condiciones propias de un entorno intracelular. De esta forma, al detectar esta activacién, se libera la
carga mediante un proceso autoinmolativo.

Tal y como se ejemplifica en la figura anterior, este sistema debe ser estable en unas
condiciones similares a las que se encuentran en un medio extracelular, mientras que
las condiciones intracelulares deben provocar la liberacion y activacion de la carga.

4.2 Introduccion

Muchos farmacos presentan problemas relacionados con su administracion tales como
limitada solubilidad, la imposibilidad de atravesar la membrana celular, poca
especificidad o la accién de determinados enzimas que pueden inutilizar el farmaco y

. . . C ey . e s . 142 14
reducir su biodisponibilidad, es decir, una farmacocinética inadecuada.™ 3

Para evitar estos inconvenientes los farmacos se administran como derivados o
conjugados, que presentan unas propiedades metabdlicas, farmacolégicas, o
farmacocinéticas diferentes a las del farmaco en si mismo. Cuando estas estructuras
alcanzan su diana terapéutica sufren una transformacién, bien sea mediante enzimas
especificas o mediante estimulos concretos, como por ejemplo un pH determinado o el
potencial redox, transformando el compuesto administrado en el farmaco con
actividad terapéutica. Al farmaco modificado estructuralmente y que no presenta las
mismas propiedades que éste, capaz ademas de generar in situ el farmaco en cuestion,
se le denomina profarmaco (Esquema 51).

142 Wong, A. D.; DeWit, M. A.; Gillies, E. R.; Amplified release through the stimulus triggered degradation

of self-immolative oligomers, dendrimers, and linear polymers. Adv. Drug Deliver. Rev., 2012, 64, 1031-
1045.

13 Stella, V. J.; Charman, W. N. A.; Naringrekar, V. H.; Prodrugs: Do they have Advantages in Clinical
Practice?. Drugs, 1985, 29, 455-473.
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Esquema 51 — Estrategia seguida para aumentar la biodisponibilidad de la ampicilina mediante su
administracion como profarmaco. Una vez en el organismo las esterasas del organismo provocan una
degradacion de la estructura adquiriendo su actividad terapéutica.

Por ejemplo, la bacampicilina mostrada en la figura anterior es un profarmaco de la
ampicilina, un antibidtico betalactdmico derivado de la penicilina. El profarmaco
administrado oralmente experimenta una mayor tasa de absorcién que el propio
farmaco, hidrolizandose posteriormente por la accién de esterasas y aumentando por
tanto su accién antibiética.™**

En ocasiones, para modificar las propiedades del farmaco, éste se combina con una
molécula con capacidad para atravesar las barreras bioldgicas y a la que se denomina
transportador. La unién de ambas estructuras se realiza con el objetivo de que el
conjugado farmaco-transportador atraviese la membrana citoplasmatica sin dificultad
mediante un proceso de transporte transmembrana facilitado. Al igual que en el caso
general, la actividad del farmaco puede verse anulada por el transportador,
considerandose también en este caso un profarmaco (Fig. 95).

144 Bodin, N. O.; Ekstrom, B.; Forsgren, U.; Jalar, L. P.; Magni, L.; Ramsay, C. H.; Sjoberg, B.; Bacampicillin,

a New Orally Well-Absorbed Derivative of Ampicillin. Antimicrob. Agents Chemother., 1975, 8, 518-525.
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Figura 95 — Representacion de un farmaco y los beneficios que aporta la estructura del profarmaco. En
el caso que la barrera terapéutica corresponda a la membrana celular se habla de transporte facilitado,
pudiendo ser también un profarmaco o no en funciéon del transportador.

Actividad

Barrera terapéutica

En cualquiera de los casos estos sistemas permiten superar las limitaciones
farmacoldgicas o farmacocinéticas que experimentan los farmacos por si solos, y
mencionados anteriormente.

Los farmacos administrados como profdrmacos, requieren de la accién de un estimulo
especifico para presentar su actividad. En el caso de la bacampicilina, mostrada
anteriormente, el éster carbdnico se encuentra cerca del nicleo B-lactdmico. Si bien en
este caso concreto esto no supone un problema para la accién de las esterasas
implicadas en su hidrdlisis. Sin embargo, en otros casos es necesaria la inclusidon de un
espaciador entre el grupo funcional susceptible de sufrir el estimulo y la carga
proactiva. Una vez activado el sistema, estos espaciadores evolucionan de forma
auténoma liberando al farmaco. Estos espaciadores se denominan autoinmolativos.

4.3 Sistemas autoinmolativos

Un sistema autoinmolativo es aquel que, después de ser activado por un estimulo
externo, desencadena una cascada de reacciones intramoleculares que provocan la
liberacion de una carga. El grupo sensible de sufrir la activacion del sistema es lo que
se denomina gatillo (Fig. 96).

Espaciador
autoinmolativo
Estimulo
6/\/\. —> [(3] — >~ .
Gatillo

Carga

Figura 96 — Representacién de un sistema autoinmolativo activado mediante un estimulo externo, que
activa el gatillo, y éste a su vez la liberacion de la carga.
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La presencia de un transportador no es un componente intrinseco de un sistema
autoinmolativo, sin embargo, los transportadores permiten facilitar la internalizacion
de los farmacos.

A continuacidn se describen las caracteristicas y se exponen ejemplos bibliograficos de
las diferentes secciones que componen un sistema compuesto por un transportador y
un espaciador autoinmolativo.

4.3.1 Transportadores

En un sistema transportador-espaciador-carga, el transportador es la porcién
molecular responsable de la internalizacién celular, aportando también en muchos
casos la especificidad hacia la diana terapéutica. Se pueden clasificar los
transportadores en funcién de si presentan una especificidad hacia determinados
receptores o bien si Unicamente facilitan la internalizacién ya sea por sus propias
caracteristicas estructurales o por las posibilidades de funcionalizaciéon que presentan,
como ocurre por ejemplo con determinados nanomateriales como los nanotubos o las
nanoparticulas metalicas.

4.3.1.1 Transportadores no especificos o funcionalizables: nanomateriales

Los dendrimeros, nanotubos, liposomas, nanoparticulas metalicas o incluso las
proteinas pueden considerarse nanomateriales. Estos sistemas, en funcion de sus
propiedades superficiales y tamafio pueden activar mecanismos de internalizacién no
selectivos o simplemente actuar como transportadores de la carga, acumulandose en
determinados lugares.

Este tipo de estructuras han demostrado que pueden solventar los problemas
asociados a los farmacos habituales, tales como mejorar su solubilidad, prolongar el
tiempo de permanencia en el organismo, mejorar su biodistribucion y evitar
respuestas inmunes por parte del receptor. Estas propiedades son fruto de la
posibilidad de funcionalizar su superficie con diferentes sustancias tales como
pequefias moléculas orgdnicas, péptidos, anticuerpos, acidos nucleicos, etc. que
estimulan el reconocimiento por parte de receptores especificos. Por otra parte
también pueden funcionalizarse con diferentes farmacos o agentes de diagndstico,
tales como agentes de contraste, lo que habilita la terapia de combinacion, util para
evitar la resistencia a determinados farmacos, o la evaluacion a tiempo real de la
eficacia del tratamiento (Fig. 97).**°

1> Sun, T.; Zhang, Y. S.; Pang, B.; Hyun, D. C.; Yang, M.; Xia, Y.; Engineered Nanoparticles for Drug

Delivery in Cancer Therapy. Angew. Chem. Int. Ed.; 2014, 53, 12320-12364.

219




Oligoescuaramidas ciclicas: sintesis y actividad bioldgica

Lipid based
Nanocarriers

Polymer based
Nanocarriers

Lipome Polymeric
Micelle

Solid Lipid ; Polymeric
icl Nanoparticle
Ranepeiis Stealth Nanoparticle P
Liposome Albumin bound
Technology (Nab)

L

Antibody-Drug Silica
Conjugat Nanoparticle
Drug Inorganic
i Pol -D Metal i
Conjugates Pmertue Nanoserice NANOparticles

Hafnium Oxide
Nanoparticle

Polymer-Protein
Conjugate

"~
Viral Nanoparticles

Figura 97 — Representacién esquematica de diferentes nanoestructuras con aplicaciones terapéuticas.
Imagen reproducida de J. Control. Release, Vol. 200, Nanomedicine in cancer therapy: Challenges,
opportunities, and clinical applications, Pag. 138-157, Copyright 2015, con permiso de Elsevier.

Las propiedades de funcionalizacién de las nanoparticulas permiten establecer un nexo
de unidn entre la unidad encargada del reconocimiento, y el sistema autoinmolativo,
lo que en la practica lleva, por ejemplo, a la internalizacidn efectiva de mdultiples
drogas para un tratamiento mas eficaz de enfermedades como el cancer, VIH o
infecciones bacterianas.*®

Un ejemplo de un sistema de transporte inespecifico, capaz de provocar una liberaciéon
controlada y de forma prolongada es el descrito por K. Cheng y colaboradores. En este
caso usan una nanoparticula inorganica hueca, con poros de entre 2 y 4 nm de
diametro. El farmaco utilizado es el cisplatino, un antitumoral inespecifico de células
tumorales. La carga de la nanoparticula se realiza mediante su dispersiéon en una
disolucién concentrada de cisplatino, favoreciendo de esta forma la incorporacién del
farmaco a la nanoparticula por difusidon. Una vez se administra la nanoparticula a un

146 Wang, A. Z,; Gu, F.; Zhang, L.; Chan, J. M.; Radovic-Moreno, A.; Shaikh, M. R.; Farokhzad, O. C,;

Biofunctionalized targeted nanoparticles for therapeutic applications. Expert Opin. Biol. Ther., 2008, 8,
1063-1070.
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organismo, el cisplatino fluye a través de los poros lentamente con un tiempo medio
de difusion de 16 horas en medios bdsicos o neutros, acelerando el proceso en medios
acidos. Aprovechando la capacidad de funcionalizacidn de estas nanoparticulas, se han
conjugado con Herceptina, un anticuerpo especifico de HER2, un receptor
sobreexpresado en la superficie de algunas lineas tumorales. De esta forma se
consigue un reconocimiento de la nanoparticula por un receptor especifico
sobreexpresado en una linea tumoral, liberando el farmaco de forma prolongada en
ese lugar concreto (Fig. 98).**’

Anticuerpo especifico
herceptina

Cl.,,  .NHj
o
CI” “NHg

g
o~
b =
Q =3
K% °©
S =
c @,
o 2
o o
3 S
() S
ol 8
(e
Cl.,  .NHj
Bt
CI” “NH;

Figura 98 — Representacion de la nanoparticula porosa de accion prolongada para el tratamiento
. . . 147
selectivo con cisplatino.

Los niveles de toxicidad de los nanomateriales, en especial de las nanoparticulas
metalicas, ademads de su dificultad y elevado coste de sintesis, son los principales
inconvenientes a los que se enfrentan estos compuestos y lo que ha motivado la
busqueda de otras alternativas.'*® 1%

4.3.1.2 Transportadores especificos

En los ultimos afios la terapia contra el cadncer se orienta hacia la dotacién de una
selectividad especifica hacia determinados receptores de membrana sobreexpresados
en las células tumorales, como método para evitar la falta de especificidad de la
quimioterapia tradicional. Esta parte del principio general segin el cual es mas

1 Cheng, K.; Peng, S.; Xu, C.; Sun, S.; Porous Hollow Fe;O, Nanoparticles for Targeted Delivery and

Controlled Release of Cisplatin. J. Am. Chem. Soc., 2009, 131, 10637-10644.
148 Buzea, C.; Pacheco Blandino, I. I.; Robbie, K.; Nanomaterials and nanoparticles: Sources and toxicity.
Biointerphases, 2007, 2, MR17-MR172.

149 Yah, C. S.; Simate, G. S.; lyuke, S. E.; Nanoparticles toxicity and their routes of exposures. Pak. J.
Pharm. Sci., 2012, 25, 477-491.
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probable eliminar células cancerigenas, que proliferan mas rapidamente y carecen de
los sistemas de control oportunos, que las células sanas. De este modo, los agentes
citotoxicos cldsicos carecen de especificidad y causan importantes efectos secundarios
como resultado de la accidén sobre células sanas, especialmente sobre aquellas que se
dividen rapidamente como células hematopoyéticas, epiteliales e intestinales.

Para dotar de selectividad a los agentes terapéuticos se recurre en muchos casos al
uso de ligandos naturales cuyos receptores se hallan sobreexpresados en las
membranas de las células tumorales. Dos de los ejemplos mds representativos son el
150,151,152y la biotina (Fig. 99).153,154,155

se encuentra sobreexpresado en una mayoria de tejidos cancerosos mientras que su

acido fdlico En el primer caso el receptor folato
expresion es mas limitada en células de tejidos sanos,'*® de forma que, la interaccién
acido fdlico-receptor folato puede utilizarse para el reconocimiento selectivo de
células cancerosas.

Figura 99 — Estructuras del acido fdlico (izquierda) y la biotina (derecha).

En un ejemplo concreto, de R. I. Pinhassi y colaboradores, se ha conjugado un
polisacarido, que actlia como transportador, con acido fdlico y metotrexato, un
inhibidor competitivo de acido félico. Ademas se ha incluido en la estructura un
compuesto citotéxico para poder cuantificar la internalizacidon del conjugado. Para el
estudio se ha utilizado una linea celular que no sobreexpresa el receptor de folato por
si misma, junto con la misma linea celular a la que le ha sido transfectado la
informacidn genética para expresar dicho receptor. De esta forma, el tratamiento de
ambas versiones de la linea celular con el conjugado sintetizado ha demostrado un
incremento en la actividad antiproliferativa de mas de seis veces en el caso de la linea

150 Henne, W. A.; Doorneweerd, D. D.; Hilgenbrink, A. R.; Kularatne, S. A.; Low, P. S.; Synthesis and

activity of a folate peptide camptothecin prodrug. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2006, 5350-5355.

1 Liang, X. H.; Sun, Y.; Liu, L. S.; Zha, Y. Y.; Hu, X. Y.; Fan, J.; Regioselective synthesis and initial
evaluation of a folate receptor targeted rhaponticin prodrug. Chin. Chem. Lett., 2012, 1133-1136.

152 Yang, J. J.; Kularatne, S. A.; Chen, X.; Low, P. S.; Wang, E.; Characterization of in Vivo Disulfide-
Reduction Mediated Drug Release in Mouse Kidneys. Mol. Pharmaceutics, 2012, 9, 310-317.

153 Marchand-Brynaert, J.; Bouchet, M.; Touillaux, R.; Beauve, C.; Fastrez, J.; Design and Synthesis of a
Bifunctional Label for Selection of R-Lactamase displayed on Filamentous Bacteriophage by Catalytic
Activity. Tetrahedron, 1996, 52, 5591-5606.

14 QOjima, I.; Guided Molecular Missiles for Tumor-Trageting Chemotherapy-Case Studies Using the
Second-Generation Taxoids as Warheads. Accounts Chem. Res., 2008, 41, 108-119.

155 Yang, W.; Cheng, Y.; Xu, T.; Wang, X.; Wen, L.; Targeting cancer cells with biotin-dendrimer
conjugates. Eur. J. Med. Chem., 2009, 44, 862-868.

156 Yoo, H. S.; Park, T. G.; Folate-receptor-targeted delivery of doxorubicin nano-aggregates stabilized by
doxorubicin-PEG-folate conjugate. J. Control. Release, 2004, 100, 247-256.
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celular que expresa el receptor de folato respecto a la linea sin el receptor,

demostrando asi el beneficio de la internalizacién selectiva mediante receptores de

membrana (Fig. 100)."’

Arabinogalactano

Metotrexato [e) 5{ "é? -0 Acido félico

o HO
NH, H O OH OH )k@\ OH
seachb goe
HoN /k\N N7 | / \ N N/)\NHz

Transfeccion del receptor o
de folato .

Y

¢ Tratamiento durante 96 h. a 37°C ¢

ICs(): 2 },lM |C50: 0,32 ]J,M

Figura 100 — Estructura del conjugado de metotrexato y acido félico donde se indican los valores de ICsg
obtenidos en presencia o ausencia del receptor de folato. Se ha omitido en la representacion la
estructura del compuesto citotdxico y del sistema de liberacidn por claridad.”’

Un ejemplo del uso de la biotina como ligando especifico es el del conjugado
sintetizado por |. Ojima,154 formado por una unidad de biotina unida a un grupo
fluoréforo, la fluoresceina, mediante un espaciador. Este compuesto es capaz de
reconocer especificamente una linea celular con una sobreexpresion de los receptores
para la biotina. La internalizacion del conjugado se detecta mediante la observacién de
su sefal de fluorescencia. La internalizacién de este conjugado se inhibe mediante el
tratamiento a 4 °C o bien mediante la saturacién previa con biotina, como ligando
competitivo. En dichas condiciones se observa una clara disminucién de la senal de
fluorescencia en el interior celular (Fig. 101)
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Figura 101 - Estructura del conjugado biotina-fluoresceina, internalizado mediante un proceso

ey 24 / . ] 154
endocitético en lineas celulares que presentan una sobreexpresion de los receptores de bitoina.

7 Pinhassi, R. I.; Assaraf, Y. G.; Farber, S.; Stark, M.; Ickowicz, D.; Drori, S.; Domb, A. J.; Livney, Y. D;
Arabinogalactan-Folic Acid-Drug Conjugate for Targeted Delivery and Target-Activated Release of
Anticancer Drugs to Folate Receptor-Overexpressing Cells. Biomacromolecules, 2010, 11, 294-303.
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Ademas del acido fdlico y la biotina se han utilizado otros ligandos con capacidades
para interaccionar con receptores de membrana especificos como deteminados
azlcares,™® anticuerpos™’ o péptidos como las secuencias RGD (arginina-glicina-

160

aspartato),” o los CPPs ya mencionados en el capitulo anterior.

En general, la idoneidad de un determinado sustrato de reconocimiento para disefar
un sistema especifico viene determinada por la propia linea celular donde ha de actuar
ya que los receptores sobreexpresados dependen de las caracteristicas de la propia
linea celular. Por ejemplo, los receptores de acido fdlico estan sobreexpresados
principalmente en células epiteliales de ovario, tejido nervioso, rifién, mama, colon y
pulmén.™’

4.3.2 Gatillos

En un conjunto gatillo-espaciador autoinmolativo-carga, el gatillo es la parte de la
estructura susceptible de experimentar una transformacién causada por un estimulo
externo (cambio de pH, enzima, etc.). Un gatillo debe aportar al conjunto del sistema
autoinmolativo estabilidad quimica en medios fisioldgicos y una respuesta selectiva
frente a un determinado estimulo.

Se pueden diferenciar dos grupos principales de gatillos, aquellos que responden a
estimulos enzimaticos, que denominaremos gatillos enzimaticos, y los que responden
a condiciones del medio o determinadas moléculas pequenas, denominados gatillos no
enzimaticos.

4.3.2.1 Gatillos enzimaticos

La variabilidad en esta categoria podria ser tan amplia como enzimas hay en un
organismo. A modo de ejemplo, el anticuerpo catalitico 38C2 actua sobre un derivado
de doxorubicina conteniendo el residuo alddlico especifico para este anticuerpo, que
interacciona con éste para dar, mediante reacciones de tipo retro-alddlica y retro-
Michael la molécula de doxorubicina libre y productos de degradacion que no

presentan toxicidad significativa (Esquema 52).'°%

%8 Bhadram D.; Yadav, A. K.; Bhadra, S.; Jain, N. K.; Glycodendrimeric nanoparticulate carriers of

primaquine phosphate for liver targeting. Int. J. Pharm., 2005, 295, 221-233.

159 Shukla, R.; Thomas, T. P.; Peters, J. L.; Desai, A. M.; Kukowska-Latallo, J.; Patri, A. K.; Kotlyar, A.;
Baker, J. R., Jr.; HER2 Specific Tumor Targeting with Dendrimer Conjugated Anti-HER2 mAb.
Bioconjugate Chem., 2006, 17, 1109-1115.

0 schraa, A. J.; Kok, R. J.; Berendsen, A. D.; Moorlag, H. E.; Bos, E. J.; Meijer, D. K. F.; de Leij, L. F. M. H.;
Molema, G.; Endothelial cells internalize and degrade RGD-modified proteins developed for tumor
vasculature targeting. J. Control. Release, 2002, 83, 241-251.

