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Introduccioén

El metabolismo celular y las mitocondrias.

Las mitocondrias son organulos fundamentales en la célula, en los cuales se centralizan
la mayoria de los procesos metabdlicos. Fueron descubiertas en el siglo X1X por Albert
von Kolliker, pero fue Leonor Michaelis quien apunt6 en 1898 a su funcién en procesos
redox intracelulares, por su capacidad de tefiirse con el colorante de oxidacidn-reduccion
verde Jans. En 1913, Otto Warburg encontr6 el consumo de oxigeno en las células, lo que
ayudo a clarificar muchos procesos metabélicos.*

En la década de 1930, Hans Krebs demostré que el ciclo del acido tricarboxilico se
localizaba en las mitocondrias y éstas fueron reconocidas como importantes fabricas de
biomoléculas. En los afios siguientes se descubrid la fosforilacion oxidativa y las
mitocondrias fueron entonces identificadas como la principal fuente de energia en la
célula. Sin embargo, el concepto que tenemos sobre el metabolismo en la actualidad, por
ejemplo su implicacion en la apoptosis celular surgié mas adelante.

Las mitocondrias forman estructuras alargadas similares a hilos descritas por algunos
autores como red mitocondrial. Ademas, en las células vivas, estas estructuras no solo
estan en constante movimiento sino que también se dividen y fusionan constantemente,
de manera que la dindmica mitoncodrial se relaciona intimamente con la funcion y el
estado metabolico de estos organelos.

Las mitocondrias presentan dos membranas: la membrana externa, que delimita el
organelo y separa la mitocondria del citosol y la membrana interna que divide el interior
de la mitocondria en dos compartimentos, la zona intermembrana y el compartimento
interno o matriz mitocondrial. La membrana interna forma mdltiples invaginaciones, las
crestas, que aumentan su superficie interna. Ambas membranas estan formadas por
bicapas de fosfolipidos con multiples proteinas integrales y periféricas, muchas de ellas
con funciones transportadoras.

La membrana externa contiene un gran nimero de porinas mitocondriales, que son
proteinas transmembranales de paso multiple, que forman conductos a través de los cuales
pueden pasar moléculas hidrosolubles de hasta 5 KDa, también llamados canales
anionicos dependientes de voltaje (VDAC), que funcionan como tamiz molecular e
impiden el paso de moléculas mas grandes. Los VDAC son sélo en parte selectivos a los
aniones, por lo que permite la difusidbn mas o menos libre de cationes y moléculas sin
carga. Entre sus compuestos lipidicos, la membrana externa contiene colesterol, en
contraste con la membrana interna que es esencialmente libre de colesterol.

1 Koppenol, W.H., Bounds, P.L., and Dang, C.V. (2011). Otto Warburg’s contributions to current
concepts of cancer metabolism. Nat. Rev. Cancer 11, 325-337.



La membrana interna contiene toda la cadena respiratoria y el complejo ATP sintasa.
Debido al funcionamiento de la cadena respiratoria junto con el bombeo de H*, esta
membrana experimenta una gran diferencia de voltaje a ambos lados, con un rango de
180 mV sobre la membrana de aproximadamente 100 nm, lo cual refleja las propiedades
aislantes extremadamente altas de la bicapa lipidica. Por otro lado, la membrana interna
contiene varios transportadores especificos para metabolitos anionicos, fosfatos
inorganicos, ADP y ATP. Un rasgo caracteristico de la mayoria de los transportadores es
que operan como portadores de intercambio (por ejemplo, ATP por ADP). Ademas, la
membrana interna contiene una proporcion mucho mayor de proteinas (80%) y solo un
20% de fosfolipidos, de los cuales un 10% es la cardiolipina, un fosfolipido Unico de esta
membrana mitocondrial.

espacio
intermembrana membrana externa

crestas

matriz

Figura 1. La estructura de una mitocondria. Izquierda: Imagen de microscopia electrénica de
una mitocondria del pancreas de un murciélago; derecha: esquema que ilustra los tres
espacios de membrana relevantes para las mitocondrias, asi como la conectividad.
(Adaptado de D. W. Fawcett, The Cell, Its Organelles and Inclusions: An Atlas of Fine
Structure, W. B. Saunders, 1966.)

Los compartimentos internos delimitan la matriz mitocondrial, una solucién densa de
enzimas, coenzimas, metabolitos e iones inorganicos donde tiene lugar el ciclo de Krebs,
que proporciona reductores a la cadena respiratoria. La matriz también contiene el
genoma mitocondrial, el ADN mitocondrial (ADNm) que, al igual que el ADN
bacteriano, tiene forma circular y contiene 37 genes que codifican el ARN de los
ribosomas mitocondriales, 22 ARNt especificos y las proteinas que conforman los
complejos enzimaticos de la cadena de transporte electronico.

En la célula se producen dos corrientes opuestas de reacciones quimicas: las vias
catabolicas que descomponen los alimentos en moléculas mas pequefias, generando asi
una forma atil de energia para la célula, y las vias anabolicas o biosintéticas, que utilizan
la energia generada en el catabolismo para impulsar la sintesis de biomoléculas. Juntos,
estos dos conjuntos de reacciones constituyen el metabolismo celular.