161 Cordova, A.; Janda, K. D.; Synthesis and Catalytic Antibody Functionalization of Dendrimers. J. Am.
Chem. Soc., 2001, 123, 8248-8259.

162 Amir, R. J.; Popkov, M.; Lerner, R. A.; Barbas Ill, C. F.; Shabat, D.; Prodrug Activation Gated by a
Molecular “OR” Logic Trigger. Angew. Chem. Int. Ed., 2005, 44, 4378-4381.
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Esquema 52 — Activaciéon de un sistema autoinmolativo de tipo retroalddlico mediante la accién del
anticuerpo 38C2, liberando el fadrmaco antitumoral doxorubicina.

Para que este sistema resulte efectivo, en la practica se administra tanto el sistema
autoinmolativo como el anticuerpo catalitico, que no se produce de forma natural por
el organismo.163 Con el uso de anticuerpos se consigue una inmejorable selectividad ya
gue Unicamente se obtiene la respuesta del gatillo ante la presencia de este estimulo.
Ademas, debido a la naturaleza proteica del anticuerpo, su biocompatibilidad est3
asegurada.’® El principal inconveniente al que se enfrenta esta metodologia es la
obtencién de los anticuerpos humanizados, un proceso costoso que en el caso del
38C2 se realiza mediante inmunizacién reactiva en ratones.

Una segunda aproximacién al uso de activadores enzimaticos para la activacién del
gatillo mas extendida es el uso de derivados del acido fenilacético como sustratos de la
penicilina-G-amidasa (PGA) (Esquema 53).

W :/Er% T» :/[r
©ACOOH

Esquema 53 — Sustrato natural de la penicilina-G-amidasa y productos derivados de su accion.

Esta enzima proviene de Escherichia coli y por tanto no se encuentra naturalmente en
mamiferos por lo que su uso se limita al estudio de modelos de actividad
autoinmolativa. En este caso la cinética de liberacién del fdrmaco no depende de la

163 Shabat, D.; Lode, H. N.; Pertl, U.; Reisfeld, R. A.; Rader, C.; Lerner, R. A.; Barbas lll, C. F.; In vivo activity

in a catalytic antibody-prodrug system: Antibody catalyzed etoposide prodrug activation for selective
chemotherapy. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2001, 98, 7528-7533.

164 Sinha, S. C,; Li, L. S.; Miller, G. P.; Dutta, S.; Rader, C.; Lerner, R. A.; Prodrugs of dynemicin analogs for
selective chemotherapy mediated by an aldolase catalytic Ab. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2004, 101,
3095-3099.
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actividad enzimatica en si misma si no que puede relacionarse con la cascada de
165,166,167

reacciones que siguen a la activacién.
Un ejemplo del uso de este gatillo es el desarrollado por A. Gopin y colaboradores,*®®
donde, mediante el uso del acido fenilacético y la enzima PGA, se libera camptotecina
de un copolimero sintético, demostrando de este modo la aplicabilidad del sistema
autoinmolativo y su posible aplicacion a una variedad de farmacos o sistemas de
marcaje especificos (Esquema 54).

H
HPMA\H/N\/\N/

Esquema 54 — Estructura y mecanismo de liberacidn del farmaco mediante la accién de la enzima
168
PGA.

En otros casos se utilizan restos de aminodcidos; por ej. leucina para la activacién
especifica mediante una leucil peptidasa,'® secuencias especificas de aminoacidos
para aumentar la selectividad,’’® o grupos amida y/o ésteres susceptibles de ser
hidrolizados mediante enzimas enddgenas inespecificas, obteniendo de esta forma
una liberacidn localizada en funcién de la distribucién natural de la enzima.

165 Weinstain, R.; Sagi, A.; Karton, N.; Shabat, D.; Self-lmmolative Comb-Polymers: Multiple-Release of

Side-Reporters by a Single Stimulus Event. Chem. Eur. J., 2008, 14, 6857-6861.

166Jin, H.; Lu, J.; Wu, X.; Development of a new enzyme-responsive self-immolative spacer conjugate
applicable to the controlled drug release. Bioorg. Med. Chem., 2012, 20, 3465-3469.

167 Redy, O.; Shabat, D.; Modular theranostic prodrug based on a FRET-activated self-immolative linker.
J. Control. Release, 2012, 164, 276-282.

168 Gopin, A.; Rader, C.; Shabat, D.; New chemical adaptor unit designed to release a drug from a tumor
targeting device by enzymatic triggering. Bioorg. Med. Chem., 2004, 12, 1853-1858.

169 Zhang, X.; Waibel, M.; Hasserodt, J.; An Autoimmolative Spacer Allows First.Time Incorporation of a
Unique Solid-State Fluorophore into a Detection Probe for Acyl Hydrolases. Chem. Eur. J., 2010, 16, 792-
795.

170 Richard, J. A.; Meyer, Y.; Jolivel, V.; Massonneau, M.; Dumeunier, R.; Vaudry, D.; Vaudry, H.; Renard,
P. Y.; Romieu, A.; Latent Fluorophores Based on a Self-Immolative Linker Strategy And Suitable for
Protease Sensing. Bioconjugate Chem., 2008, 19, 1707-1718.
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4.3.2.2 Gatillos no enzimaticos

En cuanto a los activadores no enzimdticos, hay multitud de estimulos que pueden
provocar la activaciéon del gatillo, siendo los mdas tipicos los cambios de pH, de
potencial redox o de temperatura, o la radiacién ultravioleta, entre otros.’*

Un sistema autoinmolativo ideal provoca la liberacién del farmaco mediante un
estimulo interno al organismo y localizado, consiguiendo una respuesta autonoma y
especifica. Dadas estas limitaciones no son muchas las estrategias que se usan con
finalidades terapéuticas. Los grupos funcionales sensibles al pH, tales como iminas,
hidracinas o acetales entre otros, provocan una activacion del gatillo en funcién del
valor del pH del medio. Sin embargo los sistemas bioldgicos se caracterizan por un
control exhaustivo de la acidez del medio, necesitando cambios bruscos de este valor
para observar una respuesta localizada y significativa. (Esquema 55).
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Esquema 55 — Grupos funcionales aptos para formar "gatillos" sensibles al pH y mecanismos de
hidrolisis. Los valores de pH indican a partir de qué valor se produce la hidrdlisis.

Por ejemplo, Y. Jin y colaboradores han descrito un sistema autoinmolativo con gatillo
de tipo oxima, formado por terminales hidrofilicos de unidades polietilenglicol (PEG)
unidos por un centro hidrofébico de policaprolactonas (PCL) y unidas a su vez

. . 172
mediante oximas.’

Esta molécula se agrega espontdaneamente en medios acuosos
formando micelas capaces de almacenar moléculas de doxorubicina. En estado

agregado el conjunto se internaliza mediante endocitosis hasta que la disminucién del

i Fleige, E.; Quadir, M. A.; Haag, R.; Stimuli-responsive polymeric nanocarriers for the controlled

transport of active compounds: Concepts and applications. Adv. Drug Deliver. Rev., 2012, 64, 866-884.
172Jin, Y.; Song, L.; Su, Y.; Zhu, L.; Pang, Y.; Qiu, F.; Tong, G.; Yan, D.; Zhu, B.; Zhu, X.; Oxime Linkage: A
Robust Tool for the Design of pH-Sensitive Polymeric Drug Carriers. Biomacromolecules, 2011, 12, 3460-
3468.
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pH medio en los lisosomas (pH = 5) y la consiguiente hidrdlisis de los grupos oxima
liberan el farmaco de forma controlada. Los estudios realizados a diferentes valores de
pH muestran que a pH 7,4 se produce una liberacién de la carga correspondiente al
20% del total durante las primeras 24 horas, mientras que a pH 5,0 la liberaciéon
aumenta hasta casi un 60% en 24 horas, y a un 80% en 96 horas (Fig. 102).
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Figura 102 — Estructura del copolimero y el farmaco, y representacién de la formacion de la micela,
. . . . 172
conteniendo la doxorubicina en su interior.

Una alternativa al uso de gatillos sensibles al pH son los puentes de disulfuro. En la
bibliografia se han descrito numerosos ejemplos en los que se utiliza este grupo
funcional como gatillos en sistemas autoinmolativos.

La energia de los enlaces S-S en cadenas alquilicas es del orden de las 70 kcal/mol.”

Se trata de enlaces fuertes, aunque mas débiles que los enlaces C-C (83 kcal/mol) o C-
H (99 kcal/mol). Los disulfuros son relativamente estables en condiciones habituales de
sistemas bioldgicos.

Los puentes disulfuro se usan con frecuencia en sistemas autoinmolativos debido a su
reactividad frente a nucledfilos y en especial frente a otros tioles, como la glutationa
(GSH). La glutationa es un tripéptido natural compuesto por acido glutamico, cisteina 'y
glicina (Fig. 103) abundante en el citoplasma (1-10mM) y que tiene un importante
papel como antioxidante natural frente a especies reactivas de oxigeno (ROS) entre
otras funciones.'”*

' 0ae, S. (Ed); Organic chemistry of sulfur. Springer-Verlag US, 1977.

Balendiran, G. K.; Dabur, R.; Fraser, D.; The role of glutathione in cancer. Cell Biochem Funct., 2004,
22,343-352.
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Figura 103 — Reactividad de disulfuros frente a nucledfilos (arriba) y estructura del tripéptido glutationa
(abajo).

La alta concentracién celular de GSH facilita su uso como estimulo en sistemas
autoinmolativos actuando como nucledfilo frente a "gatillos" disulfuro. En este caso la
ventaja de los gatillos formados por puentes de disulfuro radica en la gran diferencia
gue existe en la concentracidon de GSH entre el citoplasma y el medio extracelular ya
que la concentracion extracelular de GSH estd entre 1 y 2 uM. Ademas el medio
extracelular es ligeramente oxidante, lo que se traduce en una gran bioestabilidad de
los puentes disulfuro en medios extracelulares.’” En la bibliografia se describen
multitud de ejemplos de sistemas autoinmolativos que se activan mediante la rotura

176,177

de un enlace disulfuro. Adicionalmente al GSH, la rotura de enlaces disulfuro en

sistemas bioldgicos puede originarse por oxidoreductasas como la tioredoxina, por la

proteina disulfuro-isomerasa (PDI) o por otros mecanismos (Fig. 104).78
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Figura 104 — Comparacion entre un sistema de escision de enlaces disulfuro mediante nucledfilos, como
por ejemplo GSH (arriba) o un sistema redox (abajo). R corresponde a un sistema transportador.

17 Yuan, L.; Chen, W.; Hu, J.; Zhang, J. Z.; Yang, D.; Mechanistic Study of the Covalent Loading of

Paclitaxel via Disulfide Linkers for Controlled Drug Release. Langmuir, 2013, 29, 734-743.

176 Vlahov, I. R.; Santhapuram, H. K. R.; Kleindl, P. J.; Howard, S. J.; Stanford, K. M.; Leamon, C. P.; Design
and regioselective synthesis of a new generation of targeted chemotherapeutics. Part 1: EC145, a folic
acid conjugate of desacetylvinblastine monohydrazide. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2006, 16, 5093-5096.
7 Santra, S.; Kaittanis, C.; Santiesteban, O. J.; Perez, J. M.; Cell-Specific, Activatable, and Theranostic
Prodrug for Dual-Targeted Cancer Imaging and Therapy. J. Am. Chem. Soc., 2011, 133, 16680-16688.

178 Yang, J.; Chen, H.; Vlahov, I. R.; Cheng, J. X.; Low, P. S.; Evaluation of disulfide reduction during
receptor-mediated endocytosis by using FRET imaging. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2006, 103, 13872-
13877.
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En un sistema autoinmolativo transportador de profarmacos, la escision de un enlace
disulfuro, que actia como gatillo, por medio de un mecanismo redox permite obtener
de forma directa el resto que contiene el tiol libre. Dicha forma es la disefiada para que
mediante la cascada de reacciones prevista el espaciador autoinmolativo evolucione y
libere el farmaco en su forma activa. Por el contrario, cuando se lleva a cabo un ataque
nucledfilo con un tiol sobre el enlace de disulfuro existen dos alternativas de ataque. El
intercambio de tioles que se produce da lugar Unicamente en una de las alternativas a
la formacion del resto que contiene el profarmaco como tiol libre. Esto da lugar a la
liberacion parcial del farmaco segun el proceso autoinmolativo. El resto del
profarmaco se halla aun en forma de enlace de disulfuro y se mantiene en equilibrio
dinamico con otros tioles, lo que permite obtener también el profdrmaco en su forma
de tiol libre y al final, la liberacidon total del farmaco (figura 104). De este modo,
mediante el uso de tioles se consigue una liberacion mads lenta del farmaco que
mediante un sistema reductor pero igualmente eficaz a largo plazo. Debido a la
necesidad de un entorno reductor para la existencia de tioles en un medio fisiolégico,
el uso de disulfuros como gatillo permite la identificacion de estos entornos, no
observando la evolucién del proceso autoinmolativo en medios oxidantes donde los
tioles que actuarian como activadores también se encuentran como disulfuros.

Un ultimo ejemplo de gatillos no enzimaticos es el uso de azidas como sondas de
sulfuro de hidrégeno a nivel celular,’’® o de ésteres de acidos arilbordnicos para la

deteccién de peréxidos (Esquema 56).18%8!
hi
& HoN
— U T
SH R o R
HZSJ HS \'
SH, + S

- B

o~ — o- I !

; 250 o
- R < R

Esquema 56 — Gatillos no enzimaticos especificos para la detecciéon de acido sulfhidrico (arriba
perdxido de hidrégeno (abajo).180

)179 y

179 Chen, B.; Wang, P.; Jin, Q.; Tang, X.; Chemoselective reduction and self-immolation based FRET

probes for detecting hydrogen sulfide in solution and in cells. Org. Biomol. Chem., 2014, 12, 5629-5633.
0, L. C; Chu, C. Y, Development of highly selective and sensitive probes for hydrogen peroxide.
Chem. Commun., 2003, 2728-2729.

181 Sun, X.; Xu, Q.; Kim, G.; Flower, S. E.; Lowe, J. P.; Yoon, J.; Fossey, J. S.; Qian, X.; Bull, S. D.; James, T.
D.; A water-soluble boronate-based fluorescent probe for the selective detection of peroxynitrite and
imaging in live cells. Chem. Sci., 2014, 5, 3368-3373.
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En los ejemplos propuestos en el esquema anterior, la activacién de ambas sondas
moleculares da lugar a especies que evolucionan de manera espontdnea provocando
en ultima instancia una sefial cuantificable, como por ejemplo la fluorescencia.

En ocasiones la combinacion de un profarmaco y un profluoréforo en un mismo
sistema autoinmolativo permite obtener informacién acerca del lugar de accion del
farmaco mediante la emisién de fluorescencia, ya que ambos se liberan a partir del
mismo estimulo. Esto es lo que se denomina un tratamiento teranéstico.™®”*’” un
ejemplo de esta estrategia es el publicado por R. Kumar y colaboradores.’® En este
caso el sistema consiste en una unidad de reconocimiento como la biotina, un gatillo
derivado del acido arilbordnico, un profarmaco como la 5’-desoxi-5-fluorouridina, y un
fluoréforo intercalante como el etidio. Este sistema resulta sensible en un medio rico

en ROS como el existente en las mitocondrias de células tumorales.

Al internalizarse el conjugado gracias a los receptores de biotina, se activa el gatillo
mediante las especies ROS del medio y se libera in situ la 5’-desoxi-5-fluorouridina, que
mediante la accidon de la timidina fosforilasa, un enzima presente en una alta
concentracion en las células tumorales, convierte este profarmaco a 5-fluorouracilo,
un potente agente citotdxico. Por otra parte, los espaciadores autoinmolativos del
conjugado evolucionan liberando el etidio que incrementa su intensidad de
fluorescencia al intercalarse en el ADN de la célula. En conjunto se consigue, ademas
de un tratamiento selectivo de las células tumorales que sobreexpresan el receptor de
biotina, una sefializacidn in situ del lugar de accién del farmaco (Fig. 105).

182 Kumar, R.; Han, J.; Lim, H. J.; Ren, W. X.; Lim, J. Y.; Kim, J. H.; Kim, J. S.; Mitochondrial Induced and

Self-Monitored Intrinsic Apoptosis by Antitumor Theranostic Prodrug: In Vivo Imaging and Precise
Cancer Treatment. J. Am. Chem. Soc., 2014, 136, 17836-17843.
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Figura 105 — Estructura del sistema terandstico y productos activos liberados como resultado de la
autoinmolacion. La fotografia reproducida muestra en la parte superior la imagen de fluorescencia in
vivo de un ratdon xendgrafo con un tumor inoculado 4 semanas antes. La fluorescencia observada
corresponde al etidio intercalado 4,5 horas después de la inyeccion del terandstico por via intravenosa.
En la parte inferior se muestran dos ratones, el derecho tratado con el terandstico y el izquierdo como
control, donde se observa la disminucién del tamano del tumor después de nueve semanas de
tratamiento.™

4.3.3 Espaciadores autoinmolativos

Los espaciadores autoinmolativos son la parte de la molécula responsable de la
liberacion de la carga y por ello son sensibles a la activacion del gatillo. El uso de
espaciadores autoinmolativos se ha introducido mayoritariamente y con éxito en
conjugados con gatillos activados por enzimas, incrementando notablemente la
eficacia de éstos gracias a la mayor distancia que existe entre la estructura que
mimetiza el sustrato natural de la enzima y el profdrmaco, habitualmente de mayor

tamafiio y que puede ocasionar un mal reconocimiento por parte de la enzima.'®® Otro

183 Dubowchik, G. M.; Firestone, R. A.; Padilla, L.; Willner, D.; Hofstead, S. J.; Mosure, K.; Knipe, J. O.;

Lasch, S. J.; Trail, P. A.; Cathepsin B-Labile Dipeptide Linkers for Lysosomal Release of Doxorubicin from
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beneficio que aportan los espaciadores autoinmolativos es la posibilidad de actuar
como estructuras adecuadas para la derivatizacién de estos sistemas permitiendo
aumentar sus funciones; como por ejemplo dotarlo con propiedades terandsticas o
multiples cargas y conseguir una respuesta amplificada. Mas adelante se detalla la
estructura y la actuacién de uno de estos sistemas de amplificacién.

De forma simplificada, y sin pretender ofrecer una lista exhaustiva de los espaciadores
autoinmolativos descritos en la bibliografia, se puede establecer una clasificacidon de
los espaciadores autoinmolativos en funcién de si su mecanismo de evolucién es de
eliminacidn o de ciclacién, sin que aparentemente existan beneficios de unos frente a
los otros en cuanto a sus aplicaciones.

En el caso de los espaciadores que evolucionan mediante eliminacion, estos lo hacen
de forma espontdnea e irreversible mediante una cascada de procesos electrdnicos.
Este proceso se caracteriza por un incremento en la entropia del sistema asi como por
la formacion de productos termodindmicamente estables, como por ejemplo diéxido
de carbono. Habitualmente estos estdan formados por especies aromaticas
polisustituidas ricas en electrones gracias a un sustituyente donador, como un grupo
amino o hidroxilo, conjugado con un grupo saliente en posicion bencilica. Estos
sistemas son inestables en condiciones fisioldgicas, lo que asegura una rapida

liberacion después de la activacion del gatillo (Fig. 106).'%*®

Internalizing Immunoconjugates: Model Studies of Enzymatic Drug Release and Antigen-Specific In Vitro
Anticancer Activity. Bioconjugate Chem., 2002, 13, 855-869.

184 Blencowe, C. A.; Russell, A. T.; Greco, F.; Hayes, W.; Thornthwaite, D. W.; Self-inmolative linkers in
polymeric delivery systems. Polym. Chem., 2011, 2, 773-790.

185 Kratz, F.; Mdller, 1. A.; Ryppa, C.; Warnecke, A.; Prodrug Strategies in Anticancer Chemotherapy.
ChemMedChem, 2008, 3, 20-53.
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Figura 106 - Espaciadores autoinmolativos que evolucionan mediante eliminacion (izquierda),
mecanismo de evolucidn (centro) y productos resultantes del proceso (derecha). Z, X: N, O.

Los sistemas de amplificacion habitualmente utilizan esta estrategia de eliminaciodn,
como se puede comprobar en el ejemplo expuesto mas adelante, mediante la adicién
de multiples sustituyentes en las posiciones orto y para del sistema aromatico.

En el caso de los sistemas de ciclacion, de forma general se caracterizan por la
liberacion, resultado de la activacion del gatillo, de un nucleédfilo latente que actua
sobre un grupo éster, amida o carbamato, el cual contiene el profarmaco enlazado. De
un modo similar al anterior, este proceso de ciclacidon implica la formacién de
fragmentos termodinamicamente estables junto con un incremento de la entropia.
Adicionalmente, los procesos de ciclacion implican transferencias de protones, por lo
cual se ven fuertemente influenciados por el pH del medio. Los fragmentos mas
habituales para la liberacién mediante ciclacién son derivados de ésteres de 4-
aminobutanoil o etilendiaminas, debido a la mayor nucleofilia del nitrégeno, sin
embargo es comun en la bibliografia el uso de los correspondientes alcoholes o tioles
(Fig. 107).18418
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Figura 107 - Espaciadores autoinmolativos que evolucionan mediante ciclacion (izquierda), mecanismo
de evolucion (centro) y productos resultantes del proceso (derecha). X: N, O. Y: C, H.

La combinacidon de diferentes espaciadores permite obtener sistemas mds largos o con
diferentes posibilidades de funcionalizacion. A modo de ejemplo, el policarbamato
publicado por K. Haba,'8® presenta una combinacion de cuatro espaciadores, unidos
consecutivamente con la intencidn de facilitar la accién del anticuerpo 38C2. Ademas,
el fragmento final de la secuencia de espaciadores permite la amplificacion de la sefial.
Esto se ha conseguido situando en el extremo del espaciador autoinmolativo una
unidad de 2,4,6-tris(hidroximetil)fenol al que se han unido tres farmacos distintos
(Esquema 57).

186 Haba, K.; Popkov, M.; Shamis, M.; Lerner, R. A.; Barbas Ill, C. F.; Shabat, D.; Single-Triggered Trimeric

Prodrugs. Angew. Chem. Int. Ed., 2005, 44, 716-720.
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Esquema 57 - Sistema autoinmolativo activado mediante un anticuerpo catalitico y disefiado para dar
ep: .z ~ 186
lugar a una amplificacién de la sefial.

En este caso, una vez activado el gatillo por parte del anticuerpo catalitico 38C2, se
degrada el fragmento alddlico, como ya se ha explicado anteriormente, y se libera un
residuo de etilendiamina, responsable del inicio de la cascada de reacciones de
autoinmolacién (Esquema 57-A) . En primer lugar se da una reaccion de ciclacion entre
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el grupo amino liberado y un grupo carbamato, obteniendo un derivado de
imidazolidinona (Esquema 57-B). De esta forma se elimina el primer espaciador
autoinmolativo, que deja a su vez un grupo p-hidroxibenciloxicarbonilo que conduce a
un proceso espontaneo de eliminacion de tipo 1,6-bencilo (Esquema 57-C). La
degradacion del segundo espaciador permite la activacion del tercero de los
espaciadores del sistema, el cual descarboxila en primera instancia, para liberar a
continuacion una unidad de etilendiamina, que cicla del mismo modo que el anterior
(Esquema 57-D). De esta forma se llega a la unidad de amplificaciéon, que mediante los
procesos de eliminacidn descritos para los sistemas aromaticos conjugados evoluciona
de forma consecutiva en medio acuoso, consiguiendo asi, a partir de la activacion de
un unico gatillo, la liberacion de tres farmacos diferentes.

En el siguiente ejemplo, publicado por L. Yuan y colaboradores,'”® se combinan las
propiedades de las nanoparticulas inorgdnicas de silica, tales como una elevada
resistencia mecdnica, alta estabilidad quimica, resistencia a agentes microbianos,
elevada superficie especifica, tamano de particula, biocompatibilidad, etc. con su facil
funcionalizacién, para desarrollar un sistema transportador de un agente citotéxico, el
paclitaxel, el cual se libera de forma controlada mediante un sistema autoinmolativo
de ciclacién. Los grupos silanol presentes en la superficie de las nanoparticulas de silice
permiten enlazar covalentemente el sistema autoinmolativo conteniendo el gatillo, el
espaciador y el profarmaco, junto con una unidad de fluoresceina que posibilita el
seguimiento y visualizacidn de las nanoparticulas. En este caso el gatillo utilizado es un
puente disulfuro, sensible a tioles libres y entornos reductores, unido a un espaciador
autoinmolativo de ciclacién que permite, gracias a la nucleofilia del tiol resultante de la
reduccion del disulfuro, la liberacidon de paclitaxel en su forma activa en el interior
celular (Esquema 58).

Paclitaxel (PTX)

Esquema 58 - Sistema autoinmolativo transportado mediante nanoparticulas de silica y activado
mediante GSH para liberar in situ Paclitaxel y benzotiofenona como subproducto.175
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4.4 Modulos autoinmolativos escuaramidicos

A pesar de que se han desarrollado sistemas autoinmolativos efectivos como son los ya
descritos, éstos resultan estructuras complejas, sintéticamente costosas y en ocasiones
dificiles para su aplicacién en clinica, por lo que existe una necesidad de disefiar y
obtener nuevos sistemas autoinmolativos que puedan conjugarse facilmente con los
sistemas de transporte y las moléculas a liberar.

En este sentido la unidad escuaramida ha demostrado ser apta para su utilizacién en
entornos bioldgicos, por su resistencia a la degradacidn, capacidad de interaccién con
otras moléculas, facilidad de combinacién con diversas aminas, etc., tal y como se ha
demostrado en los capitulos anteriores. Su aplicacién en el campo de los sistemas
autoinmolativos aportaria un sistema totalmente nuevo y versatil gracias a la facilidad
de conjugacién con aminas.

El uso de escuaramidas con fines autoinmolativos no se ha descrito en la bibliografia,
sin embargo, en el grupo de Quimica Supramolecular se han obtenido resultados que
indican que es posible aprovechar sus cualidades para obtener espaciadores
autoinmolativos escuaramidicos.

En concreto, se ha observado que durante la preparacion de y-

metilaminoescuaramidas, en disolventes polares o a pH basico, se obtiene un

subproducto ciclico mediante reaccién intramolecular (Esquema 59).*’

H,0
@ 0 EtOH 0 0 0 0
OH" /—/7
N /ﬁ/\/\ — NH —_ o HNTYTYS
KL |l| \NJN/ NVN

ITIH

Esquema 59 — Autociclacién de un derivado escuaramidico.

La reaccién intramolecular estda muy favorecida ya que la escuaramida adopta una
conformacién E,Z. Esta conformacion estd favorecida por la presencia del metilo
situado en el nitrégeno de la escuaramida respecto al derivado no metilado. De esta
forma el sistema queda preorganizado, dejando el par de electrones de la amina
secundaria en una buena posicidn para realizar un ataque nucledfilo intramolecular.

'¥7 Resultados no publicados obtenidos por el Sr. Luis Martinez y que forman parte de su tesis doctoral.
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4.5 Objetivos

Estos antecedentes nos han impulsado a disefiar un sistema autoinmolativo basado en
la unidad escuaramida y a plantear los siguientes objetivos:

e Disefiar y optimizar un sistema de liberacion de farmacos escuaramidico que se
active espontaneamente tras un determinado estimulo intracelular, un
autoinmolativo con base escuaramidica (Esquema 60).

(0] O O O 0 O
Gatillo/z\/(/g\nN D X/Férmaco — N D( /X‘/Férmaco N : y
(o

_Farmaco

Esquema 60 — Sistema autoinmolativo basado en la unidad escuaramida.

e Evaluar la evolucidn temporal y estabilidad del sistema en medio acuoso y a pH
fisioldgico.
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4.6 Resultados y discusion
4.6.1 Diseino de un sistema autoinmolativo de base escuaramida

A continuacidn se describen las caracteristicas que tendran dos de las partes mas
relevantes que componen el sistema autoinmolativo: el espaciador autoinmolativo y la
carga. La eleccion del gatillo se realiza en funcion de los resultados obtenidos,
tomando como punto de partida un grupo amino, resultante de la activacion de un
supuesto gatillo, pendiente de definir.

4.6.1.1 Eleccién de la carga

Para estudiar la viabilidad del espaciador autoinmolativo se ha optado por usar una
estrategia off-on utilizando un fluoréforo a modo de carga. Esta estrategia radica en el
hecho de que un fluoréforo no presenta fluorescencia significativa cuando se
encuentra en unas condiciones determinadas mientras que al cesar esas condiciones
recupera su fluorescencia. Una de estas condiciones se debe a los diferentes tipos de
“quenching” propios de cada fluoréforo. En este caso, la escuaramida por si sola ya
presenta unas propiedades adecuadas para provocar un “quenching” tipo PET por
proximidad espacial. Por otra parte, los fluoréforos ven disminuida su fluorescencia
cuando se bloquean pares de electrones libres de heteroatomos situados en el
esqueleto molecular impidiendo su deslocalizacidn en el sistema.

En cuanto al fluoréforo elegido, se ha decidido trabajar con derivados de cumarina
(2H-benzopiran-2-ona) Este fluoréforo es poco fluorescente cuando el heterodtomo
(O, N) en la posicidn 7 tiene bloqueado su par de electrones (Esquema 61).

5 4 5 4
6 3 X:NH, O 6 3
H R
X7 5 o~ ~0 X7 A o~ ~O
Fluorescente No fluorescente

Esquema 61 — Estructura del ntcleo de cumarina y propiedades fluorescentes seguln la funcionalizaciéon
de la posicidn siete.

Al combinar la conjugacion del fluoréforo con la proximidad a la escuaramida se espera
conseguir un conjugado con poca fluorescencia, que se incrementard al cesar ambas
condiciones.

La intensidad de fluorescencia observada para derivados de cumarina en disolucién es
funcion del pH. En los derivados fendlicos (7-hidroxicumarinas), la fluorescencia se
reduce notablemente a valores de pH acidos en funcidon de la longitud de onda de
excitacion. Excitando a 370 nm se observa una disminucion de la fluorescencia hasta
intensidades casi nulas en el intervalo de pH entre 6 y 8, mientras que cuando la
excitacion se produce a 330 nm la intensidad de fluorescencia es practicamente
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constante hasta valores de pH cercanos a 4, a partir del cual si que se reduce

8 En el caso de derivados nitrogenados (7-

189

notablemente la fluorescencia.™®
aminocumarinas) la fluorescencia no se ve practicamente alterada a pH fisiolégico.

Para evitar los posibles problemas derivados de variaciones en el pH de las
disoluciones y por tanto de la intensidad de fluorescencia observada, los ensayos
iniciales se han orientado a la conjugacion de escuarato de dietilo con 7-

Ill

aminocumarinas. De esta forma se aprovecha por una parte el “quenching” producido
por el bloqueo del par de electrones del grupo amino de la cumarina, y por otra, la
experiencia adquirida hasta el momento en la funcionalizacion de escuaratos de dietilo

con aminas.
4.6.1.2 Disefio del espaciador autoinmolativo

En cuanto al disefio del espaciador autoinmolativo se ha optado por una escuaramida
aminoalquilsustituida capaz de evolucionar mediante ciclacion intramolecular
adaptada al uso de cumarinas. En este sistema el grupo amino primario desplazaria el
nitrégeno aromatico de la cumarina segin se muestra en el esquema 62.

Adicién + eliminacion

o_ 0 oy 0
X ‘\ X X
o L O W Bl L -, O
2(\4?” N o o HN"" (N 0o HoN 0o
o. 0

NH!

No fluorescente n Fluorescente

HN NH
C1NN

n

Esquema 62 — Evolucion del espaciador autoinmolativo mediante la accidon de aminas primarias sobre
escuaramidas derivadas de anilinas.

El ataque nucledfilo intramolecular permitira la eliminaciéon del grupo saliente con
mayor a menor dificultad, estableciendo de este modo la siguiente escala donde se
representa la estabilidad de diferentes derivados escuaramidicos frente a ataques
nucledfilos (Fig. 108).

0} O O O 0} (0] (6] O
sujiHAR g ﬁnji”QR 7 jioAR g suj:[oQR

N
H

Figura 108 — Estabilidad de diferentes derivados escuaramidicos frente a ataques nucledfilos.

188 Fink, D. W.; Koehler, W. R.; pH Effects on Fluorescence of Umbelliferone. Anal. Chem., 1970, 42, 990-

993.
189 Jin, X.; Uttamapinant, C.; Ting, A. Y.; Synthesis of 7-Aminocoumarin by Buchwald-Hartwig Cross
Coupling for Specific Protein Labeling in Living Cells. ChemBioChem, 2011, 12, 65-70.

242




4. Espaciadores autoinmolativos

A igual que en los derivados de acidos carboxilicos, si se asume que tiene lugar un
ataque nucledfilo de tipo adicién-eliminacién sobre el carbono que soporta el grupo
saliente, cabe esperar que el orden de reactividad coincida con el menor pK, del acido
conjugado del grupo saliente. Por esta razén cabe pensar que los ésteres fendlicos
(grupo saliente fenol, pK,; = 10), reaccionardan mejor que ésteres alifaticos (grupo
saliente alcoholes, pK, = 16-18), escuaramidas aromaticas (grupo saliente anilinas, pK,
= 30) o escuaramidas alifaticas (grupo saliente aminas, pK, = 36-38).

La eleccidn de la longitud de la cadena (n) se ha realizado teniendo en cuenta que los
estudios realizados hasta el momento, han demostrado que tres carbonos es una
longitud de cadena dptima para poder establecer interacciones intramoleculares entre
el nitrégeno aceptor y el grupo NH escuaramidico donador, permitiendo de la misma
forma un ataque nucledfilo.

4.6.2 Sintesis y evaluacion de diferentes grupos funcionales como activadores del
proceso autoinmolativo

En primer lugar y para evaluar la reactividad del espaciador autoinmolativo propuesto
se han preparado una serie de compuestos modelo que presentan una estructura
comun, la unidad escuaramido-cumarina, diferenciandose en el segundo sustituyente
de la escuaramida. Inicialmente no se ha considerado la presencia de un posible
gatillo, observando unicamente la evolucion del espaciador.

o o)
ﬁj@\ 0 o) Zn(OTf), cat. ﬁj@\ j\;f
+ B
S) NH;  Eto OEt EtOH 0”0 H OEt
75 1

76 (90%)

HoN~ >""NHBoc | EtOH

m\ i i
SOWH=(
0”0 N H/\/\NH;cr

78 (93%)

Esquema 63 — Sintesis de los diferentes derivados escuaramido-cumarina.

En esta primera aproximacion se han utilizado como segundo sustituyente
alquilaminas con la finalidad de valorar la estabilidad en medio acuoso de la unién
escuaramido-cumarina en presencia de diferentes grupos funcionales. Los derivados
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78 (grupo amino) y 80 (grupo hidroxilo) se han elegido en funcién de su diferente
nucleofilia con el objetivo de evaluar su capacidad para reaccionar formando el
compuesto ciclico y desplazando la cumarina, mientras que los compuestos 76 y 77
permiten descartar falsos positivos debidos a una posible hidrélisis. Segun la figura
108, solo se espera observar la eliminacién de cumarina en el caso de la amina 78, ya
que el alcohol alifatico no deberia desplazar la cumarina, debido principalmente a la
diferencia de los valores de pK;, (Esquema 63).

4.6.2.1 Sintesis de derivados escuaramido-cumarinicos

El monoescuarato de etilo de la aminocumarina 76 se ha preparado por condensacién
entre 7-amino-4-metilcumarina 75 y escuarato de dietilo 1, usando como catalizador
triflato de zinc. A partir de este compuesto se ha obtenido el derivado 80 por
condensacién con 2-(2-aminoetoxi)etanol 79, y el derivado 77, por condensacién con
N-Boc-1,3-propandiamina 43. A partir de éste ultimo se obtuvo la escuaramida 78
mediante desproteccion selectiva del grupo Boc en disolucion acuosa acida segun el
procedimiento general descrito para la preparacion de los oligdmeros escuaramidicos.

4.6.2.2 Evaluacion inicial de los derivados escuaramido-cumarinicos

En primer lugar se ha analizado la evolucién espontanea que pueden sufrir los
compuestos 76, 77, 78 y 80 en medio acuoso neutro (pH 6,5-7,0) mediante UV-Vis y
fluorimetria.

A una temperatura de 37 °C la intensidad de fluorescencia de los cuatro derivados bajo
estudio no se incrementa significativamente. Tampoco se observa una variacién del
espectro ultravioleta en ninguno de los conjugados durante las primeras 24 horas. Este
hecho demuestra que a pH neutro el agua no es capaz de hidrolizar los enlaces
escuaramidicos y que tampoco ocurre un ataque intramolecular por parte de ninguno
de los grupos funcionales estudiados.

Por otra parte, al basificar el medio in situ hasta alcanzar un pH aproximado de 9,5 se
observa que la intensidad de fluorescencia del conjugado 78, que tiene el grupo amino
en su estructura, se incremente rapidamente. Este incremento es mucho menor en los
otros casos (Fig. 109). Este resultado parece indicar que el proceso autoinmolativo
responde al pK, del grupo amino, y por tanto a la protonacion de éste, indicando
ademas que el derivado con el grupo amino es el Unico capaz de evolucionar liberando
la cumarina.
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Figura 109 — Intensidad de fluorescencia (Aexc = 332 nm. A, = 443 nm) en funcidn del tiempo para los
compuestos 76, 77, 78 y 80, 1x10° M en agua, con un 4% de DMSO, a 37 °C durante 24 horas. La linea
vertical indica el momento de la basificacion in situ del medio.

A partir de lo observado anteriormente se ha evaluado la influencia del pH del medio
en el proceso de autoinmolacion del producto 78. Los experimentos se han realizado
en un intervalo de valores de pH comprendido entre 6,6 y 9,1, utilizando para ello
diferentes tampones (Fig. 110).
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Figura 110 — Intensidad de fluorescencia (Aeyc = 332 nm. Ae, = 443 nm) en funcidn del tiempo para el
compuesto 78, 1,Ox10'5 M, 4% DMSO. El pH del medio se ha mantenido utilizando tampones fosfato,
TRIS y borato a una concentracién 1 mM con fuerza idnica constante (NaCl) 100 mM. Los valores entre
paréntesis indican el pH de la disolucidn.

Los resultados revelan que Unicamente se produce un incremento de la fluorescencia
de la disolucién a un pH bdsico (9,1)). En estas condiciones de pH el par electrénico del
grupo amino se encuentra libre (pK; = 9,5 - 10,5), observando a partir de este valor una
respuesta autoinmolativa.

La representacidon de la intensidad de fluorescencia respecto al tiempo permite
calcular la velocidad inicial de aparicion de cumarina libre. El valor calculado a un pH
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de 9,1 ha sido de 1,74x10™ Ms™. En ausencia de otros procesos competitivos y/o de
hidrélisis inespecifica, ésta seria una medida de la velocidad de autoinmolacién. Este
valor es muy bajo, a nivel practico se traduce en un 9% de cumarina liberada al cabo de
16 horas.

En consecuencia, debido al pH basico necesario para que se dé el proceso y a la baja
velocidad a la que tiene lugar, el uso de un grupo amino como nucledfilo sobre un NH
de una escuaramida, donde el grupo saliente es una anilina, no resulta apropiado para
un proceso autoinmolativo aceptable.

Ante estos resultados ha sido imprescindible la elecciéon de otro grupo funcional con
mejores propiedades nucledfilas a pH fisioldgico, como por ejemplo el grupo tiol.

4.6.3 Sistemas autoinmolativos derivados de escuaramido-cumarinas con grupos tiol
4.6.3.1 Ventajas del grupo tiol frente al grupo amino

La utilizacién de tioles para efectuar desplazamientos nucleofilicos sobre derivados del
acido escudrico resulta una alternativa atractiva.’® Un tiol alifatico presenta un pK, de
alrededor de 10, lo cual no supone una mejora importante frente a un grupo amino,
sin embargo este valor se ve disminuido por efecto inductivo ante la presencia de
nitréogenos en posicidon B, como en el caso de la cisteamina (pK; = 8,6), 0 mas acusado
aun en el caso del aminodcido cisteina (pK, = 8,3), debido a la presencia ademas del
carboxilato (Fig. 111).**

. pPK,=8,6 . pK, = 10,75
HaN\/\SH —_—— H3N\/\S_ —_— HZN\/\S_

pK =83 o pK,=10,8 o

pK, =17
“‘)LOH‘iHS% PN Gl N

NH3* NH,

Figura 111 — Equilibrios acido-base de la cisteamina y el aminodcido cisteina. Se han sefialado en negrita
los valores de pK, correspondientes a la desprotonacion del grupo tiol.**!