Las células requieren un suministro constante de energia para generar y mantener el orden
bioldgico que las mantiene vivas. Esta energia se deriva de la energia del enlace quimico
en las moléculas de los alimentos, que sirven como combustible para las células.



Las grandes moléculas poliméricas en los alimentos se descomponen durante la digestion
en sus subunidades monoméricas: proteinas en aminoacidos, polisacaridos en azlcares y
grasas en acidos grasos y glicerol, a través de la accién de enzimas. Esas pequefias
moléculas organicas derivadas de los alimentos ingresan al citosol de la célula, donde
comienza su oxidacion gradual. En la primera etapa los az(cares se convierten en piruvato
y dos tipos de moléculas transportadoras activadas: ATP y NADH. El piruvato luego pasa
del citosol a las mitocondrias donde se convierte en CO2 mas un grupo acetilo de dos
carbonos, que se une a la coenzima A (CoA), formando acetil CoA, otra molécula
transportadora activada. La etapa final de la descomposicion oxidativa de las moléculas
de los alimentos tiene lugar en las mitocondrias. EI grupo acetilo, unido a la coenzima A
a través de un enlace de alta energia, entra en una serie de reacciones llamadas ciclo del
acido citrico o ciclo de Krebs para generar grandes cantidades del transportador de
electrones NADH. Finalmente, los electrones de alta energia del NADH pasan a lo largo
de una cadena de transporte de electrones dentro de la membrana interna mitocondrial,
donde la energia liberada por su transferencia se utiliza para impulsar un proceso que
produce ATP y consume oxigeno molecular (O2). Es en estos pasos finales donde la
mayor parte de la energia liberada por la oxidacion se aprovecha para producir la mayor
parte del ATP de la célula.

La cadena de transporte electrénico o cadena respiratoria mitocondrial esta compuesta
por mas de 85 proteinas ensambladas en cuatro complejos: el complejo I (NADH-
ubiquinona oxido-reductasa), el complejo 111 (ubiquinol citocromo ¢ oxido-reductasa) y
el complejo 1V (citocromo c oxidasa) se encuentran en la membrana interna mitocondrial
como proteinas integrales, mientras el complejo IlI, que contiene succinato
deshidrogenasa se une a la superficie interna de la membrana mitocondrial interna.

Debido a que la energia para impulsar la sintesis de ATP en las mitocondrias deriva en
ultima instancia de la descomposicién oxidativa de las moléculas de los alimentos, la
fosforilacion de ADP para formar ATP es impulsada por el transporte de electrones en la
mitocondria que se conoce como fosforilacion oxidativa.

En total, casi la mitad de la energia que, en teoria, podria derivarse de la oxidacion de
glucosa o &cidos grasos a H20 y CO2 se captura y se usa para impulsar la reaccion
desfavorable energéticamente Pi + ADP — ATP. El resto de la energia es liberada por la
célula en forma de calor.

Especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, 10z, ‘02", HO", H20z) son radicales producidos
como subproductos naturales de los procesos metabolicos, particularmente en la cadena
de transporte electronico durante la respiracion celular. La “fuga de electrones” de
algunos procesos redox de la cadena de transporte electronico (ETC) produce una
pequefa pero significativa reduccion de oxigeno molecular 202, que da lugar al radical
superdxido ("O2"). Segun una estimacién, el 1% de la captacién de oxigeno total en tejidos
se transforma en este radical libre. Una vez formado, el radical superdxido es



transformado en peroxido de hidrogeno (H202) por la superoxido dismutasa (SOD) o por
dismutacion en disolucion acuosa. En presencia de metales de transicion que se liberan
de grupos de hierro-azufre, grupos hemo, o proteinas de almacenamiento de metales, el
perdxido de hidrégeno se puede convertir a su vez en el radical hidroxilo (HO"), que es
altamente reactivo. A través de diversos procesos estos radicales iniciales pueden
producir una variedad de productos reactivos secundarios a través de diferentes procesos,
incluidas las especies reactivas de nitrogeno (RNS) derivadas del 6xido nitrico.

2 NO
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Figura 2 Descripcion de los diferentes tipos de especies reactivas fisiologicamente
relevantes y sus rutas de interconversion.?

Los ROS juegan un papel fundamental en todos los organismos vivos, actlan como
segundos mensajeros mediando en la sefalizacion del crecimiento, la diferenciacion
celular y en las respuestas inflamatorias,®* asi como en la regulacién de la actividad
enzimética.>®’ Sin embargo, ademas de su papel bioldgico, su alta reactividad hace que
estas especies pueden ser dafiinas para la célula dando lugar a lo que se conoce como el
estrés oxidativo.

2  Winterbourn CC (2008) Reconciling the chemistry and biology of reactive oxygen species. Nat.
Chem. Biol. 4, 278-286

3 Kasper. D, Longo D, Jameson J, Loscalzo J, Hauser S, Fauci A. (2015) Harrison's Principles of
Internal Medicine. 19th ed. McGraw-Hill.