La eleccidn del tiol como la parte fundamental del espaciador autoinmolativo permite
ademas el uso de disulfuros como gatillos. Como se ha indicado en la introduccidn,
éstos son grupos funcionales presentes de forma natural en los sistemas vivos, y
estables ademds en medio acuoso siempre que no exista un entorno reductor o grupos
nucledfilos con los que pueda interaccionar. Estas condiciones se cumplen por ejemplo
en el medio extracelular. El enlace disulfuro se rompe en el momento de internalizarse
en la célula debido a la presencia de un entorno reductor y una alta concentracion de

190 Sejwal, P.; Han, Y.; Shah, A.; Luk, Y.; Water-Driven Chemoselective Reaction of Squarate Derivatives

with Amino Acids and Peptides. Org. Lett., 2007, 9, 4897-4900.
91 Edsall, J. T.; Wyman and Jeffries, Biophysical Chemistry, 1958, Academic Press, Inc., New York.
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GSH, unas condiciones que se pueden reproducir facilmente para estudiar el proceso
in vitro mediante la adicién de reductores o incluso GSH.

De esta forma, introduciendo un enlace de disulfuro en nuestro sistema, se obtiene de
forma directa el espaciador y el gatillo, una estructura de la cual se prescindié en la
primera aproximacion al utilizar el grupo amino.

4.6.3.2 Eleccion del disulfuro

Considerando este nuevo grupo funcional se ha procedido al rediseiio del sistema
autoinmolativo utilizando la cisteamina 82 como tiol, que en su forma oxidada se
denomina cistamina 81 e incorpora el puente disulfuro que actuara a modo de gatillo
(Esquema 64).

Q]
SH —  » S NH
NHZ/\/ NHZ/\/ \S/\/ 2
[H]
82 81
Cisteamina Cistamina

Esquema 64 — Equilibrio oxidacién-reduccion del aminoetanotiol (cisteamina) 82.

El uso de disulfuros implica un intercambio entre tioles ante la presencia de trazas de
reductor, por este motivo, trabajando con disulfuros simétricos se simplifica tanto la
sintesis de los diferentes derivados como los analisis de la evolucién temporal.

La cisteamina y la cistamina permiten la funcionalizaciéon directa con escuarato de
etilo. Ademas, la distancia de dos carbonos entre heterodtomos, aun siendo menor
gue en el caso de la amina 78, resulta adecuada para formar el compuesto ciclico,
caracteristico de la inmolacién. Por ultimo, la cistamina 81 es un producto
comercialmente disponible, tanto en su forma oxidada como reducida, con un coste
asequible.
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4.6.3.3 Sintesis del producto de ciclacion CINS 83

La evolucion esperada del proceso autoinmolativo de estos compuestos resulta en el
producto de ciclacion 83 segln se muestra en el esquema 65.

0 o) - o) o) o) o)
eSSy R SN R HS~N R
H H H
Y
Qe e

R \_/ CINS
83

o~
H"L/(S_R HN S

Esquema 65 — Mecanismo esperado para la autoinmolacion mediante disulfuros.

Por este motivo, para comprobar la viabilidad de la propuesta, y con el fin de
identificar inequivocamente la formacién del compuesto ciclico CINS 83, éste se ha
obtenido a partir de cisteamina 82 y escuarato de dietilo 1, en medio etanol:agua
(1:0.7) (Esquema 66).

o) o) o) o)
j\;ﬁ o EOHH0
+ H2N/\/ e —
/70 07N 1h HN s
1 82 —
83 (45%)

Esquema 66 — Sintesis del compuesto ciclico CINS 83 en presencia de escuarato de dietilo 1 vy
cisteamina 82.

El espectro *H-RMN (D,0/10% DMSO-d¢) presenta dos multipletes a 3,2 y 3,8 ppm
mientras que el espectro >C-RMN muestra seis picos, dos a campo alto (27,0 y 42,1
ppm), y cuatro a campo bajo (161,2, 178,4, 186,2 y 187,0 ppm), correspondientes al
anillo escuaramidico. Los espectros 2D HSQC y HMBC permiten la asignacién
inequivoca de todas las senales. El espectro HMBC muestra picos de cruzamiento
caracteristicos (marcados como ¢, d y e) que confirman la estructura ciclica de 83 (Fig.
112). Adicionalmente, el espectro MALDI-TOF (83+CsCl) indica la presencia de un
compuesto con una relacién m/z de 287,882, que concuerda con la masa calculada
para el i6n [83+Cs]" ([CsHsNO,S+Cs]*) de 287,910 g/mol.
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Figura 112 — Elucidacién de la estructura ciclica del producto CINS 83 (10 mM, D,0 / 20% DMSO-dg)
mediante experimentos 2D 'H-"c HMBC y HSQC.

4.6.3.4 Sintesis del sistema autoinmolativo 86 como modelo de trabajo

Para avanzar en el disefio de un espaciador autoinmolativo de base escuaramida y gatillo de
disulfuro, se ha disefiado el disulfuro simétrico 86 utilizando p-nitroanilina 84 como carga
en lugar del fluoréforo. De este modo es posible estudiar la evolucién mediante
espectrometria UV-Vis. La sintesis del disulfuro se ha realizado mediante Ia
introduccidn secuencial sobre escuarato de dietilo 1, primero de la p-nitroanilina 84 y
posteriormente de la cistamina 81, obteniendo el producto simétrico 86 con un
rendimiento del 21% (Esquema 67).
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85 (65%)
H2N/\/S\S/\/NH2 2 eq. 85, DIPEA
81 EtOH, 16h

86 (21%)

Esquema 67 — Sintesis del modelo autoinmolativo no fluorescente 86.

El compuesto 87 se ha sintetizado de un modo similar, a partir de la condensacion de
la semiescuaramida 85 con 1,7-heptildiamina 39. Este compuesto sin capacidad
autoinmolativa se ha preparado para evaluar la estabilidad de la estructura
escuaramidica ante la presencia del reductor o la posible hidrdlisis (Esquema 68).

+ HNT NN
EtO N 2 2

39

85 l 2 eq. 85, EtOH, 16h

O,N : Oj io Oj iO : NO,
N N/\/\/\/\N N
H H H H
87 (47%)

Esquema 68 — Sintesis del conjugado sin capacidad autoinmolativa 87.

4.6.3.5 Agentes reductores de disulfuros

Previamente al estudio del sistema autoinmolativo se han valorado diversos agentes
reductores responsables de la activacién del gatillo. Habitualmente se utilizan tioles,
gue actuan mediante intercambio tiol-disulfuro, o bien fosfinas, que actian mediante
mecanismo redox. En la figura 113 y el esquema 69 se presentan algunos agentes

habituales y los mecanismos propuestos para cada tipo de agente reductor.*#%%

192 Burns, J. A.; Butler, J. C.; Moran, J.; Whitesides, G. M.; Selective Reduction of Disulfides by Tris(2-

carboxyethyl)phosphine. J. Org. Chem., 1991, 56, 2648-2650.

193 Dmitrenko, O.; Thorpe, C.; Bach, R. D.; Mechanism of Sy2 Disulfide Bond Cleavage by Phosphorus
Nucleophiles. Implications for Biochemical Disulfide Reducing Agents. J. Org. Chem., 2007, 72, 8298-
8307.
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Figura 113 — (lzquierda) Fosfinas que actian mediante reacciones redox. (Derecha) Tioles que actuan
mediante un mecanismo de intercambio.

HS-R,
SR R—SH R/\S‘//SVR = R sh + Ring SUR
P(R)3¢
N R e
RS R ‘PRl (R)3H2I;—S/_ + Ry =<—= R sH
H,0 | -H*

(R)3P=0 + R SH

Esquema 69 — (Arriba) Mecanismo de reduccidn de disulfuros mediante intercambio con tioles. (Abajo)
Mecanismo de reduccién de disulfuros mediante fosfinas en disolucién acuosa.™

Entre los tioles utilizados se encuentran el BME (B-mercaptoetanol) y el DTT
(ditiotreitol) pero se descartd su uso en esta Tesis por sus principales inconvenientes,
es decir, su inestabilidad y tendencia a oxidarse en presencia de aire. Ademas la banda
a 260 nm del DTT de su forma oxidada solaparia con la banda escuaramidica alrededor
de 280 nm. Por otra parte, el tripéptido glutatién (GSH) es el reductor mas utilizado
para el estudio de compuestos con actividad bioldgica, debido a que se encuentra de
forma natural en todas las células. Sin embargo, el GSH tiende a formar aductos mixtos
(R-SS-R; en el esquema 69), ralentizando el proceso de autoinmolacién.

Alternativamente, las fosfinas presentan una importante capacidad de reduccion
superior y no forman aductos mixtos. Los estudios realizados de forma preliminar con
la TBP (tributilfosfina) muestran que es un compuesto que reacciona lentamente con
el oxigeno y de forma mas rdpida con otros agentes oxidantes, como por ejemplo el
DMSO, necesario para poder trabajar en disolucion acuosa. Por otra parte, la
tris(carboxietil)fosfina (TCEP) tiene caracteristicas ideales para la realizacion de los
estudios de evolucién propuestos. Se trata de un sélido estable en disolucién acuosa,
mantiene su poder reductor a pH fisioldgico y es selectivo para disulfuros. Ademas no
presenta bandas de absorcion por encima de 220 nm y solo presenta dos sefiales en el
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espectro de 'H-RMN, facilmente identificables tanto en su forma reducida como
oxidada, entre 1,8 y 2,4 ppm.

4.6.3.6 Evaluacion del modelo de sistema autoinmolativo 86

En el esquema 70 se representa el proceso esperado para la autoinmolaciéon del

producto 86 al afiadir el reductor TCEP.
O (6] NO
L LT
H H

NN
@/ ; ; ~"g
2N (0] O
86 (Iney=361nm)

006" >F>">coo
o)
Ccoor L
-00C” | ™"coo
Coo
. O
Oj;t L j
N S

84 ()nay=380nm)

Esquema 70 — Evolucién esperada para el sistema autoinmolativo 86 después de la adicién del reductor
TCEP. Se han indicado los maximos de absorbancia para el residuo de p-nitroanilina.

La p-nitroanilina 84 presenta un méximo de absorcién a 380 nm (ggs = 1,33 x 10°
M'lcm'l), sufriendo un efecto hipsocrémico hasta 361 nm (ggs = 1,62 x 10° M'lcm'l)
cuando esta conjugada a la escuaramida. En cuanto a las bandas de la escuaramida, en
los conjugados 86 y 87 se observa un maximo a 296 nm (egg = 1,87 x 10° M'lcm'l),
mientras que en el ciclo 83 existen dos maximos a 274 y 306 nm (gg3*’*"™ = 1,41 x 10°
M lem™; €g5°%"™ = 1,30 x 10°M*cm™) (Fig. 114).
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Figura 114 —Espectros de absorcién UV-Vis de los compuestos 86 y 87 (1,0x10° M, PBS/1% DMSO0), y de
los productos esperados finales, p-nitroanilina 84 y el ciclo CINS 83 (2,0x10'5 M, PBS/1% DMSO).

De esta forma, el cambio en la longitud de onda del maximo de la p-nitroanilina (de
360 a 380 nm) permite evaluar el proceso.

Los estudios de evolucidon temporal mediante espectrometria UV-Vis se han llevado a
cabo con el conjugado 87 y el sistema autoinmolativo 86 a una concentraciéon
1,0x10°M en PBS/1% DMSO, adquiriendo espectros en intervalos de 1-2 minutos.

En la figura 115 se puede observar como el tratamiento de 87, que carece del grupo
disulfuro, con un equivalente de TCEP no provoca ningun cambio significativo en el
espectro UV-Vis, descartando procesos de degradacidn alternativos a los propuestos.
Sin embargo, se observa una pequena disminucién de la intensidad de absorcidon
atribuible a una precipitacion parcial debido a la baja solubilidad del compuesto.

0,25 0,25 -
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0 . . —

240 340 440 540 640
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Figura 115 — Evolucién temporal del espectro UV-Vis del compuesto 87 (1,0x10’5 M) tratado con un
equivalente de TCEP (1,Ox10’5 M). El inserto de la esquina superior derecha muestra la evolucion de la
sefial en funciéon del tiempo a tres longitudes de onda, 285 (azul), 300 (amarillo) y 380 nm (rojo).
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Por su parte, la evolucién del compuesto autoinmolativo 86 resulta en una variacion
mucho mas evidente (Fig. 116).

0,25 -

0,2 - 0,15 -

A
0,15 o 0,05 -
0 T T y
- 0 50 100 150
Tiempo (min)
0,05 o

o

240 340 440 540 640
Longitud de onda (nm)

Absorbancia

Absorbancia
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Figura 116 — Evolucién temporal del espectro UV-Vis del compuesto 86 (9,95x10'6 M) tratado con un
equivalente de TCEP (9,95)(10'6 M). El inserto de la esquina superior derecha muestra la evolucién de la
sefial en funcidn del tiempo a tres longitudes de onda, 290 (azul), 379 (amarillo) y 500 nm (rojo).

En el grafico se observa un incremento de la banda situada alrededor de los 290 nm.
Ademas se observa el desplazamiento del maximo de la banda del residuo de p-
nitroanilina hacia 380 nm, y la disminucién de la cola de dicha banda sobre los 500 nm,
hechos que parecen indicar la formacidn de p-nitroanilina libre. Sin embargo no se
llegan a diferenciar las dos bandas a 274 y 312 nm correspondientes al ciclo CINS 83.

A partir de los espectros UV-Vis es posible calcular la velocidad de aparicién de la p-
nitroanilina. Para ello se debe hacer uso de la ley de Lambert-Beer. Puesto que no hay
ninguna longitud de onda donde la absorcidn de los diferentes compuestos no solapen
hay que utilizar sistemas de ecuaciones y considerar aditiva la absorcién de los
diferentes compuestos implicados en la reaccién.

Segln la ley de Lambert-Beer:
A=c¢c-1-] ] (Ec. 8)
para una mezcla de tres productos en disolucién, A, By C, con una reaccion del tipo:

A- 2B+ 2C (Ec.9)

donde, A = 86, B = p-nitroanilina 84 y C = CINS 83, la absorbancia total a una longitud
de onda determinada es:

At = At + AL + AL (Ec. 10)
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At =l 1-[Al+ef-1-[Bl+&t-1-[C] (Ec. 11)

Donde € corresponde al coeficiente de extincién molar, | al paso 6ptico, que serd 1 cm
por defecto, y [ ] a la concentracidn de cada uno de los productos.
Si el producto 86, tiene una concentracién inicial [A]O, en el punto final existe una
concentraciéon de producto final igual a:
2-[A]1° = [B) =[c) (Ec. 12)

y en un punto intermedio cualquiera:

[B] = 2- ([A]° - [AD =[] (Ec. 13)
Por tanto:

A =ef -[Al+ef-2-([A° - [AD + &l -2-([A]° - [A])  (Ec.14)
Despejando [A] obtenemos:

_ A%—Z-[A]O(eﬁ-eé)

[A] = (Ec. 15)

ea-2(eh+et)
De esta forma, dado que se conocen los coeficientes de absorcién molar de todos los
productos que intervienen, es posible calcular las concentraciones de ambas especies
con las ecuaciones 13 y 15, y representar la disminucién de las concentraciones del
compuesto autoinmolativo 86 y del incremento de concentracidn de la p-nitroanilina
84 (Fig. 117). Esta representacion se ha realizado teniendo en cuenta los datos de
absorbancia a 381 nm.
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Figura 117 — Representacion de las concentraciones de 86 (rojo) y p-nitroanilina 84 (azul) en funcion del
tiempo transcurrido a 381 nm, calculadas a partir de las ecuaciones 13 y 15.

En este caso la velocidad inicial de desaparicion de 86 a pH fisioldgico es de 1,9x10°
Ms™ty de 3,8x10”° Ms™ si se calcula a partir de la aparicion de la p-nitroanilina. Este
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dato resulta ser dos érdenes de magnitud superior al observado para el compuesto 78
utilizando el grupo amino como parte del espaciador a pH 9.

La ausencia en los espectros UV-Vis de las dos bandas correspondientes al ciclo CINS
83 ha motivado el estudio de la evolucidon del modelo autoinmolativo 86 mediante
RMN con el objetivo de intentar detectar la formacidn del compuesto ciclico CINS 83.

Desafortunadamente, a una concentracién 1 mM, el compuesto 86 resulta insoluble
incluso en disoluciones con un 50% de DMSO (Fig. 118-centro). Al aiiadir la TCEP, la
reduccidon de 86 incrementa la concentracién del tiol, sin embargo no hay ninguna
evidencia que indique la formacién del compuesto ciclico ni tampoco de la presencia
de p-nitroanilina 84, hecho que contradice los resultados preliminares obtenidos
mediante espectrometria UV-Vis a pesar de las diferentes condiciones de trabajo (Fig.
118)."**

O.N (0] O
¢ i N iN/\/Sﬁ

H H

a

IR W B Y

| ‘ | 1N
# l‘\““““ JUi JL J\L/} V UJ \JL A

B . o B T TR T T e ST P
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 118 — Sefales aromaticas correspondientes al residuo de p-nitroanilina de 86 en DMSO-dg
(abajo), PBS:DMSO-dg (50%) (centro) y PBS:DMSO-dg (50%) + un equivalente de TCEP (arriba).

194 . . s e . qz . .
Los desplazamientos del anillo aromatico son practicamente idénticos en las formas oxidada vy

reducida, sin embargo los desplazamientos de la cadena alifatica permiten identificar cada uno de los
productos.
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4.6.3.7 Sintesis del sistema autoinmolativo 96

Con el fin de mejorar la solubilidad en agua del modelo autoinmolativo se decidid
obtener un modelo cumarinico sustituido en la posicidon cuatro con un grupo sulfonato,
esperando que éste aportase la solubilidad necesaria al conjunto, gracias a la
particularidad de encontrarse ionizado independientemente del pH de la disolucion.

Los derivados de cumarina se obtienen de forma general mediante condensacién de
Pechmann, que utiliza fenoles y B-ceto ésteres diferentemente funcionalizados segln
la reaccién del esquema 71.

/@\ o o H,S0, X
+ —
Ry OH EtOM R, Ry 0”0

Esquema 71 — Sintesis de Pechmann para la obtencidn de cumarinas.

La sintesis se ha llevado a cabo a partir del aminofenol 88, previa proteccidn del grupo
amino con cloroformato de etilo, obteniendo el fenol 90. A continuacion la
condensacién de Pechmann en medio dcido con 4-cloroacetoacetato de etilo conduce
a la cumarina clorometilada 92. Posteriormente la adicién nucledfila de sulfito sédico y
la desproteccién del grupo amino proporciona la aminocumarina 94 con un
rendimiento global en cuatro pasos del 34% (Esquema 72).

+ + cl
S, ot BUOIRPNS S

EtOAc H
88 89 91
90 (94%)  Condensacion | H,S0,:H,0
Pechmann (7:3)
SOy SOy Cl
X e} A Na,SO3 (e} A
- -
HoN O O H,;S0O4:AcOH EtO)J\H O O  Acetona:H,0 EtO ” (6] (6]
1:1 1:1.4
94 (88%) (1 93 (65%) (1:14) 92 (64%)

Esquema 72 — Sintesis de 4-(sulfonatometil)-7-aminocumarina, 94.

La semiescuaramida 95 se ha obtenido por conjugacidn del escuarato de dietilo con la
cumarina 94 segln el procedimiento general descrito para anilinas. Esta se acopla a
cistamina en presencia de base para dar el disulfuro 96 con un rendimiento del 57%
(Esquema 73).
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Esquema 73 — Sintesis del modelo autoinmolativo soluble en agua 96.

En este caso, y a pesar de realizar varios intentos, no se ha obtenido el producto de
doble entrada simétrico, lo que hace pensar que se puede establecer una interaccién
entre la amina y el sulfonato impidiendo que ésta reaccione con otro equivalente de
semiescuaramida 95 en las condiciones indicadas.

El espectro 'H-RMN del conjugado 96 indica la presencia de dos conférmeros
diferenciables gracias al desdoblamiento de las sefiales |, k y i (correspondientes a las
posiciones 3,4’ y 6) de la cumarina y del NH escuaramidico (Fig. 119).

k SOy
i
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Figura 119 — Espectro de 'H-RMN del compuesto 96 en DMSO-d. Las sefiales se han asignado mediante
un cédigo de letras. Las flechas de un mismo color (azul o verde) indican el conjunto de sefiales asighado
a cada una de las conformaciones minoritarias observadas.
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4.6.3.8 Evaluacion del modelo de sistema autoinmolativo 96

En el esquema 74 se representa la evolucidon esperada del sistema autoinmolativo 96 al

afiadir el reductor TCEP.
SO5
)9S

26
P
-00C” | >""coo
0
Ccoor 5
-00C” > "coo
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‘0,8
0 o)
- A
S N o0 o
H H
+ X
HN S
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83 94

Esquema 74 — Evolucién esperada para el sistema autoinmolativo 96 después de la adicién del reductor
TCEP.

Los estudios de la evolucion temporal del sistema autoinmolativo 96 se han llevado a
cabo mediante RMN, en disolucién de PBS/25% DMSO-ds. Los espectros de 'H-RMN se
han adquirido en intervalos de tiempo variables, indicados en la figura 120. En esta
figura se han incluido ademas los espectros del compuesto 96 y de la cumarina 94,
como producto esperado del proceso de autoinmolacidn, en las mismas condiciones
gue las utilizadas para estudiar la evolucién del compuesto 96.
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Figura 120 — Evolucion temporal mediante 'H-RMN del compuesto 96 (0,83 mM, PBS/25% DMSO) al
adicionar un equivalente de TCEP. Se incluyen el espectro del compuesto 96 (abajo) y de la cumarina 94,
registrados en las mismas condiciones del experimento con fines comparativos.

260




4. Espaciadores autoinmolativos

A la vista de los espectros presentados en la figura 120 se puede afirmar que existe
una reduccion inmediata del producto 96 mediante la accién de la TCEP, observandose
la desaparicion de las sefiales contiguas al puente disulfuro (2,9 y 3,1 ppm) y la
aparicién de las sefiales correspondientes a la oxifosfina (1,8 y 2,2 ppm).

A partir de 60 minutos se empieza a observar la reoxidacién del tiol, detectandose de
nuevo las sefiales correspondientes al disulfuro. Sin embargo, el anillo de cumarina se
va degradando y muestra sefiales en la zona aromatica del espectro que no
corresponden a ninguna de las estructuras propuestas en el diseiio original (entre 6,8 y
7,1 ppm y a 8,3 ppm). A partir de estos resultados puede afirmarse que no hay
liberacidn del fluoréforo, ya que no se observan los picos caracteristicos del fluoréforo
libre a 6,5y 6,6 ppm respectivamente.

Los estudios realizados mediante fluorimetria con el producto 96, realizados a una
concentracién 2,5x10° M en medio PBS/1% DMSO, muy inferior a la concentracion
utilizada para RMN, muestran un incremento de la fluorescencia después de la adicién
del reductor, sin embargo esta evolucidn apenas alcanza un 12% del total después de
10 horas (Fig. 121).
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Figura 121 — Evolucién temporal del espectro de emision del compuesto 96 al ser tratado a una
concentracion 2,5x10° M con tres equivalentes de TCEP (7,5x10’6 M). El inserto de la esquina superior
derecha representa el drea correspondiente de cada curva de emision en funcion del tiempo.

En consecuencia, debido a la degradacién del sistema, la combinaciéon de un grupo
tiol/tiolato como nucledfilo sobre un NH de una escuaramida, que tiene un grupo
anilina como grupo saliente, no resulta apropiada para un proceso de autoinmolacién
aceptable.
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En este punto es evidente que ninguno de los dos sistemas estudiados (86 y 96) ha
cumplido la funcidn para la cual han sido disefiados, haciendo necesario el disefio de
una estructura alternativa que permita obtener el espaciador autoinmolativo.

4.6.4 Sistemas autoinmolativos derivados de escuarato-cumarinas con grupos tiol

Ante la poca reactividad de los sistemas de escuaramido-cumarinas estudiados hasta el
momento se planted la sintesis de sistemas mds labiles. Para ello se opté por utilizar
derivados de escuarato-cumarinas ya que los ésteres derivados del acido escudrico,
que tendrian un alcohol como grupo saliente, serdan mucho mas labiles que las
escuaramidas anteriores (Fig. 122).

(0] 6] O O
R1\Nj\;ﬁN,Carga R1\N ﬁo,Carga
H H H

Figura 122 — Representacién esquematica de las bis-escuaramidas utilizadas hasta el momento en
comparacion con los ésteres del acido escuarico planteados como alternativa.

4.6.4.1 Sintesis y evaluacion del sistema autoinmolativo 97

Las primeras pruebas se realizaron sobre el modelo mas simplificado posible pero que
contiene los elementos necesarios para ser considerado un sistema autoinmolativo. El
disulfuro 97 se ha obtenido mediante una condensacién entre cistamina 81 y
escuarato de dietilo 1 en un 76% de rendimiento (Esquema 75).

0 0 (0] 6]
i + HQN\/\S/S\/\NH2 5 EtO N\/\S/S\/\N Ot
EtO OFt Et,0, 16h ;i\{ H
1 81 o o
97 (76%)

Esquema 75 — Sintesis del modelo autoinmolativo 97 a partir de escuarato de dietilo y cistamina.

Ill

En este sistema el grupo disulfuro serd el “gatillo” mientras que el tiol actuara como
nucledfilo para desplazar al etanol. La evolucién se ha seguido mediante RMN y
espectrometria UV-Vis. El compuesto 97 resulta ser totalmente soluble a una
concentracion 1 mM en PBS con un 10% de DMSO-dg, al contrario de lo que ocurria
con los derivados diescuaramidicos. Los experimentos de RMN se han llevado a cabo a
esta concentracién afiadiendo un equivalente de TCEP y registrando espectros de *H-
RMN sucesivos. El mecanismo esperado, los espectros de *H-RMN obtenidos durante
los primeros 90 minutos desde la adicion del reductor TCEP, asi como la asignacidn de

las diferentes sefiales observadas se muestran en la figura 123.
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Figura 123 — Mecanismo propuesto de autoinmolacién del compuesto 97 (1 mM) mediante reduccidn
con TCEP, asignacion de las sefales caracteristicas, y espectros de 'H-RMN donde se ha sefialado la
evolucién de las sefiales de los productos.

La representacién de la integral de las sefiales referenciadas a la sefial residual de
DMSO, permite calcular la concentracién de cada especie en funcién del tiempo.
Dividiendo el valor de la integral de cada sefal por el nUmero de protones que integra
esa sefal se obtiene la relacién molar de los diferentes productos implicados (Fig. 124).
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Figura 124 — Evolucion de la concentracién de los diferentes productos derivados del proceso de
autoinmolacion del producto 97 tratado con TCEP en funcidn del tiempo.

La desaparicion de la sefial del CH,S del disulfuro inicial 97 a 2,8 ppm y su sustitucién
por otra sefial a 2,6 ppm correspondiente al CH,S del tiol, muestran que el enlace
disulfuro se rompe completamente en los primeros veinte minutos. La concentraciéon
de tiol resultante duplica a la del producto de partida 97 debido a la estequiometria de
la reaccidon. Ademads de la reduccion del disulfuro, se observa desde el primer minuto
un incremento de la sefial del CH3 correspondiente al etanol (1,0 ppm) asi como la
correspondiente al ciclo CINS 83 a 3,0 ppm. Se observa también que la concentracién
del producto CINS 83 practicamente duplica la del disulfuro inicial, indicando una
autoinmolacién total. Sin embargo, la sefial correspondiente al etanol no responde
totalmente a esta relacidon, hecho que se puede explicar por diferencias en la
integracion debidas a causas instrumentales o por la evaporacién del etanol.

La RMN permite confirmar la evolucién de la reaccién de reduccidn del disulfuro y
permite evaluar la velocidad de reaccién global medida a partir de la sefial del
producto final CINS 83. De este modo, la velocidad estimada de aparicién de C1NS es
de 1,0x10° Ms™?, muy superior a las observadas para los compuestos derivados de
anilinas.

Los experimentos adicionales realizados mediante espectrometria UV-Vis confirman la
viabilidad del proceso de autoinmolacion, en este caso trabajando en un rango de
concentraciones mucho menor (Fig. 125).
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Figura 125 — Evolucién del espectro UV-Vis del compuesto 97 (5,0x10° M, en PBS/1% DMSO) después de
ser tratado con un equivalente de TCEP (5,Ox10'6 M). El inserto de la esquina superior derecha muestra
la evolucion de la sefial en funcién del tiempo a longitudes de onda de 260 (azul), 275 (amarillo) y 310
nm (rojo). El punto isosbéstico se sitla sobre los 292 nm.

En la figura anterior, el espectro inicial (azul oscuro) muestra dos bandas parcialmente
solapadas correspondientes al disulfuro y la escuaramida, con un maximo absoluto a
272 nm. La adicion del reductor produce la disminucidn de la intensidad de esta banda,
desapareciendo principalmente la subestructura de la banda a mas baja longitud de
onda, pero manteniendo el maximo de absorcion a 272 nm. Al mismo tiempo se
observa la aparicion de una nueva banda sobre 312 nm, asignable, junto con la banda
a 272 nm, al ciclo CINS 83, con maximo a 274 y 306 nm (Fig. 126).
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Figura 126 — Superposicion de espectros UV-Vis del modelo autoinmolativo 97 (5,0x10° M, PBS/1%

DMSOQ), 97 + TCEP después de 20 minutos de evoluciéon, 97 + TCEP después de 180 minutos, y del ciclo
C1NS 83 (1,Ox10’5 M, PBS/1% DMSO).
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En la representacion de la absorbancia en funcion del tiempo a diferentes longitudes
de onda de la figura 125 se puede observar la disminucion de las intensidades a 260 y
275 nm, el incremento de la banda a 310 nm y un punto isosbéstico que indica la
formacion de un croméforo distinto, CINS 83.

4.6.4.2 Sintesis del sistema autoinmolativo 104

Los experimentos de RMN y UV-Vis descritos en el apartado anterior confirman la
viabilidad del proceso de autoinmolaciéon usando el disulfuro como gatillo sobre
ésteres del acido escuarico, por lo que se decidié introducir cargas mas representativas
que el etanol. La cumarina ha seguido siendo el nucleo fluorescente elegido para
actuar como modelo de carga. No obstante la funcionalizacién de la escuaramida a
través del grupo fendlico en posicion 7 conduciria a ésteres fendlicos que son muy
reactivos frente a ataques nucledfilos.'®® Por este motivo se ha utilizado una cumarina
con un grupo hidroximetileno en la posicidon 4 para formar un éster alifatico con la
escuaramida (Fig. 127).
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Figura 127 — Representacion de la funcionalizacién de escuaramidas con cumarinas a través del fenol de
la posicion 7 para formar un éster fendlico o de un grupo hidroxilo en la posicidn 4, obteniendo un éster
alifatico, menos reactivo.

Para la sintesis del éster es necesario utilizar una metodologia alternativa a la habitual.
En este caso, primero se ha hidrolizado el diéster 97, obteniendo un diacido que se
aisla como sal de TBA 99. Seguidamente, la reaccidn entre esta sal y el haluro primario
de la cumarina 103 permite obtener el modelo autoinmolativo 104 con una carga pro-
fluorescente. La 4-bromo-7-hidroxicumarina 103 se obtuvo siguiendo un

.. .. . 195,196,197,1
procedimiento similar a los publicados (Esquema 76).19>196197.198

19 Zhou, Z.; Fahrni, C. J.; A Fluorogenic Probe for the Copper(l)-Catalyzed Azide-Alkyne Ligation

Reaction: Modulation of the Fluorescence Emission via 3(n, t*)- 1(mt, n*). J. Am. Chem. Soc., 2004, 126,
8862-8863.

196 Woo, H.; You, Y.; Kim, T.; Jhon, G.J.; Nam, W.; Fluorescence ratiometric zinc sensors based on
controlled energy transfer. J. Mater. Chem., 2012, 22, 17100-17112.

197 Sun, H.; Peng, X.; Template-Directed Fluorogenic Oligonucleotide Ligation Using “Click” Chemistry:
Detection of Single Nucleotide Polymorphism in the Human p53 Tumor Suppressor Gene. Bioconjugate
Chem., 2013, 24, 1226-1234.
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Esquema 76 — Sintesis del sistema autoinmolativo 104.

El espectro 'H-RMN del producto 104 presenta sefiales anchas, un hecho que no se
habia observado en los diferentes derivados de cumarina obtenidos hasta el momento.
Por su parte, el espectro de BC-RMN presenta picos desdoblados correspondientes
tanto al anillo de escuaramida como de la cumarina (Fig. 128).

Lhls st

190 180 170 160 ppm 120 110 ppm 70 60 50 40 ppm

Figura 128 — Espectro de BC-RMN del producto 104 en DMSO-dgs donde se han marcado (*) las sefiales
desdobladas.

198 Karthik, S.; Puvvada, N.; Kumar, B. N. P.; Rajput, S.; Pathak, A.; Mandal, M.; Singh, N. D. P;

Photoresponsive Coumarin-Tethered Multifunctional Magnetic Nanoparticles for Release of Anticancer
Drug. ACS Appl. Mater. Interfaces, 2013, 5, 5232-5238.
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Los experimentos bidimensionales confirman que el compuesto 104 presenta un
equilibrio conformacional que resulta caracteristico en compuestos de tipo
escuaramida-escuarato (Fig. 129).
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Figura 129 — Superposicion de espectros bidimensionales homonucleares de RMN del producto 104. En
color verde se pueden observar los contactos 'H-"H COSY. En azul y rojo los correspondientes al
programa de pulsos ROESY, donde se han diferenciado los contactos ROE, negativos (en rojo), y los
correspondientes a la diagonal principal junto con los de intercambio quimico y conformacional, de
signo contrario a los anteriores (en azul).

Es interesante destacar de la figura anterior los contactos ROE observados para el
protén f (posicion 3 del anillo de cumarina) con practicamente todos los protones de la
cadena alifatica debido al intercambio conformacional Z/E observable en las parejas de
sefiales a/b y h/i. Ademas también se puede observar con menor intensidad, el cambio
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conformacional Z/E que experimentan los ésteres de acidos escuaramicos.® Este
cambio conformacional se observa con la sefal de cruzamiento del protén g
(sustitucién 4 del anillo de cumarina) a 6,1y 6,9 ppm.

El espectro UV-Vis del compuesto 104 presenta una banda con un maximo a 270 nm,
con un coeficiente de extincién molar de 4,06x10° Mcm™, correspondiente a la
escuaramida, y una banda del fluoréforo con un mdaximo relativo a 325 nm y
coeficiente de extincion molar 1,75x10° M™*cm™. Por su parte el maximo de la banda
de emision de fluorescencia se sitia a 472 nm (Aexe = 325 nm). La intensidad de
fluorescencia del conjugado es hasta 25 veces menor al compararla con la cumarina
libre debido al “quenching” provocado por la escuaramida. Por otra parte, el
rendimiento cuantico a 325 nm es de 0,01 unidades utilizando sulfato de quinina como
estandar (Fig. 130).°%°
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Figura 130 — Espectros de absorciéon-emisién normalizados del sistema autoinmolativo 104.

Para estudiar el proceso de autoinmolaciéon con la nueva carga y a efectos de
comparacion con el compuesto 104, se ha preparado la cumarina 106 como el
producto esperado de la liberacion de la carga, mediante una condensacion de
Pechman, como en los casos anteriores, entre el cloroacetoacetato de etilo 91 y el
resorcinol 102. La cumarina 106 se ha obtenido en un 29% de rendimiento global
segln el esquema 77, pudiendo obtener asi sus propiedades espectroscdpicas,
necesarias para poder estudiar el proceso autoinmolativo.

199 Rotger, M. C.; Pifia, M. N.; Frontera, A.; Martorell, G.; Ballester, P.; Deya, P. M.; Costa, A.;

Conformational Preferences and Self-Template Macrocyclization of Squaramide-Based Foldable
Modules. J. Org. Chem., 2004, 69, 2302-2308.

%% g6 ha usado sulfato de quinina como estandar (Ref. Aldrich 22640), a una concentracion 1x10° M en
una disolucion de HCIO, 0.1 M, considerando un rendimiento cudntico de 0,60 segun la referencia
bibliografica: Velapoldi, R. A.; Tonnesen, H. H.; Corrected Emission Spectra and Quantum Yields for a
Series of Fluorescent Compounds in the Visible Spectral Region. J. Fluoresc., 2004, 14, 465-472.
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Esquema 77 — Sintesis de la cumarina 106.

Esta cumarina presenta dos bandas de absorcién de intensidad variable en funcién del
pH de la disolucion. En PBS/1% DMSO, el maximo de absorcidn se encuentra a 325 nm
y el de emision a 470 nm. El coeficiente de extinciéon molar a 325 nm es de 1,05x10° M
'em™ (Fig. 131). La fluorescencia responde linealmente a la concentracién hasta
valores de 5,Ox10'6 M con un rendimiento cuantico en estas condiciones de 0,67 a 325

nm utilizando sulfato de quinina, 1x10™ M en medio HCIO, 0,1 M, como estandar.
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Figura 131 — Espectros de absorcién-emisién normalizados de la cumarina 106.

4.6.4.3 Evaluacion del sistema autoinmolativo 104 mediante RMN

La evoluciéon temporal del sistema autoinmolativo 104 se ha investigado mediante
experimentos de RMN en las condiciones habituales, 104 (1 mM) en PBS/10% DMSO-
ds y adicion de un equivalente de TCEP. De nuevo el sistema autoinmolativo no es
demasiado soluble a esta concentracion, sin embargo, en esta ocasiéon la reaccidon
transcurre liberando el fluoréforo 106, aunque a una velocidad menor de lo observado
en el caso del modelo simple 97 (Fig. 132). Esta reduccién de la velocidad del proceso
resulta evidente al observar senales residuales de TCEP en su forma reducida durante
mas de dos horas después de la adicion.
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Figura 132 — Mecanismo propuesto de autoinmolacion del compuesto 104 (1 mM) mediante reduccion
con TCEP, asignacion de las sefiales caracteristicas, y espectros de 'H-RMN donde se ha sefialado la
evolucién de las sefiales de la cumarina 106, el ciclo CINS 83 y la TCEP en su forma oxidada.

Los espectros obtenidos permiten asegurar que el proceso transcurre tal como se ha
disefiado. Se identifican claramente las sefales propias de la 7-hidroxi-4-
(hidroximetil)cumarina 106. No obstante, la limitada solubilidad del modelo
autoinmolativo 104 no ha permitido obtener unos valores de velocidad de aparicién
del producto que representen correctamente el proceso.

Se ha comprobado que a una concentracion 1 mM es necesario no menos de un 40%
de DMSO para que el disulfuro de partida se mantenga en disolucién. Al analizar la
evolucidn en estas condiciones se observa que transcurridos tres minutos después de
la adicién de la TCEP ya se observan los picos correspondientes a los productos finales
CINS 83 y la cumarina 106, indicando con ello que tanto la reduccién como la
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autoinmolacién tienen lugar de forma muy rapida. Puesto que se quiere estudiar el
proceso de autoinmolaciéon en un medio biocompatible, los resultados obtenidos con
un 40% de DMSO no son biolégicamente relevantes, aunque si indicativos de un
proceso autoinmolativo efectivo.

4.6.4.4 Evaluacion del sistema autoinmolativo 104 mediante UV-Vis y fluorimetria

El espectro UV-Vis del compuesto 104 tratado con un equivalente de TCEP en las
condiciones estandar (5,0x10'6 M, PBS/1% DMSQ) muestra la disminucion de la banda
de la escuaramida a 270 nm, acompafiada de un incremento de la bandas
correspondiente a la cumarina libre 106 (325 nm) y el ciclo CINS 83 (306 nm) (Fig.
133).