4 Rhee S. (1999) Redox signaling: hydrogen peroxide as intracellular messenger. Exp. Molec.
Med. 31, 53-59.

5 Balaban RS, Nemoto S, and Finkel T. (2005) Mitochondria, oxidants, and aging. Cell 120, 483—
495,

6 Miller EW, Tulyathan O, Isacoff EY, and Chang CJ. (2007) Molecular imaging of hydrogen
peroxide produced for cell signaling. Nat. Chem. Biol. 3, 263-267.

7 Murphy MP. (2009) How mitochondria produce reactive oxygen species. Biochem. J. 417, 1
13.



La relacion entre las diferentes especies ROS es muy compleja, en muchos casos
pudiendo reaccionar reversiblemente entre si. Los ROS pueden subdividirse entre
especies oxidantes radicalarias y no radicalarias. Dentro de cada clase, algunos son
mucho mas reactivos o fuertemente oxidantes que otros. La resistencia oxidante de los
radicales puede clasificarse segln sus potenciales de reduccion, aunque en el caso de los
ROS no radicalarios las consideraciones cinéticas son también importantes.?

El superoxido puede actuar como oxidante y reductor. Como oxidante es anémalo,
porque a pesar de su potencial de reduccion de 0.9 V tiene poca actividad debido por una
parte a su carga anionica, que limita la reactividad con los centros ricos en electrones, asi
como también por la facilidad de dismutacion, que puede ser catalizada por el enzima
superdxido dismutasa (SOD), tal y como se representa en la Ecuacién 1.

Ecuacion1  M(I)-SOD + Oz~ + 2 H * — M(II)-SOD + H0>

El peroxido de hidrogeno es también poco reactivo y no afecta a la mayoria de las
biomoléculas. Sus efectos perjudiciales se deben principalmente a radicales hidroxilo
formados en diversas reacciones. Asi pues, el peroxido de hidrégeno puede reaccionar
con el radical superdxido a través de la reaccion de Haber-Weiss (Ecuacion 2) para dar
lugar a radicales hidroxilo ("OH). Estos radicales son altamente reactivos e inducen dafo
en biomoléculas préximas, tanto lipidos, como ADN y proteinas, produciendo su
degradacion y dando lugar a efectos citotoxicos.®

Ecuacion 2 02"~ + H202 — O2 + HO® + OH~

Estas especies formadas a partir de reacciones de transferencia de electrones son
responsables de mediar las modificaciones redox de diversas biomoléculas y prevalecen
en enfermedades que van desde el cancer hasta las enfermedades neurodegenerativas y la
diabetes. Por tanto, la sobreproduccion de ROS conduce a niveles altos de estrés oxidativo
que esta implicado en el envejecimiento y la muerte.

Otra consideracién importante para la quimica y la biologia de los ROS es la ubicacion
subcelular donde se generan, ya que estos microambientes pueden dictar qué dianas
potenciales encontraran estas moléculas. Los ejemplos clasicos de organulos con
generacion localizada de ROS para fisiologia incluyen fagosomas dentro de células
especializadas del sistema inmune utilizado para matar patdégenos y peroxisomas, que
median las reacciones de oxidacion catabolica para el metabolismo energético. Ademas
de estas fuentes de ROS, destacamos otras tres localizaciones principales para la
produccién de ROS en células en condiciones fisioldgicas como son las mitocondrias, el
reticulo endoplasmico (ER) y las membranas celulares.

8 Valko, M., Jomova, K., Rhodes, C.J., Kué¢a, K., and Musilek, K. (2016). Redox- and non-redox-
metal-induced formation of free radicals and their role in human disease. Arch. Toxicol. 90, 1—
37.



Es en las mitocondrias los glacidos, los lipidos y los aminoacidos se oxidan a CO2 y H20
empleando el oxigeno molecular, dando lugar a la produccion de energia,
fundamentalmente en forma de ATP. Este proceso metabdlico lleva asociado la
formacion de estas especies reactivas de oxigeno (ROS). Por lo que, aproximadamente
el 90% del ROS intracelular se produce en la mitocondria. La disfuncién mitocondrial
puede conducir a muchos trastornos mitocondriales secundarios y puede surgir por un
dafo en las proteinas, en el ADN o en los lipidos. Este dafio oxidativo se considera propio
de unos niveles de produccion de ROS elevados en la cadena de transporte electronica.®

A pesar de que el funcionamiento de las mitocondrias sea esencial para las células
cancerigenas, la fisiologia mitocondrial es diferente de las células sanas, no tumorales, lo
que inicialmente llevo a la hipdtesis de Otto Warburg de que una modificacion en el
metabolismo mitocondrial podria conducir al desarrollo de cancer.