0,25 ~ 0,25 -
\l/ 0,2 -
o
0.2 1 € 0,15 \\.\_
© 4 = e ——
2
S S 01 -
0,15 = )
1] ’ <
2 0,05 -
o)
B \F —
< 0,1 0 T T Y
0 60 120 180
Tiempo (min)
0,05 - l/
0 ' \ : — :
240 340 440 540 640

Longitud de onda (nm)

Figura 133 — Evolucién temporal del espectro UV-Vis del compuesto 104 (5,0x10° M, PBS/1% DMSO) al
de ser tratado con un equivalente de TCEP (5,0x10’6 M). El inserto de la esquina superior derecha
muestra la evolucién la absorbancia en funcidon del tiempo transcurrido a 260 nm (azul), 320 nm

(amarillo) y 400 nm (rojo).

La disminucién observada a 400 nm es consistente con la desaparicién del conjugado

escuarato-cumarina (Fig. 134).
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Figura 134 — Superposicion de espectros UV-Vis del modelo autoinmolativo 104 (5,0x10° M, PBS/1%
DMSQO), 104 + TCEP después de 180 minutos de evolucidn, del ciclo CINS 83 (1,Ox10’5 M, PBS/1%
DMSO0), y de la cumarina 106 (1,Ox10'5 M, PBS/1% DMSO).

El mismo experimento realizado mediante fluorimetria (2,5x10'6 M, PBS/1% DMSO)
muestra un incremento de la intensidad de fluorescencia de mas de 16 veces la inicial
como resultado de la eliminacidon de cumarina 106 (Fig. 135).
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Figura 135 — Evolucién del espectro de emisién del compuesto 104 (2,5x10° M) (Aex = 325 nm) al ser
tratado con un equivalente de TCEP (2,5x10’6 M). El inserto de la esquina superior derecha muestra la
evolucion del drea de la curva de emisidn en funcidn del tiempo.

La velocidad inicial de aparicion/desaparacion se ha calculado a partir del espectro UV-
Vis a 320 nm para los diferentes tiempos utilizando las ecuaciones 13 y 15. La
velocidad de aparicion de la cumarina libre 106 es de 1,2x10° Ms™*. A nivel practico, se
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observa una liberacion del 42% del fluordforo a las dos horas de iniciado el proceso

(Fig. 136).
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Figura 136 — Representacion de las concentraciones del sistema autoinmolativo 104 (rojo) y la cumarina
106 (azul) en funcién del tiempo transcurrido a 320 nm, calculadas a partir de las ecuaciones 13 y 15.

Para calcular la velocidad de aparicién mediante fluorimetria, se debe tomar la
precaucion de restar al drea de la curva de emisién, la correspondiente al conjugado
104, obteniendo de esta forma la fluorescencia correspondiente a la formacién de
cumarina 106 mediante el proceso autoinmolativo inducido. Si bien se deberia
considerar la evolucién de la concentracion de 104 en funcién del tiempo, la
fluorescencia de este compuesto es muy reducida, por lo cual a medida que se
incrementa la concentracién de 106, esta correccion es despreciable. De esta forma se

puede calcular la concentracién de fluoréforo en funcion del tiempo y la velocidad de
aparicion inicial (Fig. 137).
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Figura 137 — Evolucion de la concentracidn de la cumarina 106 mediante fluorimetria (Agye = 325 nm).
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En estas condiciones la velocidad inicial de apariciéon de la cumarina libre 106 es de
0,8x10° Ms™, con una liberacién a las dos horas del 34% del fluoréforo, unos
resultados ligeramente inferiores aunque del mismo orden de magnitud que los
obtenidos mediante espectrometria UV-Vis.

La liberacién parcial del fluoréforo observada con ambas técnicas plantea algunos
interrogantes. Es posible que la cantidad de reductor no sea suficiente o que la fosfina
utilizada se degrade en el medio de reaccién. Por ello se han realizado una serie de
experimentos utilizando distintas concentraciones y proporciones entre sustrato y
reductor (Tabla 18).

Tabla 18 — Resumen de velocidades iniciales de aparicion y tanto por ciento de liberacion de fluoréforo
106 en funcién de la concentracién de TCEP. Todos los experimentos se han realizado en PBS/1% DMSO.

Técnica | [104] [TCEP] | Eq.TCEP | Vo'%(Ms™) | % 106 en 2h.
Fluo. 2,5x10° | 2,5x10° 1 0,8x107° 34%
Fluo. 2,5x10° | 5,0x10° 2 1,2x107° 50%
UV-Vis | 5,0x10° | 5,0x10°® 1 2,5x10°° 43%
UV-Vis | 5,0x10° | 1,0x10° 2 3,5x107° 63%
UV-Vis | 5,0x10° | 2,0x10° 4 4,5x10° 73%

De la tabla anterior se puede extraer que a medida que se incrementa la concentracion
de reductor se incrementa la velocidad de formacién de la cumarina 106 como
corresponde a una reacciéon de segundo orden. Sin embargo, un aumento de la
concentracion del producto de partida 104 incrementa la velocidad inicial pero no
provoca una mayor liberacion de la cumarina.

4.6.4.5 Fotoestabilidad del sistema autoinmolativo 104 en disolucidn

La fotoestabilidad del sistema autoinmolativo 104 se ha estudiado en medio PBS/1%
DMSO a pH 7,4 mediante espectrometria UV-Vis, realizando hasta 55 adquisiciones
sucesivas del espectro entre 220 y 700 nm, con un tiempo de adquisiciéon de
aproximadamente dos minutos (Fig. 138).
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Figura 138 — Evolucién del espectro ultravioleta-visible del compuesto 104 (5,Ox10'6 M, PBS/1% DMSO).
El inserto de la esquina superior derecha muestra la evolucién de la seial en funcién del nimero de
espectros de absorcion adquiridos a longitudes de onda de 270 (azul), 329 (amarillo) y 370 nm (rojo).

Como se puede observar, la degradaciéon fotoquimica del sistema es practicamente
nula en un periodo superior a las dos horas, lo que indica que el conjugado es quimica
y fotoquimicamente estable en estas condiciones. Para comprobar si este equilibrio se
conserva a diferentes valores de pH, se han realizado estudios de evolucion temporal
mediante fluorimetria a pH 6,28, 7,67 y 8,83, valores obtenidos mediante la adicién de
HCI 3M o NaOH 1M a una disolucion de PBS. Para la obtencidon de estos datos se han
realizado hasta 60 adquisiciones del espectro de emision (Aexc = 325 nm) en intervalos
de dos minutos. Los valores obtenidos se han comparado con los obtenidos mediante
fluorimetria a la misma concentracién mediante la adicién de un equivalente del
reductor (Fig. 139).
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Figura 139 — Evolucidén del valor de la integral de la banda de emisién del sistema autoinmolativo 104
(2,5x10’6 M, 1% DMSO) a pH 6,28 (rojo), 7,67 (azul) y 8,83 (verde). Se han incluido en la comparacién los
valores de obtenidos del tratamiento del sistema autoinmolativo 104 en presencia del reductor TCEP en
PBS/1% DMSO (amarillo).

En este caso no hay adicion de ningun reductor, por tanto, la pequena evolucién
observada puede deberse a una autoinmolacion residual, que no representa un
porcentaje global significativo al cabo de dos horas.

4.6.4.6 Estabilidad cinética del sistema autoinmolativo 104 frente a nucledfilos

Otro factor a tener en cuenta con miras a una aplicacién en sistemas biolégicos es su
estabilidad frente a otros nucledfilos presentes en el medio, principalmente aminas
primarias. Las aminas reaccionan con los ésteres de acido escudrico y podrian provocar
la liberacion del fluoréforo sin haberse activado el gatillo de disulfuro.

Por este motivo se ha estudiado la estabilidad del conjugado en presencia de tres
aminodcidos, leucina, lisina y arginina, que ofrecen diversas posibilidades de
interaccion con el sistema autoinmolativo 104. Los experimentos se han llevado a cabo
mediante fluorimetria en medio PBS/1% DMSO afiadiendo a una disolucién de 104
(2,5x10° M) y el aminodcido correspondiente (5,0x10° M). En los tres casos
estudiados, la evolucidon de la fluorescencia observada es similar a la obtenida en el
experimento anterior a pH 7,67, indicando que la presencia del aminoacido no influye
en la estabilidad del sistema autoinmolativo.

De esta forma se puede asegurar que el sistema autoinmolativo 104 es cinéticamente
estable en disolucion a valores de pH entre 6,3 y 8,8, segiin se ha demostrado en el
apartado anterior, y ademas en presencia de otros nucledéfilos como aminoacidos a pH
fisioldgico.
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4.6.4.7 Autoinmolacién en presencia de GSH como reductor

Los experimentos descritos hasta ahora se han realizado utilizando un reductor muy
efectivo como la TCEP pero que no es natural. A nivel bioldgico el reductor natural mas
importante es el glutation (GSH). Tal y como se ha descrito anteriormente, la accién
reductora del GSH se debe a la presencia de un grupo tiol, lo que implica una
complicacién adicional debido a la posibilidad de reacciones de intercambio disulfuro-
tiol, esperando la evolucidon descrita a continuacidn (Esquema 78).
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Esquema 78 — Evolucidn esperada para el sistema autoinmolativo 104 en una disoluciéon de PBS con una
concentracion 1 mM de GSH.

Con la finalidad de investigar la viabilidad bioldgica, el modelo autoinmolativo 104 se
ha tratado con GSH a una concentracidn tipica de un entorno intracelular, 1 mM,
manteniendo la concentraciéon de 104 constante en funcidén de la técnica utilizada
(5,0x10® M para UV-Vis y 2,5x10°° para fluorimetria) (Fig. 140).
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Figura 140 — Representacion de las concentraciones del sistema autoinmolativo 104 (rojo) y la cumarina
106 (azul) en funcién del tiempo transcurrido a 320 nm, calculadas a partir de las ecuaciones 13 y 15.

Las velocidades iniciales de aparicion de la cumarina 106 en presencia de GSH (1 mM)
son de 5,0x10° Ms™ en UV-Vis, con un 95% de liberacién del fluoréforo a las dos horas,
y de 3,1x10° Ms™? mediante fluorimetria, con un 75% de liberacién en el mismo
tiempo.

Al comparar los valores obtenidos se observa que la velocidad inicial de aparicién de
fluordforo libre 106 usando una disolucién 1 mM de GSH es muy similar a la obtenida
al usar cuatro equivalentes de TCEP (0,02 mM en UV-Vis). Sin embargo, por la propia
naturaleza de la reduccién de disulfuros mediante el intercambio con otros tioles, GSH
en este caso, la velocidad inicial de aparicién de cumarina es mas lenta. Sin embargo,
se alcanzan finalmente valores cercanos al 100% de liberacion de la carga del sistema
autoinmolativo.

4.6.4.8 Dependencia del proceso autoinmolativo en funcidn del pH del medio

Se ha comprobado anteriormente que un valor de pH comprendido entre 6,3 y 8,8 no
afecta a la estabilidad del sistema autoinmolativo 104 (Fig. 140). Sin embargo, es
interesante estudiar la dependencia del proceso de autoinmolacién en presencia de
activadores del gatillo en funcion del pH, debido a los diferentes valores de pH que
existen en los distintos compartimentos intracelulares.

El hecho de usar hidroxicumarinas implica que la fluorescencia de éstas es
dependiente del pH de la disolucién. Por este motivo es necesario realizar las
correcciones oportunas a la hora de calcular las concentraciones liberadas de
fluordforo calculando previamente la intensidad de fluorescencia de 106 en funcion
del pH (Fig. 141).
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Figura 141 — Area de la curva de emisidn de fluorescencia de 106 (2,5x10'6 M, 1% DMSO) en funcion del
pH de la disolucion (Ae = 325 nm).

Mediante fluorimetria se han realizado estudios de evolucién del conjugado
autoinmolativo 104 en presencia de un equivalente de TCEP utilizando disoluciones de
PBS con el pH ajustado a valores de 6,28, 7,67 y 8,83 (Fig. 142).

2,0E-06 =
e
.“‘.....000000 .
° ..“‘..
0e0° %
— 1,5E-06 A ...... *tee
g ... ..... L]
o ..o 0e®
= e® ,o°
2 RO
0 1,0E-06 - A
.g .. ...
o ° N
E .‘ e®
2 oo
§ 5,0E-07 -
(&) °,
:. YY) ..oooooo"oo..oo.
. 0000000000'00"'0°'. eoe
® .......oooooo
0,0E+00 PLLLL . . . | |
0 1200 2400 3600 4800 6000 7200

Tiempo (seg)

Figura 142 — Evolucién del valor de la integral de la banda de emisién de 104 (2,5x10'6 M, 1% DMSO, Agyc
= 325 nm) después del tratamiento con un equivalente de TCEP a valores de pH de 6,28 (rojo), 7,67
(azul) y 8,83 (verde).

La tabla 19 presenta los valores de la velocidad de aparicién de 106 calculados a partir
de los datos de la figura 142.

Tabla 19 — Velocidades iniciales y tantos por ciento de liberacion de fluoréforo en funcion del pH de la

disolucion.
pH Cte. Fl. vs [106] (M) | Vo(Ms™) | % 106 en 2h.
6,28 8,4x10° 0,5x10° 5,7%
7,67 6,8x10° 9,2x10° 37%
8,83 5,0x10° 6,7x10™"° 38%
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La baja velocidad inicial y avance de la reaccion en medio acido podria deberse a la
alteracion del equilibrio tiol/tiolato en favor del tiol, que es menos nucledfilo que el
tiolato y reduciria la velocidad del proceso de autoinmolacion. En cuanto al
experimento a pH bdsico, la menor velocidad inicial observada se puede atribuir a la
autooxidacién parcial de la TCEP a pH bésico.**? Sin embargo, la velocidad posterior
parece no decaer al mismo ritmo que lo hace en la disolucién a pH 7,67, un hecho que
puede ser debido a la mayor proporcion de tiolato, favoreciendo el proceso de
ciclacion.

4.6.5 Perspectivas de aplicabilidad en sistemas biolégicos

Como se ha presentado en el capitulo anterior, las oligoescuaramidas ciclicas se
internalizan de forma rapida y especifica mediante endocitosis quedando secuestradas
principalmente en los endosomas tardios. De esta forma, la unién de un sistema de
transporte como es la oligoescuaramida ciclica, internalizada por endocitosis, con un
gatillo especialmente labil, como son los puentes de disulfuro, podria ser una
combinacidn idénea, dejando el extremo opuesto del disulfuro para la funcionalizacién
mediante espaciadores autoinmolativos y profarmacos. Con los resultados obtenidos
en este capitulo acerca de la posibilidad de utilizar espaciadores autoinmolativos de
ciclacion de base escuaramida-éster, la internalizacion de este conjugado
autoinmolativo se daria muy probablemente del mismo modo que la sonda
fluorescente C2-BDP 69, mediante endocitosis. Una vez en el endosoma, un entorno
acido, se reduciria el disulfuro mediante mecanismos redox,’® para finalmente, una
vez recuperado el pH fisioldgico, dar lugar al proceso de ciclacién autoinmolativo
liberando la carga (Fig. 143).
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Figura 143 — Representacion esquematica de la posible aplicabilidad del sistema autoinmolativo
sintetizado.
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4.7 Conclusiones

1. Se han sintetizado una serie de compuestos disefiados para evaluar la posibilidad de
utilizar escuaramidas como pieza clave de un nuevo sistema autoinmolativo.

2. Se ha determinado que el grupo amino no es capaz de provocar un ataque
nucledfilo intramolecular significativo a pH fisiolégico sobre derivados de escuaramidas
N,N’-sustituidas.

3. Se ha probado que la utilizacién de tioles como nucledfilos sobre escuaramidas N,O
sustituidas resulta ser adecuada. El sistema autoinmolativo evoluciona a pH fisioldgico,
obteniendo velocidades de aparicién de la carga del orden de 10° Ms™. A nivel
practico, y en funcién del sistema utilizado, implica la liberacion de entre un 30% y un
100% de la carga a las dos horas.

4. La mayor velocidad de liberacién de la carga, 5,0x10° Ms? se ha conseguido
mediante el uso de GSH a una concentracion tipica de un entorno intracelular, 1 mM,
consiguiendo en este caso una liberacidn superior al 95% en dos horas.

5. Se ha comprobado tanto la estabilidad cinética como la fotoestabilidad del
conjugado en disolucion acuosa a diferentes valores de pH y en presencia de
diferentes aminoacidos. Sin embargo, el pH de la disolucion si que parece influenciar
en la evolucién del proceso autoinmolativo, reduciendo la velocidad de éste a pH
acido.

6. El sistema desarrollado permite plantear la posibilidad de aplicarlo, en estudios
posteriores, a una finalidad terapéutica, mediante el uso de la oligoescuaramida C2
como transportador y un profarmaco como carga.
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4.8 Métodos experimentales

Todos los disolventes utilizados han sido adquiridos a Scharlau y Sigma-Aldrich.
Cuando ha sido necesario, estos disolventes se han secado y destilado segun los
procedimientos indicados en la bibliografia.?®* El agua utilizada en los procesos de
sintesis, elaboracién o preparacidon de muestras se ha purificado por electroésmosis
con un equipo ELIX10 (Millipore) y, posteriormente, por tratamiento a través de un
equipo MilliQ (Millipore) consiguiendo una resistividad maxima de 18,2 MQ.

Los disolventes deuterados utilizados en los experimentos de RMN se han adquirido
con calidad espectroscépica para RMN con una riqueza del 99,98% siendo utilizados
sin tratamiento previo.

Todos los reactivos y sales utilizados han sido adquiridos a través de las casas
comerciales Sigma-Aldrich, Panreac o TClI Chemicals. Se han utilizado sin purificacién
previa a no ser que se indique lo contrario.

El sistema RF-HPLC utilizado para la purificacién de los productos ha sido un sistema
Gilson, equipado con bombas modelo 321 y un médulo detector UV-Vis-152.

Los espectros de RMN (*H y *3C) se han registrado en un instrumento Bruker AVANCE-
300 o bien mediante un instrumento Bruker AVANCE 600 MHz. Los desplazamientos
quimicos indicados en ppm estan referenciados a la sefal residual del disolvente
utilizado en el caso de DMSO y CDCl;. En el caso de los espectros realizados
exclusivamente en D,0, se ha utilizado la sal sddica del acido 3-(trimetilsilil)-1-
propanosulfénico como patrén interno. Los espectros de masas se han registrado con
un espectrometro de masas de alta resolucion (HRMS) Micromass AutoSpec 3000,
provisto de un sistema de entrada de la muestra mediante electroespray (ESI) o bien
mediante un sistema Bruker Autoflex MALDI-TOF.

La obtencién de los espectros UV-Vis se ha realizado mediante un espectrémetro UV-
Vis modelo Varian Cary 300 Bio de doble haz. Para los espectros de emision de
fluorescencia se ha utilizado un espectrofotémetro Varian Cary Eclipse.

El tampdn PBS se prepara mediante la disolucion de un preparado salino (Ref. P5368
Sigma-Aldrich) en un litro de agua, obteniendo una concentracidn final de fosfato 0,01
M, NaCl 0,138 M y KCI 0,0027 M, con un pH 7,4.

201 Armarego, W. L. F.; Chai, C.; Purification of Laboratory Chemicals, 6" Ed., 2009, Butterworth

Heinemann, Elsevier. Oxford, UK.
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4.8.1 Sintesis
Ester escuaramidico 76:

00

S0N=(
0”0 N o
H

Una suspensién de 4-metil-7-aminocumarina 75 (0,5 g, 2,85 mmol), triflato de zinc
(104 mg, 0,285 mmol), EtsN (438 ul, 3,14 mmol) y escuarato de dietilo 1 (0,971 g, 5,71
mmol) en EtOH (23 ml) se mantiene durante 16 horas a reflujo en atmdsfera de argén.
La disolucion resultante se concentra. El residuo se lava con acetonitrilo (15 ml). La

mezcla resultante se enfria, se filtra y se lava con acetonitrilo frio (2 x 5 ml),
obteniendo 76 como un sélido amarillo (0,759 g, 2,57 mmol). Rdto: 90%

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 1,44 (t, *J(H,H) = 7,1 Hz, 3H, CH,CHS3), 2,38 (d, 4J(H,H)
= 1,1 Hz, 3H, CCH;5™), 4,80 (q, 3J(H,H) = 7,1 Hz, 2H, CH,CH3), 6,25 (d, *J(H,H) = 1,2 Hz,
1H, CH®)CCHs), 7,37 (dd, 3J(H,H) = 8,6 Hz, “J(H,H) = 2,2 Hz, 1H, CH®/CH), 7,42 (d, *J(H,H)
= 1,9 Hz, 1H, CH®C), 7,71 (d, 3)(H,H) = 8,6 Hz, 1H, CH®/CH), 11,04 (br, 1H, NHC). **C
NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 = 15,6, 18,0, 70,0, 105,8, 112,4, 115,2, 126,4, 141,7, 153,1,
153,8, 159,9, 169,4, 179,4, 184,2, 187,3. HRMS (ESI) calc. para 322,0691 (M+Na';
C16H13NNaOs") encontrado: 322,0679.

b@o ]
S0P =(
0”0 N H/\/\NHBOC

El semiéster 76 (0,124 g, 0,41 mmol) se suspende en una disolucién de la amina 43 (88

Diescuaramida 77:

mg, 0,46 mmol) en EtOH (21 ml). La reaccidn se mantiene a reflujo durante 16 horas.
Posteriormente se concentra y se lava con Et,0 frio (2 x 15 ml) y acetonitrilo (2 x 10
ml), obteniendo el producto 77 como un sélido amarillo (0,129 g, 0,30 mmol). Rdto:
73%

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,38 (s, 9H, C(CHs)3), 1,69 (t, 3J(H,H) = 6,6 Hz, 2H,
CH,CH,CH,), 2,40 (s, 3H, CCH5™), 3,02 (g, 3J(H,H) = 6,0 Hz, 2H, CH,NHCOO), 3,62 (q,
3)(H,H) = 5,7 Hz, 2H, CH,NHCCO), 6,24 (s, 1H, CH®)CCHs), 6,89 (br, 1H, NHCOO), 7,31
(dd, 3J(H,H) = 8,7 Hz, *J(H,H) = 2,2 Hz, 1H, CH®®/CcH), 7,60 (s, 1H, CH®'C), 7,73 (d, 3J(H,H) =
8,7 Hz, 1H, CH™CH), 7,74 (br, 1H, NHCCO), 10,05 (br, 1H, NHC). **C NMR (75 MHz,
DMSO-dg): 6 = 18,0, 28,2, 31,0, 36,9, 41,5, 77,6, 104,6, 111,7, 114,2, 126,6, 142,5,
153,1, 154,3, 155,7, 160,0, 162,6, 169,8, 180,2, 184,7. HRMS (ESI) calc. para 450,1641
(M+Na*; C,2H,5N3NaOg’) encontrado: 450,1638.
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b@o !
L=
0“0 ” ”/\/\NH;CI'

El producto 78 (19 mg, 0,044 mmol) se disuelve en una disolucion acuosa (6 ml) de HCI

Diescuaramida 78:

(30 pl 3M, 0,089 mmol). Esta se lleva a 100 °C durante 5 horas y posteriormente se
evapora el disolvente a sequedad, aislandose el clorhidrato 78 como un sélido amarillo
(15 mg, 0,041 mmol), que se usa en los estudios de autoinmolacidn sin realizar ninguna
etapa de purificaciéon posterior. Rdto: 93%

b@o ]
S0P=(
0”0 N H/\/O\/\OH

El semiéster 76 (0,1 g, 0,334 mmol) se suspende en EtOH (17 ml). A esta disolucidn se

Diescuaramida 80:

adiciona 2-(2-aminoetoxi)etanol 79 (47 ul, 0,47 mmol) y la disolucidn se deja a reflujo
durante 16 horas. Seguidamente el crudo se lleva a sequedad obteniendo un sdlido
naranja que se lava con acetonitrilo (2 x 10 ml) para obtener el producto 80 como un
sélido de color amarillo (96 mg, 0,27 mmol). Rdto: 80%

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 2,39 (s, 3H, CCH5), 3,51 (m, 4H, CH,0), 3,60 (t,
3J(H,H) = 4,9 Hz, 2H, CH,OH), 3,78 (br, 2H, CH,NH), 4,64 (br, 1H, CH,0OH), 6,23 (d,
*)(H,H) = 0,8 Hz, 1H, CH®)CCH,), 7,29 (dd, 3J(H,H) = 8,6 Hz, *J(H,H) = 2,2 Hz, 1H, CH®*/CH),
7,61 (s, 1H, CH®C), 7,71 (d, 3)(H,H) = 8,6 Hz, 1H, CH®/CH), 7,91 (br, 1H, NHCH,), 10,09
(br, 1H, NHC). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 18,0, 43,8, 60,1, 69,8, 72,2, 104,86,
111,7, 114,2, 126,6, 142,6, 153,2, 154,3, 160,0, 162,6, 169,7, 180,2, 184,7. HRMS (ESI)
calc. para 381,1063 (M+Na*; C15H1gN,NaOg’) encontrado: 381,1068.

Ciclo CINS 83:

HN S
/

Una disolucion de escuarato de dietilo 1 (1,0 g, 5,88 mmol) en EtOH (30 ml) se adiciona
gota a gota sobre otra de cistamina 81 (453 mg, 5,88 mmol) en H,O (21 ml)
previamente desoxigenada mediante una corriente de argdén. La mezcla se mantiene
con agitacion durante 1 hora. Durante este tiempo se forma un precipitado que se
filtra y se lava con H,0 (15 ml) y Et,0O (15 ml), obteniendo el producto 83 (411 mg, 2,65
mmol) como un sélido amarillo palido. Rdto: 45%
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'H RMN (300 MHz, D,0:20% DMSO-dg): & = 3,22 (m, J(H,H) = 4,8 Hz, 2H, NHCH,CH,S),
3,81 (m, J(H,H) = 4,8 Hz, 2H, NHCH,CH,S). *C NMR (75 MHz, DMSO-d¢): & = 25,2, 46,2,
161,2, 178,4, 186,2, 187,0.

Ester escuaramidico 85:

0} O

ey

Sintetizado segun el procedimiento descrito en la bibliografia con algunas
202

N
H

modificaciones.

Una disolucion de escuarato de dietilo 1 (530 mg, 3,11 mmol), p-nitroanilina 84 (359
mg, 2,60 mmol) y triflato de zinc (189 mg, 0,52 mmol) en EtOH (26 ml) se mantiene en
agitacion durante 1 hora. Posteriormente se concentra, el residuo se suspende en H,0
(15 ml) y se afiade HCI 3M (50 ul). El sélido resultante se centrifuga y se disuelve en
CH,Cl, (20 ml) y se separa la fraccidn insoluble mediante filtracién. El CH,Cl, se evapora
y el sélido obtenido se lava con NH4Cl 1M (10 ml) y H,0 (10 ml), aisldndose un sdlido
naranja. Este sélido se recristaliza en AcOEt (25 ml), obteniendo agujas de color
naranja que corresponden al producto 85 (442 mg, 1,69 mmol). Rdto: 65%

'H RMN (300 MHz, CDCl3): & = 1,56 (t, *J(H,H) = 7,1 Hz, 3H, CH,CH3), 4,94 (q, *J(H,H) =
7,1 Hz, 2H, CH,CHs), 7,47 (dd, *J(H,H) = 7,2 Hz, *J(H,H) = 2,1 Hz, 2H, CHCNH), 8,26 (dd,
*J(H,H) = 7,2 Hz, )(H,H) = 2,1 Hz, 2H, CHCNO,), 8,45 (br, 1H, NH). **C NMR (75 MHz,
DMSO-dg): & = 15,5, 70,1, 118,9, 125,2, 142,3, 144,3, 169,2, 179,8, 184,7, 187,2.

Bis-(diescuaramida) 86:

0} O

NO,
LK ng g
o=
M b
OoN 0 ¢}

El semiéster 85 (0,2 g, 0,76 mmol) se adiciona sobre una disolucién del diclorhidrato de
cisteamina (86 mg, 0,38 mmol) y DiPEA (139 ul, 0,80 mmol) en EtOH (15 ml)
formandose una suspensién. La suspensién se agita en atmédsfera de argén a 70 °C
durante 30 minutos y luego se deja enfriar progresivamente hasta alcanzar la
temperatura ambiente manteniendo la agitaciéon un total de 16 horas. Transcurrido
este periodo se observa la formacién de un precipitado. El sdlido se filtra y se lava con
EtOH (10 ml). La purificacidn se lleva a cabo disolviendo el producto en DMF (20 ml) y
afiadiendo H,0 (40 ml), con lo que se obtiene un precipitado que se aisla por

202 Rostami, A.; Colin, A.; Li, X. Y.; Chudzinski, M. G.; Lough, A. J.; Taylor, M. S.; N,N’-Diarylsquaramides:

General, High-Yielding Synthesis and Applications in Colorimetric Anion Sensing. J. Org. Chem., 2010, 75,
3983-3992.
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centrifugacién. Una vez lavado con H,0 (10 ml) se obtiene el compuesto 86 como un
sélido naranja (46 mg, 0,079 mmol). Rdto: 21%

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 3,03 (br, 4H, CH,S), 3,94 (br, 4H, CH,NH), 7,59 (d,
*J(H,H) = 8,4 Hz, 4H, CHCNH), 7,96 (br, 2H, NHCH,), 8,20 (d, *J(H,H) = 9 Hz, 4H,
CHCNO>), 10,28 (br, 2H, NHC). *C NMR (75 MHz, DMSO-d¢): & = 38,3, 42,6, 117,7,
125,6, 141,4, 145,2, 162,3, 170,1, 180,3, 185,2. HRMS (ESI) calc. para 753,1737
(M+Na*; C30H3aNgNaO1,") encontrado: 753,1751.

Bis-(diescuaramida) 87:

N N/\/\/\/\N N
H H H H

Una suspension del semiéster 85 (0,1 g, 0,38 mmol) y heptildiamina 39 (25 mg, 0,19
mmol) en EtOH (15 ml) se mantiene en agitacion durante 16 horas. Posteriormente se
concentra la disolucién y se disuelve en DMF (20 ml). La adiciéon de Et,O (30 ml)
provoca la aparicidon de un precipitado, el cual se filtra y lava con H,0 (20 ml) y EtOH
(10 ml) aisldndose un sélido de color rojo oscuro que corresponde al producto 87 (51
mg, 0,091 mmol). Rdto: 47%

'H RMIN (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 1,34 (br, 6H, CH,(CH,)sCH,), 1,57 (br, 4H,
CH,(CH,)3CH,), 3,60 (t, 3J(H,H) = 6,6 Hz, 4H, CH,NH), 7,24 (br, 0,4H, NH), 7,55 (d, 3J(H,H)
= 8,6 Hz, 4H, CHCNH), 7,83 (br, 1,3H, NH), 8,16 (d, 3J(H,H) = 8,6 Hz, 4H, CHCNO,), 10,02
(br, 0,6H, NH). 3C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 25,7, 28,1, 30,5, 43,7, 118,1, 125,5,
140,8, 146,8, 163,4, 170,7, 181,0, 185,1. HRMS (ESI) calc. para 731,2765 (M+Na’;
C33H4oNgNaO1,") encontrado: 731,2768.

Etil (3-hidroxifenil)carbamato 90:

/\oj\ ©\0H

N
H

El producto se obtiene segln el procedimiento descrito en la bibliografia modificando

el procedimiento de elaboracién.?®

El aminofenol 88 (25 g, 229 mmol) se disuelve en AcOEt (115 ml) a 80 °C durante 30
minutos. Posteriormente se afade gota a gota durante un periodo de 90 minutos una
disolucién de cloroformato de etilo 89 (12,4 g, 115 mmol) en AcOEt (5 ml). Pasadas las
2 horas totales de reaccion, se elimina el disolvente obteniendo un liquido viscoso

203 Maly, D. J.; Leonetti, F.; Backes, B. J.; Dauber, D. S.; Harris, J. L.; Craik, C. S.; Ellman, J. A.; Expedient

Solid-Phase  Synthesis  of  Fluorogenic  Protease  Substrates Using the  7-Amino-4-
carbamoylmethylcoumarin (ACC) Fluorophore. J. Org. Chem., 2002, 67, 910-915.
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marrén oscuro. Este se diluye con Et,0 (150 ml) y se lava con HCI 1M (2 x 50 ml), una
disolucién saturada de NaHCO3 (2 x 50 ml), H,0 (50 ml) y una disolucion saturada de
NaCl (50 ml). La disolucién orgdnica se seca sobre Na,SO, y se concentra obteniendo
un sélido de color marrén claro que corresponde al producto 90 (19,59 g, 108 mmol).
Rdto: 94%

'H RMN (300 MHz, CDCl3): & = 1,31 (t, *J(H,H) = 7,1 Hz, 3H, CH,CHs), 4,23 (q, *J(H,H) =
7,1 Hz, 2H, CH,CHs), 6,26 (br, 1H, COH), 6,55-6,65 (br, 3H, CHCHCHC(OH)CH), 7,13 (t,
*J(H,H) = 8,1 Hz, 1H, CHCHCH), 7,35 (br, 1H, NHCOO). *C NMR (75 MHz, CDCl3): & =
14,6, 61,7, 106,0, 110,6, 110,8, 130,1, 139,1, 154,0, 157,0.

4-sulfonatometil-7-(etoxicarbonil)amino cumarina 93:

El producto se obtiene segln el procedimiento descrito en la bibliografia a partir del

fenol 90 y 4-cloroacetoacetato de etilo 91.%

4-sulfonatometil-7-amino cumarina 94:

SOy

LIEL
HoN 0~ o

La cumarina 93 (2,0 g, 5,10 mmol) se disuelve en una mezcla de AcOH (4,25 ml) y
H,SO,4 (4,25 ml) y se agita durante 2 horas a 125 °C. La disolucion se deja enfriar a
temperatura ambiente y se vierte sobre EtOH (100 ml) enfriado a -10 °C, observdndose
la formacién de un precipitado. La mezcla se agita a dicha temperatura durante 30
minutos y posteriormente se filtra y lava con EtOH (150 ml). El precipitado, de color
marrdén claro, corresponde a la sal amdnica del producto 94 (1,674 g, 4,46 mmol).
Rdto: 88%

'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢): & = 3,88 (s, 2H, CH,¥/s03), 5,95 (s, 1H, CH?/C0), 6,42 (d,
*)(H,H) = 2,1 Hz, 1H, CH®C), 6,54 (dd, 3)(H,H) = 8,7 Hz, *J(H,H) = 2,1 Hz, 1H, CH®/CH),
5,57 (d, 3J(H,H) = 8,7 Hz, 1H, CH™CH). **C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 53,3, 100,3,
110,2, 110,5, 112,1, 128,1, 149,9, 150,3, 155,4, 160,8.

204 Woronoff, G.; El Harrak, A.; Mayot, E.; Schicke, O.; Miller, O. J.; Soumillion, P.; Griffiths, A. D.;

Ryckelynck, M.; New Generation of Amino Coumarin Methyl Sulfonate-Based Fluorogenic Substrates for
Amidase Assays in Droplet-Based Microfluidic Applications. Anal. Chem., 2011, 83, 2852-2857.
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Ester escuaramidico 95:

SOy
o,
~o N oo
La cumarina 94 (266 mg, 0,71 mmol), triflato de zinc (39 mg, 0,11 mmol) y Et3N (317 pl,
2,27 mmol) se disuelven en EtOH (8,8 ml) y se mantienen en agitacién durante 30
minutos. Posteriormente se afiade una disolucidon de escuarato de dietilo 1 (320 pl,
2,16 mmol) en EtOH (2 ml) y se mantiene la disolucidn a reflujo 16 horas. El sélido
resultante se filtra y se purifica mediante HPLC de fase reversa, aisldndose la sal de

amino del producto 95 como un sélido amarillo (93 mg, 0,23 mmol). Pureza
determinada por HPLC: > 95% Rdto: 33%

Procedimiento seguido para la purificacion mediante HPLC:

Columna: XBridge™ Prep C18 OBD™ 5 um, 19x150 mm, de Waters.

Fase movil: Eluyente A (H,0, 10 mM AcONHy, pH 4,45). Eluyente B (Acetonitrilo).

Perfil de elucién: 0’-1’ (10% B); 1’-9,5’ (10-30% B); 9,5’-11,5’ (30% B); 11,5’-13,5’ (30-
10%); 13,5’-15,5’ (10% B). 17 ml/min.

Tiempo de elucién: 6,0’.

Longitud de onda de deteccion: 350 nm.

Procedimiento para la determinacién de la pureza mediante HPLC:

Columna: XBridgeWI C18 5 um, 4,6x150 mm, de Waters.

Fase movil: Eluyente A (H,0, 10 mM AcONHy, pH 4,45). Eluyente B (Acetonitrilo).

Perfil de elucién: 0’-1’ (10% B); 1’-9,5’ (10-30% B); 9,5’-11,5’ (30% B); 11,5’-13,5’ (30-
10%); 13,5’-15,5’ (10% B). 1,0 ml/min.

Tiempo de elucién: 8,5’.

Longitud de onda de deteccion: 290-350-380 nm.
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Figura 144 — Traza de HPLC del éster escuaramidico 95 purificado mediante HPLC. Area de la sefial
principal: 98%.
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'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,45 (t, 3J(H,H) = 7,1 Hz, 3H, CH,CHs), 4,01 (s, 2H,
CH,s05), 4,81 (g, 3J(H,H) = 7,2 Hz, 2H, CH,CHs), 6,27 (s, 1H, CH?/C0), 7,34 (dd, 3J(H,H)
= 8,9 Hz, *J(H,H) = 2,2 Hz, 1H, CH'®/CH), 7,43 (d, *J(H,H) = 7,2 Hz, 1H, CH®C), 7,91 (d,
3)(H,H) = 8,7 Hz, 1H, CH®/CH). 3C NMR (75 MHz, DMSO-d,, sal de EtsN): & = 8,7, 15,7,
45,8, 53,3, 70,0, 105,7, 114,4, 114,9, 114,9, 128,3, 141,1, 150,0, 154,1, 160,1, 169,4,
179,3, 184,3, 187,4. HRMS (ESI') calc. para 378,0284 (M’; Cy6H1,NOgS’) encontrado:
378,0298.

Diescuaramida 96 :

SOy
o
*HiN
3 \/\S/S\/\H H o X0

Una disolucién del diclorhidrato de cisteamina 82 (41 mg 0,18 mmol) y EtsN (50 pl,
0,36 mmol) en EtOH (5 ml) se mantiene en agitacién durante 30 minutos.
Posteriormente, se afiade una suspension del semiéster 95 (142 mg, 0,36 mmol) en
EtOH (7 ml). La mezcla se mantiene a reflujo durante 16 horas en atmésfera de argon.
Después se elimina el disolvente y el residuo se lava con CH,Cl, (20 ml) y Et,0 (10 ml),
obteniéndose un sélido amarillo que corresponde al producto 96 (50 mg, 0,10 mmol).
Rdto: 57%

El analisis de los extractos disueltos en CH,Cl, mediante espectrometria MALDI-TOF
indica que contienen el producto de doble adicidn, junto con el producto 96, pero en
muy poca proporcion e insuficiente para su aislamiento.