Una evidencia creciente indica que las células tumorales poseen niveles de ROS mas altos
que las células sanas, lo que promueve la proliferacion celular anormal, entre otros
procesos necesarios para la progresion del tumor.!® Sin embargo, un estrés oxidativo
excesivo puede ser toxico para las células puesto que la reaccion de estos radicales
libres puede causar la modificacion oxidativa de diversas biomoléculas y alterar sus
funciones. Un leve aumento en el nivel de los ROS puede provocar una alteracion celular
transitoria, mientras que un aumento severo de ROS en las células podria causar un dafio
oxidativo irreversible, lo que llevaria a la muerte celular.

Las células presentan mecanismos de defensa frente a estas especies, pero cuando estos
oxidantes no se contrarrestan pueden generar reacciones en cadena causando fendmenos
como oxidacion de proteinas, peroxidacion lipidica o dafos en el ADN, lo que se traduce
en la alteracion de los procesos celulares normales. El estrés oxidativo excesivo hace a
las células més vulnerables a fArmacos que promuevan la produccion de ROS o
debiliten la defensa antioxidante celular; en ambos casos generando niveles tan altos
de ROS que son incompatibles con la supervivencia celular.!

Estrés oxidativo y cancer.

La secuenciacion del ADN ha demostrado que el cancer puede estar producido por cientos
de mutaciones diferentes y que el perfil mutacional del cancer es dinamico, pudiendo

9  Michael P. Murphy and Richard C. Hartley. (2018) Mitochondria as a therapeutic target for
common pathologies. Nat. Rev. Drug Discov. 17, 865-886.

10 Schumacker, P. T. (2006) Reactive oxygen species in cancer cells: live by the sword, die by the
sword. Cancer Cell 10, 175-176.

11 Trachootham, D., Alexandre, J., and Huang, P. (2009) Targeting cancer cells by ROS-mediated
mechanisms: a radical therapeutic approach? Nat. Rev. Drug Discov. 8, 579-591.



variar incluso en tumores histolégicamente idénticos.>*3 Por lo tanto, una sola mutacion
no es suficiente para causar un cancer. Se estima que, en el transcurso de la vida, un
cuerpo humano normal experimental0°® divisiones celulares. Incluso en un entorno libre
de mutagenos, las mutaciones ocurririan espontaneamente. Claramente, si una sola
mutacion fuera capaz de convertir una célula sana en una célula cancerigena, no seriamos
organismos viables. Esto sugiere que los tratamientos que poseen como diana un Unico
gen posiblemente sean ineficaces y necesiten el uso de terapia combinada.l*
Desafortunadamente, la mayoria de los farmacos antitumorales clasicos convergen en un
namero limitado de vias, por lo que existe la necesidad de disefiar nuevas moléculas
susceptibles a ser utilizadas en terapia combinada. EI aprovechamiento del metabolismo
alterado en las células tumorales como diana terapéutica evita la complejidad genémica
y se centra en procesos metabolicos necesarios para la supervivencia celular.®

Las células cancerigenas rompen las reglas mas basicas del comportamiento celular
mediante las cuales se construyen y mantienen los organismos multicelulares. En un
cuerpo humano con mas de 3.7 10* células,'® miles de millones de ellas experimentan
mutaciones todos los dias. Lo mas peligroso de una mutacion es que puede dar a la célula
una ventaja selectiva, permitiendole dividirse mas rapidamente que sus células vecinas y
convertirse en un clon mutante en crecimiento. El problema es que esos ciclos continuos
de mutaciones, competencia y seleccion natural, lo Gnico que hacen es que las cosas vayan
cada vez peor. Estos son los “ingredientes” basicos del cancer: una enfermedad en la que
las células cancerigenas comienzan prosperando a expensas de sus células vecinas sanas
y que al final destruyen todo el conjunto celular. El cancer fue reconocido como una
enfermedad de metabolismo alterado hace casi 100 afios. Sin embargo, la reprogramacién
metabdlica se ha reconocido mucho més recientemente como un sello distintivo esencial
de esta patologia.

Las células cancerigenas se definen por dos propiedades. Por un lado, se reproducen
desafiando las restricciones normales en la division celular y, por otro, invaden y
colonizan territorios que normalmente se reservan para otras células. Es la combinacién
de estas dos acciones las que hacen que el cancer sea peligroso. Una célula anormal
aislada, que no prolifera mas alla de sus células vecinas, no produce dafios significativos,

12 Marusyk, A., Almendro, V., and Polyak, K. (2012) Intra-tumour heterogeneity: a looking glass
for cancer? Nat. Rev. Cancer 12, 323-334.

13 Stratton, M. R., Campbell, P. J., and Futreal, P. A. (2009) The cancer genome. Nature 458,
719-724.

14 Bock, C., and Lengauer, T. (2012) Managing drug resistance in cancer: lessons from HIV
therapy. Nat. Rev. Cancer 12, 494-501.

15 Biasutto, L., Dong, L.-F., Zoratti, M., and Neuzil, J. (2010) Mitochondrially targeted anti-cancer
agents. Mitochondrion 10, 670-681.

16 Bianconi, E., Piovesan, A., Facchin, F., Beraudi, A., Casadei, R., Frabetti, F., Vitale, L., Pelleri,
M.C., Tassani, S., Piva, F., et al. (2013) An estimation of the number of cells in the human
body. Ann. Hum. Biol. 40, 463-471.



pero si su proliferacion esta fuera de control, dara lugar a un tumor o neoplasia, una masa
de células anormales que crece sin descanso. Mientras las células neopléasicas
permanezcan agrupadas en una sola masa, se dice que el tumor es benigno. Un tumor se
considera cancer solo si es maligno, es decir, solo si sus células han adquirido la capacidad
de invadir el tejido circundante. La invasion, generalmente, implica la capacidad de
liberarse, entrar en el torrente sanguineo o los vasos linfaticos, y de tumores secundarios,
Ilamados metastasis, en otros sitios del cuerpo. Cuanto méas se propaga el cancer, mas
dificil es de erradicarlo.

Las alteraciones genéticas auténomas de las células se perciben como la Unica fuerza
impulsora de la transformacién neoplasica y las alteraciones oncogénicas del
metabolismo celular se consideran derivadas de esas mutaciones. Sin embargo, con los
descubrimientos de mutaciones oncogénicas en enzimas metabdlicas mitocondriales
apuntan a un papel de las alteraciones metabdlicas en la generacion de tumores.’

Los tumores requieren catabolitos para producir ATP, mantener un equilibrio de
reduccién-oxidacion (redox) y generar biomasa. De hecho, se conoce la alta demanda de
catabolitos que tienen las células tumorales. Dependiendo de la disponibilidad de estos
nutrientes, algunas células dentro de un tumor son predominantemente glucoliticas,
mientras que otras tienen principalmente un fenotipo metabolico OXPHOS. Esta
heterogeneidad metabodlica permite que diferentes células se acoplen metabdlicamente
promoviendo la proliferacion celular y el crecimiento tumoral. El estrés oxidativo, que
induce la autofagia, disfuncion mitocondrial, altas tasas de glucolisis y liberacion de
catabolitos de un subconjunto de células tumorales, es uno de los mecanismos por los
cuales se establece el acoplamiento metabolico en los tumores; los catabolitos generados
por este subconjunto de células tumorales pueden ser utilizados por células en las que
predomina OXPHOS. Por ejemplo, lactato y piruvato, los monocarboxilatos generados
por la glucolisis citoplasmatica, pueden ser transferidos y metabolizados por células
adyacentes.

La glucosa es el nutriente mas abundante en la sangre y es un sustrato metabdlico
comunmente utilizado por las células tumorales. Como tal, se estan investigando varios
medicamentos que interfieren con la glucdlisis y la fosforilacion oxidativa como agentes
anticancerigenos. Farmacos dirigidos a enzimas glucoliticas y transportadores de
productos glucoliticos se han estudiado en numerosos estudios preclinicos.

Cationes lipofilicos (DLCs) y localizacion mitocondrial.

Las mitocondrias han emergido como un objetivo farmacoldgico principal y se estan
realizando esfuerzos cada vez mayores para disefiar moléculas de bajo peso molecular
capaces de atacar a estos organulos o para desarrollar sistemas portadores de farmacos
para el suministro selectivo de farmacos en su interior. Para describir y clasificar las

17 Willem H. Koppenol, Patricia L. Bounds, Chi V. Dang. (2011) Otto Warburg’s contributions to
current concepts of cancer metabolism. Nat. Rev. Cancer. 11, 325-337.



moléculas que muestran un alto grado de afinidad mitocondrial, se propuso el término
mitocondriotropicos.

Se conoce que el efecto terapéutico de farmacos que tienen como diana procesos
mitocondriales puede verse mejorado mediante la conjugacion del farmaco con un cation
lipofilico deslocalizado (DLC) ya que permite una liberacidon selectiva.

Los cationes lipofilicos deslocalizados (DLCs) pueden penetrar facilmente las
membranas debido a su baja entalpia de solvatacion resultado de la reparticién de la carga
positiva sobre su amplia superficie. La captacion inicial de los DLCs se ve favorecida por
la carga negativa existente en la cara interna de la membrana celular (Ayc = —30 a —60
mV), y una vez en el interior del citosol se acumula entre 10 y 100 veces més cantidad en
el interior de la mitocondria que en el citosol como consecuencia de su alto potencial de
membrana, resultado de la cadena de transporte electronico (Aym = —150 a —180 mV).
Esto explica como grandes concentraciones de estos compuestos producirian un dafio en
la membrana.

Figura 3. Esquema de internalizacion de un cation
lipofilico a través de las membranas citosolica y
mitocondrial inducido por la diferencia de potencial
entre los diferentes compartimentos celulares. Los
cationes TPP se adsorben en la membrana y
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Ademas, las células tumorales poseen un potencial de membrana mitocondrial mas
elevado que las células sanas,® lo que facilita la acumulacion de los DLCs en el tumor
evitando toxicidades indeseadas.’® Por tanto, estos efectos deben tenerse en cuenta
cuando consideramos usar este tipo de cationes lipofilicos como vehiculo para dirigir
antioxidantes u otros compuestos a las mitocondrias.