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 2,94 (t, *J(H,H) = 7,2, 2,2H, CH.,S), 3,03 (t, 3J(H,H) =
6,3, 1,9H, CH,S), 3,12 (br, 1,9H, CH,NHs"), 3,91 (g, 3J(H,H) = 6,3, 2,0H, CH,NH), 4,03 (s,
0,4H, CH,"s03), 4,08 (s, 1,6H, CH,*s05), 6,23 (s, 0,15H, CH*?'c0), 6,25 (s, 0,8H,
CH®)co), 7,07 (dd, 3J(H,H) = 8,6 Hz, *J(H,H) = 1,7 Hz, 0,7H, CH®/CH),7,13 (dd, 3J(H,H) =
8,6 Hz, *J(H,H) = 2,2 Hz, 0,2H CH"®CH), 7,58 (br, 1,0H, CH®), 7,81-7,86 (br, 3,5H,
CH,NH;* + CH®/CH), 8,00 (br, 1,0H, NHCH,), 9,87 (br, 0,8H, NH*”)c), 9,94 (br, 0,1H,
NH??)c). 3¢ NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 34,3, 37,8, 38,0, 42,9, 53,0, 104,6, 113,7,
113,8, 114,3, 127,8, 142,0, 149,3, 154,4, 160,1, 162,5, 169,3, 180,2, 184,5. HRMS (ESI-)
calc. para 484,0307 (M’; C1gH13N305S37) encontrado: 484,0314.
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Bis-(éster escuaramidico) 97:

O O
~~ ﬂ \/\S/ \/\H o/\

o O

La cisteamina diclorhidrato 82 (0,3 g, 1,34 mmol) se suspende en una mezcla de Et,0,
acetonitrilo y EtOH (10 ml, 5 ml, 5 ml) y EtsN (0,56 ml, 4 mmol). A esta suspension se le
adiciona una disolucién de escuarato de dietilo 1 (0,5 g, 2,94 mmol) en Et,0 (5 ml) y la
mezcla se agita durante 16 horas a temperatura ambiente en atmdsfera de argén. El
crudo de reaccion se filtra y el residuo sélido se lava con Et,0 (2 x 5 ml). Los extractos
organicos se combinan y concentran al vacio para obtener un liquido amarillo que se
disuelve en CH,Cl, (30 ml). La fase organica se lava con HCI 0,1IN (2 x 15 ml) y una
disolucién saturada de NaCl (15 ml) y se seca sobre Na,SQ,. El disolvente se elimina
bajo presién reducida y el residuo se lava con Et,0 frio obteniendo el diéster 97 como
sélido blanco (0,41 g, 1,02 mmol). Rdto: 76%

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,37 (t, >J(H,H) = 6,9 Hz, 6H, CH,CH;), 2,90 (br, 4H,
CH,S), 3,59 (br g, 2,3H, CH,°NH), 3,76 (br g, 1,8H, CH,"NH), 4,65 (g, >J(H,H) = 6,9 Hz, 4H,
CH,CHs), 8,69 (br t, 0,9H; NH%), 8,88 (br t, 1,1H; NH®). *C RMN (75 MHz, DMSO-d¢): & =
15,6, 37,7, 38,2, 42,5, 42,9, 68,9, 172,4, 172,7, 176,8, 177,1, 182,1, 182,3, 189,0, 189,2.
HRMS (ESI) calc. para 423,0660 (M+Na"; C16H20N,NaOgS,") encontrado: 423,0663.

Sal de tetrabutil amonio del bis-(acido escuaramico) 99:

O O

o i ug
O; KN\/\S/SV\H o | [(NBu)N"T
) (0]

El diéster 97 (0,252 g, 0,63 mmol) se suspende en H,0 (15 ml) y se calienta a reflujo
durante 16 horas. La disolucién de color amarillo palido se basifica con hidréxido de
tetrabutilamonio 1M en MeOH hasta un pH aparente de 7. El disolvente se elimina a
presiéon reducida para obtener un liquido de color marrén que se disuelve en CH,Cl,
(10 ml). La adicidon de hexano provoca la decantacion del producto 99 como un aceite
denso de color amarillo que contiene trazas de hidroxido de amonio (0,278 g, 0,34
mmol). El producto se emplea en el siguiente paso sin purificar. Rdto: 53%

'H RMN (300 MHz, CDCl3): 8§ = 0,99 (t, 3J(H,H) = 7,2 Hz, 35H, NCH,CH,CH,CH;), 1,42 (m,
3J(H,H) = 7,2 Hz, 23H, NCH,CH,CH,CHs), 1,67 (m, 23H, NCH,CH,CH,CHs), 2,93 (t, 3J(H,H)
= 6,6 Hz, 4H, CH,S), 3,32 (m, 23H, NCH,CH,CH,CHs), 3,90 (g, 3J(H,H) = 6,6 Hz, 4H,
CH,NH), 6,34 (br, 1.4H, NH). HRMS (ESI) calcd para 343,0059 (M-TBA+H';
C12H11N,06S;7) encontrado 343,0066.
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4-Bromoacetoacetato de etilo 101:

Sintetizado seguln se describe en la bibliografia con pequenas modificaciones en el
procedimiento.’® El acetoacetato de etilo 100 (19,4 ml, 153 mmol) se disuelve en
acido acético (75 ml) y se le afiade gota a gota una disoluciéon de bromo (25 g, 156
mmol) disuelto en acido acético (75 ml). La mezcla se agita durante 24 horas a
temperatura ambiente. Después, la mayor parte del acido acético se elimina a presién
reducida obteniendo un liquido de color marrén que se diluye con H,0 (250 ml). Esta
disolucién se extrae con CH,Cl; (2 x 100 ml). Los extractos organicos se combinan y se
lavan con una disolucion saturada de Na,CO3 (100 ml), H,O (100 ml) y finalmente una
disolucién saturada de NaCl (100 ml). La disolucion se seca entonces con Na,SO, y se
elimina el disolvente obteniendo un aceite espeso de color marrén, que se purifica
mediante cromatografia en columna (SiO,, hexano:AcOEt, de 9:1 a 8:2) para obtener
un aceite amarillo-verdoso como el producto 101 (9,418 g, 45,1 mmol). Rdto: 29%

'H RMN (300 MHz, CDCl3): 6 = (forma ceto) 1,29 (t, 3J(H,H) = 7,2 Hz, 3H*, CH,CHs3), 3,70
(s, 1,4H, BrCH,), 4,05 (s, 1,2H, COCH,CO), 4,22 (q, 3J(H,H) = 7,2 Hz, 1.8H*, CH,CHs);
(forma enol) 1,30 (t, 2J(H,H) = 7,2 Hz, 3H*, CH,CH;), 3,85 (s, 0,4H, BrCH,), 4,23 (q,
3J)(H,H) = 7,2 Hz, 1.8H*, CH,CH3), 5,28 (s, 0,2H, COCHCOH), 12,00 (s, 0.2H, COH). *: Las
sefiales de las formas ceto y enol estan solapadas. 13C RMN (75 MHz, CDCl3): 6 = (forma
ceto) 14,2, 34,0, 46,2, 61,9, 166,7, 194,7; (forma enol) 14,3, 28,8, 60,8, 91,9, 170,6,
172,2.

4-bromometil-7-hidroxicumarina 103:

/@\):l
HO o~ -0

El resorcinol 102 (0,985 g, 8,95 mmol) finamente pulverizado se mezcla con el 4-
bromoacetoacetato de etilo 101 (1,87 g, 8,95 mmol) y se enfria a 0 °C. Seguidamente,
se adiciona lentamente una disolucion acuosa al 80% de H,SO, (18 ml). La reaccion se
mantiene en agitacién mientras la temperatura se va incrementando lentamente hasta
temperatura ambiente y durante 16 horas adicionales. Después la disolucidn se vierte
sobre H,0 (200 ml) a 0 °Cy se deja agitando durante 1 hora. El producto se extrae con
AcOEt (3 x 70 ml) y los extractos combinados se lavan con una disolucion saturada de
NaCl (80 ml). La disolucién se seca sobre Na,SO, y se elimina el disolvente a presidn
reducida obteniendo un aceite marrén que se purifica mediante cromatografia en

205 Choi, H. Y.; Chi, D. Y.; Nonselective Bromination-Selective Debromination Strategy: Selective
Bromination of Unsymmetrical Ketones on Singly Activated Carbon against Doubly Activated Carbon.
Org. Lett., 2003, 5, 411-414.
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columna (SiO,, AcOEt:hexano, 1:1) y se recristaliza con AcOEt y hexano para obtener
cristales de color marrén claro del producto 103 (0,457 g, 1,79 mmol). Rdto: 20%

'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢): 6 = 4,81 (s, 2H, CH,*'Br), 6,46 (s, 1H, CH?/C00), 6,75 (d,
*J(H,H) = 2,4 Hz, 1H, CH®COH), 6,85 (dd, 3J(H,H) = 8,7 Hz, *J(H,H) = 2,4 Hz, 1H,
CHCH'®COH), 7,71 (d, 3J(H,H) = 8,7 Hz, 1H, CH’CHCOH), 10,65 (s, 1H; COH"”). **c RMN
(75 MHz, DMSO-d¢): & = 28,1, 102,5, 109,3, 111,4, 113,0, 126,7, 151,5, 155,4, 160,1,
161,5.

Bis-(éster escuaramidico) 104:

o_ 0 i
HO jj[ ] o
o H/\/s\s/\/Nj/f\(o
° o o OH
o)

El compuesto 99 (190 mg, 0,23 mmol) y la cumarina 103 (143 mg, 0,56 mmol) se
disuelven en acetona anhidra (20 ml) y se agita durante 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, la temperatura se incrementa lentamente durante un
periodo de 2 horas hasta alcanzar los 70 °C. Después de 30 minutos a dicha
temperatura, la solucidn se filtra y el disolvente se elimina a presién reducida. El
residuo se disuelve en DMSO (1 ml) y se adiciona H,O (10 ml) para obtener un
precipitado blanco que corresponde al producto 104 (115 mg, 0,17 mmol). Rdto: 72%

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 2,92 (m, 4H, CH,S), 3,62 (br, 2,2H, CH,*NH), 3,79 (br,
1,8H, CH,°NH), 5,88 (m, 4H, CH,”0), 6,32 (m, 2H, CH®'CO0), 6,71-6,85 (m, 4H, CH'®"
®coH), 7,52 (m, 2H, CH®'CHCOH), 8,91 (br, 1H, NH°), 9,09 (br, 1H, NH"), 10,66 (m, 2H,
COH™). B3¢ NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 37,2, 38,1, 42,6, 43,2, 68,8, 69,2, 102,5,
108,2, 108,7, 113,2, 125,8, 149,9, 155,1, 160,1, 161,5, 172,2, 172,4, 175,4, 175,7,
181,7, 181,9, 189,0, 189,3. HRMS (MALDI-TOF) calc. para 691,0698 (M-H;
C3,H23N,01,S;7) encontrado: 691,0680.

4-clorometil-7-hidroxicumarina 105:

Q%L
HO [Oe

Sintetizado segun se describe en la bibliografia a partir de resorcinol 102 y 4-
cloroacetoacetato de etilo 91.%° Rdto: 79%

206 Lin, W.; Long, L.; Feng, J.; Wang, B.; Guo, C.; Synthesis of meso-Coumarin-Conjugated Porphyrins and

Investigation of Their Luminescence Properties. Eur. J. Org. Chem., 2007, 4301-4304.
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4-hidroximetil-7-hidroxicumarina 106:

@(&
HO O -0

Sintetizado segun se describe en la bibliografia modificando la elaboracidon
posterior.206

La cumarina 105 (1,0 g 4,79 mmol) se suspende en H,0 (150 ml) y se lleva a reflujo
durante 16 horas, obteniendo una disolucidon de color amarillo pdlido. La disolucién se
concentra a sequedad y el residuo se disuelve en AcOEt (80 ml). Esta solucidn se filtra 'y
se afiade Et,0 (100 ml). El producto 106 precipita como un sélido blanco (344 mg, 1,79
mmol). Rdto: 37%

'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢): & = 4,69 (d, 3J(H,H) = 1,4Hz, 2H, CH,”OH), 5,49 (br, 0,4H,
CH,0H), 6,23 (t, “J(H,H) = 1,25Hz, 1H, CH®'CO), 6,72 (d, *J(H,H) = 2,3 Hz, 1H, CH®)COH),
6,77 (dd, 3J(H,H) = 8,7 Hz, *)(H,H) = 2,3 Hz, 1H, CH®/CH), 7,52 (d, 3)(H,H) = 8,7 Hz, 1H,
CHCH™), 10,53 (br, 1H, COH). 3C NMR (75 MHz, DMSO-d¢): & = 59,1, 102,3, 106,5,
109,6, 112,9, 125,5, 154,9, 156,9, 160,7, 161,0.

4.8.2 Procedimiento general para la realizacion de los estudios de evolucion

temporal mediante espectrometria UV-Vis y fluorimetria

En un procedimiento tipico, el compuesto a estudiar se disuelve en DMSO a una
concentracion 1 mM. Por otra parte se obtiene una disoluciéon de TCEP en 10x PBS a
una concentracion 1 mM.

En un estudio mediante espectrometria UV-Vis tipico, 20 ul de la disolucién del
producto se diluyen en 3,94 ml de PBS. A esta disolucién se afiaden 20 ul de DMSO y
20 wl de la disolucion 1 mM del reductor (1 equivalente), obteniendo una
concentracion final 5,0x10° M de producto en PBS/1% DMSO. El momento en el cual
se adiciona el reductor se considera t = 0 y se adquieren espectros UV-Vis en intervalos
regulares de dos minutos durante los primeros treinta minutos y posteriormente cada
cinco minutos.

Para el estudio mediante fluorimetria, se diluyen 10 pul de la disolucién del producto en
3,95 ml de PBS. A esta disolucién se aifiaden posteriormente 30 pl de DMSO y 10 ul del
reductor 1 mM, consiguiendo una concentracién final de producto 2,5x10° M en
PBS/1% DMSO. Se considera t = 0 en el momento de la adicién del reductor, a partir
del cual se comienzan a adquirir espectros de emisién en intervalos regulares de dos
minutos.
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4.8.3 Procedimiento general para la realizacion de los estudios de evolucion

temporal mediante RMN

Los productos se disuelven en DMSO-dg a una concentraciéon 10 mM vy el reductor en
10 x PBS para obtener una disolucién 50 mM.

Para un estudio tipico, en un tubo de resonancia se introducen 528 ul de PBS y 60 ul de
la disolucion del producto. Se adquiere un espectro de referencia de *H-RMN con un
programa de supresion de agua mediante “excitation sculpting”.?’’ Posteriormente se
adiciona al tubo de RMN 12 ul de la disolucion 50 mM del reductor, momento en el
cual se considera t = 0, se agita rdpidamente y se adquieren espectros de 'H-RMN cada

dos minutos durante dos horas.

4.8.4 Procedimiento general para la obtencion de los coeficientes de extincién molar

A modo de ejemplo, y como procedimiento general, se preparan por dilucion en PBS
un total de doce disoluciones en el intervalo de concentracién comprendido entre
1,0x10 y 2,0x10” M. En todas las disoluciones preparadas se adiciona el volumen
necesario de DMSO para que la disolucién final contenga un 1% de DMSO en volumen.
Se registran los espectros UV-Vis de las doce muestras preparadas y se representa la
absorbancia a una longitud de onda determinada en funcién de la concentracién. El
coeficiente de extincidn molar se determina como el valor de la pendiente de la recta
resultante.

De forma similar y para poder cuantificar la evolucidn temporal por fluorimetria, se
realizan las lecturas de la banda de emisidn de las muestras mas diluidas,
generalmente aquellas con una concentracién inferior a 5,0x10° M. La pendiente de la
recta que resulta al representar la integral de la banda de fluorescencia, calculada
mediante la ecuacidn 2, y la concentracidén permite obtener un valor que representa la
intensidad de fluorescencia en funcién de la concentracion de fluoréforo.

p)
I; = Ziilo[IFl]Hl (g1 — ) (Ec. 2)

4.8.5 Procedimiento general para el calculo de las velocidades iniciales de

aparicion/desaparicion

Para el calculo de la progresién de la reaccién se deben calcular en primer lugar las
diferentes concentraciones de los productos en disolucién. Este procedimiento difiere
en funcion de la técnica utilizada.

207 Hwang, T. L.; Shaka, A. J.; Water Suppression That Works. Excitation Sculpting Using Arbitrary Wave-

Forms and Pulsed-Field Gradients. J. Magn. Reson. Ser. A, 1995, 112, 275-279.
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Mediante RMN, la integral de cada seinal de intensidad variable se referencia respecto
a una sefial de intensidad constante. A partir de estos valores se divide el valor de la
integral entre el nimero de protones que integran dicha sefial, obteniendo una
relacién molar entre las diferentes sefiales. De esta forma, a partir de la concentracién
inicial conocida del producto se representan las concentraciones de los diferentes
productos en funcién del tiempo.

En espectrometria UV-Vis, debido al solapamiento de bandas entre los productos
iniciales y los finales, la concentracidon de cada uno se puede calcular a partir del valor
de la absorbancia total y los coeficientes de extincién molar de cada producto
implicado, a una longitud de onda y tiempo determinados, mediante las ecuaciones 15
y 13.

_ A%—Z-[A]O(sé-eé)

eA—2(ep+ed) (Ec. 15)

[B] =2 - ([A]° - [A]) = [C] (Ec. 13)

Por ultimo, en fluorimetria, la deteccién de la sefial del fluoréforo libre permite,
mediante la relaciéon calculada anteriormente entre la concentracidn y la intensidad de
fluorescencia, calcular directamente la concentracion de fluoréforo.

A partir de las representaciones de la concentracién de los productos en funcion del
tiempo, el valor de la pendiente de la recta obtenida utilizando los valores de los
primeros cinco minutos del estudio se corresponde con la velocidad inicial de aparicién
o desaparicién de los compuestos.

4.8.6 Variacion de la fluorescencia de la cumarina 106 en funcion del pH

A una disolucion de H,0 a pH 5,24 se aifaden 50 ul de una disoluciéon de 106 2 mM en
DMSO, obteniendo una disolucién 5,0x10° M de 106 con un porcentaje inferior al 1%
de DMSO.

A esta disolucidn se adicionan de forma sucesiva alicuotas de una disolucién de NaOH
1M. Cada variacidon de 0,4 unidades de pH se extrae una muestra y se registra su
espectro de emisidn (Aeyxc = 325 nm) hasta alcanzar un pH de 9,58.

Los valores de la intensidad de fluorescencia obtenidos se corrigen en funcion de la
dilucién realizada a lo largo del experimento. La representacion del drea de emision en
funciéon del pH proporciona una relacion entre la intensidad de fluorescencia y la
concentracion para un valor de pH determinado.
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4.8.7 Estabilidad y evoluciéon temporal del producto 104 en funcién del pH

El estudio de estabilidad del compuesto 104 en funcidén del pH se realiza mediante
espectrometria UV-Vis y fluorimetria.

Se preparan tres disoluciones de PBS a pH 6,28, 7,67 y 8,83 respectivamente.

Por otra parte se prepara una disolucidon del compuesto 104 en DMSO y otra de TCEP
en 10x PBS, ambas a una concentracion 1 mM.

La evaluacion de la estabilidad del compuesto 104 frente a la hidrélisis en funcién del
pH mediante fluorimetria se realiza a partir de una disolucién del producto 104 en
PBS/1% DMSO a una concentracidn 2,5x10'6 M. La evolucion de la muestra se
determina registrando los espectros de emision de las muestras a intervalos de dos

minutos.

El mismo estudio se realiza de forma andloga por UV-Vis utilizando una muestra de 104
a una concentracion 5,0x10'6 M en PBS/1% DMSO a pH 7,4.

4.8.8 Estabilidad y evolucion temporal del producto 104 frente a nucledfilos

Para evaluar la influencia de los aminoacidos en la estabilidad del producto
autoinmolativo 104, se preparan disoluciones de lisina, leucina y arginina, 2 mM en
PBS a pH 7,4. En un procedimiento tipico se toman las alicuotas necesarias de la
disolucién del compuesto 104 (1 mM en DMSO) y de la del aminoacido para preparar
una disoluciéon que contenga una concentracién 2,5x10° M del compuesto 104 y 5x10°
M del aminodcido. La adicion del aminodacido se considera como t = 0 a partir del cual
se adquieren espectros de emisién en intervalos de tiempo regulares de dos minutos,

prolongando los experimentos un minimo de dos horas.
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4.9 Coleccion de espectros de RMN de los productos relevantes
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'H-RMN 77 (DMSO-dg)
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'H-RMN 80 (DMSO-dg)
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'H-RMN 83 (D,0-20% DMSO-ds)
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'H-RMN 86 (DMSO-dg)
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'H-RMN 87 (DMSO-dg)

re’
LG"

6"
0G”"
16°

86"
09°
9"

(4
€6°
96"

A
L1

L6"

11—
T—

87

WL

M,

|

of |
| o

N

7

L

ppm

13C.RMN 87 (DMSO-dg)

ceHOUONOS DA

"Ge
82\
.om/:
"8¢
“6g€
“6€
6€
‘6€
‘0F
oy

TER

‘8IT—

SZT—

OFT—
9VT—

e T —

L T—

18T —
TG8T—

(@) ZT

¢

o zZT

@) ZI

pu

o ZT

87

O

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 1%0 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

306




4. Espaciadores autoinmolativos

'H-RMN 96 (DMSO-dg)
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'H-RMN 97 (DMSO-dg)
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'H-RMN 104 (DMSO-dg)
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'H-RMN 106 (DMSO-dg)
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