Se sugirié como estos cationes se pueden utilizar como "locomotoras eléctricas” para
acumular residuos neutros dentro de la mitocondria. Este principio ha sido empleado con
éxito por el grupo de M. Murphy para dirigir antioxidantes como CoQ o vitamina E a las

18 Bouchier-Hayes, L., Mufioz-Pinedo, C., Connell, S., and Green, D. R. (2008) Measuring
apoptosis at the single cell level. Methods 44, 222-228.

19 Heerdt, B. G., Houston, M. A., and Augenlicht, L. H. (2005) The intrinsic mitochondrial
membrane potential of colonic carcinoma cells is linked to the probability of tumor progression.
Cancer Res. 65, 9861-9867.



mitocondrias. De acuerdo con la ecuacién de Nernst, el coeficiente de acumulacién en las
mitocondrias (Aym aproximadamente 180 mV) deberia ser de alrededor de 103,

Los cationes lipofilicos como el cation de tetrafenilfosfonio (tetraPP) y el cation
metiltrifenilfosfonio (TPMP) tienen la propiedad inusual de ser relativamente solubles en
lipidos, a pesar de su carga positiva neta. En consecuencia, pueden pasar facilmente a
través de las bicapas de fosfolipidos hacia el interior de las mitocondrias. La
impermeabilidad de las membranas bioldgicas a los cationes hidrofilos se debe en gran
medida al coste energético asociado al movimiento de un ion desde un ambiente acuoso
al interior lipidico no polar de la membrana. Por lo tanto, la energia de activacion para el
movimiento a través del nacleo hidrofébico de la membrana es muy alta, mientras que
para los cationes lipofilicos esta energia de activacion es mucho mas baja, lo que permite
su paso.

La energia de activacion para el movimiento del medio acuoso al ndcleo hidrofébico de
la membrana tiene contribuciones de interacciones electrostaticas y de fuerzas
hidrofobicas. El principal componente de energia electrostatica, la energia de Born, es el
coste entalpico asociado a la desolvatacién de las moléculas de agua del cation tras la
transferencia del ambiente acuoso al ndcleo lipidico de la membrana; dicha entalpia es
inversamente proporcional al radio i6nico, de manera que un catién cuya carga se dispersa
sobre un area de superficie grande tendra una menor energia de solvatacion. Ademas de
la energia de Born, otras dos fuerzas electrostaticas afectan también al movimiento de un
cation a través de una bicapa lipidica. Una es la energia electrostatica con la superficie
anindnica de la membrana y la otra es la energia de dipolo, que es el potencial eléctrico
local dentro del ndcleo de la bicapa de fosfolipidos, causado por la orientacion de los
dipolos de los grupos carbonilo de los acidos grasos en los fosfolipidos. Finalmente,
también hay un componente hidrofébico importante asociado a la transferencia del cation
lipofilico al entorno hidrofébico del interior de la membrana.

Hay una amplia gama de cationes de fosfonio lipofilicos que se acumulan en las
mitocondrias dentro de las células. Este enfoque se puede utilizar para dirigir una amplia
gama de posibles sondas o moléculas terapéuticas a las mitocondrias. Algunas de estas
son antioxidantes dirigidos a mitocondrias. Si se une un antioxidante al TPP, deberia
acumularse en las mitocondrias de las células y bloguear selectivamente el dafio oxidativo
mitocondrial y manipular la sefializacion redox mitocondrial. Estos antioxidantes
dirigidos incluyen derivados de los antioxidantes enddgenos ubiquinol (MitoQ) y a-
tocoferol (MitoVit E). Se ha demostrado que estas moléculas bloquean el dafio oxidativo
y previenen la muerte celular en un modelo de ataxia de Friedreich, una enfermedad que
se cree que surge debido al aumento del dafio oxidativo mitocondrial. La utilidad de estos
compuestos como terapias esta respaldada por el hallazgo de que la administracién oral
de cationes de fosfonio lipofilico conduce a su acumulacion en el cerebro, el corazon y
los musculos, que son todos los tejidos afectados por el dafio oxidativo mitocondrial.
Mediante la administracion de tetraPP a niveles donde su acumulacion mitocondrial es lo
suficientemente grande como para provocar la muerte celular en las células cancerosas
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debido a la interrupcion inespecifica de la funcién mitocondrial, pero es lo
suficientemente baja como para evitar matar las células de control.?

Los cationes lipofilicos son toxicos en altas concentraciones porque su absorcion excesiva
por las mitocondrias interrumpe la sintesis de ATP. Aun asi, las dosis sustanciales de
TPMP y MitoVit E fueron bien toleradas. Curiosamente, las dosis agudas maximas
toleradas fueron ampliamente similares, a pesar de las cadenas laterales e
hidrofobicidades bastante diferentes de los tres compuestos. Este resultado implica que la
toxicidad de estos compuestos esta determinada por el catién lipofilico, no por la cadena
lateral. La absorcion fue reversible, como lo demuestra la rapida eliminacién de TPMP
de todos los 6rganos cuando se detuvo la administracion oral. Se demostré que estos
compuestos pueden ingresar al torrente sanguineo y distribuirse a los tejidos.?

La ecuacion de Nernst describio la absorcién de MitoQ en las mitocondrias. Es muy
probable que esta unién sea a la superficie de la membrana interna que mira hacia la
matriz, con los compuestos de TPP adsorbidos como una monocapa en la membrana con
el cation TPP en un pozo de energia potencial cerca de la superficie con la cadena lateral
hidrofébica insertada en la membrana. Sin embargo, la ubicacion para los derivados
hidrofébicos de TPP es fortuita, ya que muchas actividades mitocondriales estan
asociadas con la membrana interna.

Por tanto, la absorcion de los cationes TPP lipofilicos en las mitocondrias se describe
mediante la ecuacién de Nernst, es rapida en comparacion con su metabolismo y se
equilibra rapidamente con el conjunto de CoQ. ??

Ademas de los DLCs se han ensayado otros transportadores para la localizacion selectiva
de moléculas bioactivas en las mitocondrias. Ademas de sistemas nanotecnoldgicos,
como podrian ser sistemas basados en vesiculas o nanoparticulas, tal vez los méas exitosos
sean los péptidos dirigidos a mitocondria, que pueden dividirse en dos tipos: péptidos
que contienen secuencias de sefializacion para transporte a mitocondrias y péptidos cuyas
propiedades fisico-quimicas similares a las de los DLCs inducen la localizacion
mitocondrial aprovechando el gradiente de potencial.?®

20 Ross, M.F., Kelso, G.F., Blaikie, F.H., James, A.M., Cochemé, H.M., Filipovska, A., Da Ros,T.,
Hurd, T.R., Smith, R.A.J., and Murphy, M.P. (2005). Lipophilic triphenylphosphonium cations
as tools in mitochondrial bioenergetics and free radical biology. Biochemistry 70, 222-230.

21 Smith, R.A.J., Porteous, C.M., Gane, A.M., and Murphy, M.P. (2003). Delivery of bioactive
molecules to mitochondria in vivo. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 100, 5407-5412.

22 Ross, M.F., Prime, T.A., Abakumova, 1., James, A.M., Porteous, C.M., Smith, R.A.J., and
Murphy, M.P. (2008). Rapid and extensive uptake and activation of hydrophobic
triphenylphosphonium cations within cells. Biochem. J 411, 633-645.

23 Jean, S.R., Ahmed, M., Lei, E.K., Wisnovsky, S.P., and Kelley, S.0. (2016). Peptide-Mediated
Delivery of Chemical Probes and Therapeutics to Mitochondria. Acc. Chem. Res. 49, 1893-
1902.
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Secuencias de transporte mitocondrial (MTS). Ciertas proteinas mitocondriales son
codificadas en el ntcleo de la célula'y expresadas en el citoplasma y contienen secuencias
de transporte mitocondrial de 20 a 40 aminoacidos que son reconocidas por translocasas
en la membrana externa mitocondrial (e.g., TOM20, TOM22, TOM70 en la membrana
externay TIM23, TIM44 en la interna) para su importacion.?* Las principales dificultades
asociadas a este enfoque estan relacionadas con el considerable tamafio molecular de los
MTS, asi como su pobre solubilidad y permeabilidad, asociadas a estructura tipica
anfifilica (e.g., presecuencia pCOX IV (1-25): MLSLRQSIRF FKPATRTLCS SRYLL,;
pOTC(1-38): MLSNLRILLN KAALRKAHTS MVRNFRYGKP VQSQVQLK;
PALDH(1-22); MLRAALSTAR KGPRLSRLLS YA). Estudios por RMN demuestran
que estas secuencias adoptan una estructura helicoidal en donde la cara hidrofébica se
inserta en un surco de TOM20.2°

Figura 4 Estructura del fragmento correspondiente a la hélice N-terminal de pALDH (12-22 ,
GPRLSRLLSYA) unida al receptor mitocondrial TOM20 (PDB ID, 10M2).

Péptidos sintéticos. Trabajos recientes han demostrado que la localizacién mitocondrial
de los transportadores sintéticos se puede controlar alterando la lipofilia y la carga de las
cadenas peptidicas, de manera que sus propiedades sean similares a las de los DLCs, lo
que permite el disefio racional de transportadores eficientes para el suministro de
farmacos a las mitocondrias. Destaca el trabajo del grupo de la Prof. S. O’Kelley, quien
ha descrito secuencias sencillas donde se alternan residuos de ciclohexilalanina y argina
que favorecen el transporte mitocondrial.?®

24 Pfanner, N., and Geissler, A. (2001). Versatility of the mitochondrial protein import machinery.
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2, 339-349.

25 Abe, Y., Shodai, T., Muto, T., Mihara, K., Torii, H., Nishikawa, S., Endo, T., and Kohda, D.
(2000). Structural basis of presequence recognition by the mitochondrial protein import receptor
Tom20. Cell 100, 551-560.

26 Horton, K.L., Stewart, K.M., Fonseca, S.B., Guo, Q., and Kelley, S.0. (2008). Mitochondria-
penetrating peptides. Chem. Biol. 15, 375-382.
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Modulacion del estrés oxidativo como terapia. Mitocans.

Por otra parte, los ribosomas mitocondriales estan especializados para la sintesis de las
subunidades clave del sistema mitocondrial de transporte de electrones en la fosforilacién
oxidative y se ha observado que la inhibicion de la traduccion de proteinas mitocondriales
tiene actividad anticancerigena en estudios preclinicos. En este contexto es importante
destacar que diversos antibidticos también presentan actividad cruzada al unirse a los
ribosomas mitocondriales (mitorribosomas), e inhiben la sintesis de proteinas
mitocondriales. Asi pues, los antibacterianos de tipo aminoglucdésidos, que actldan
uniéndose a la subunidad 30S, también pueden unirse a la subunidad pequefia del
mitorribosoma humano e inhibir la sintesis de proteinas mitocondriales; las
oxazolidinonas, tales como el linezolid, se unen a las subunidades (mito) ribosémicas
grandes y tetraciclinas, como la doxiciclina o la tigeciclina, que también se unen al
ribosoma bacteriano 30S, inhiben la funcion del mitorribosoma y en todos los casos se ha
observado una importante actividad antitumoral que han llevado a la realizacién de
ensayos clinicos para evaluar su reposicionamiento como agentes anticancerigenos.?’28:29

El estrés oxidativo y el metabolismo mitocondrial estan muy vinculados. Cuando la
produccién de ROS en el proceso de fosforilacion oxidativa es mayor que la capacidad
de defensa antioxidante de la célula, se produce estrés oxidativo, que puede conducir a la
muerte celular. Por lo tanto, para neutralizar el ROS y el estrés oxidativo, las células
cancerosas tienen potenciadas sus defensas antioxidantes, que contribuyen a la
oncogénesis. Por lo tanto, los medicamentos dirigidos al estrés oxidativo mitocondrial
pueden reducir el potencial metastasico.*

La produccidn de superoxido a partir de complejos respiratorios es una fuente importante
de especies de oxigeno reactivo mitocondrial. Dentro de la matriz, el superdxido se
convierte rapidamente por la Mn superoxidismutasa (MnSOD) en peréxido de hidrogeno,
lo que contribuye al dafio oxidativo en una variedad de patologias, incluidas las lesiones
por isquemia/reperfusion, diabetes y neurodegeneracion. En base a este hecho, el profesor
Michael P. Murphy eligié para generar superoxidos, derivados del Paraquat (PQ,
dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina) un herbicida ampliamente utilizado para

27 Xu, Z., Yan, Y., Li, Z., Qian, L., and Gong, Z. (2016). The Antibiotic Drug Tigecycline: A
Focus on its Promising Anticancer Properties. Front. Pharmacol. 7, 473.

28 Marchetti, P., Guerreschi, P., Mortier, L., and Kluza, J. (2015). Integration of Mitochondrial
Targeting for Molecular Cancer Therapeutics. Int. J. Cell Biol. 2015, 283145.

29 Lamb, R., Ozsvari, B., Lisanti, C.L., Tanowitz, H.B., Howell, A., Martinez-Outschoorn, U.E.,
Sotgia, F., and Lisanti, M.P. (2015). Antibiotics that target mitochondria effectively eradicate
cancer stem cells, across multiple tumor types: treating cancer like an infectious disease.
Oncotarget 6, 4569-4584.

30 Ubaldo E. Martinez-Outschoorn, Maria Peiris-Pages, Richard G. Pestell, Federica Sotgia,
Michael P. Lisanti. (2017) Cancer metabolism: a therapeutic perspective. Nat. Rev. Clinical
Oncol. 14, 11-32.
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aumentar la produccion de superoxido en mitocondrias aisladas, células y organismos
modelo.

El PQ puede aumentar la formacion de superdxido mitocondrial in vivo, pero se requieren
concentraciones de PQ muy altas para obtener los efectos mitocondriales deseados, lo que
Ileva a un aumento de superoxido en sitios no mitocondriales. Por lo tanto, se han
desarrollado derivados del PQ que se acumulan selectiva y rapidamente en las
mitocondrias, generando superdxidos solo dentro de estas. Aungue el PQ es un cation, su
alta carga superficial e interfaz polar con agua hacen que el coste energético para su
transporte a través del nucleo hidrofébico de las membranas lipidicas sea muy elevado;
con el fin de facilitar su transporte se probaron dos estrategias. La primera fue aumentar
la hidrofobicidad de la molécula para hacer que su entrada en la membrana sea menos
desfavorable y el segundo método fue conjugarla con un cation de trifenilfosfonio (TPP)
lipofilico, que se acumula en mitocondrias en respuesta al potencial de membrana
mitocondrial 3
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Figura 5 Estructura del MitoPQ*? y esquema del ciclo redox que da lugar a la generacion de
ROS vy citotoxicidad.

Un efecto opuesto (disminucion de ROS) se puede observar con la Mitoguinona, un
analogo de la ubiquinona, que ha alcanzado la fase Il del desarrollo clinico para el
tratamiento de enfermedades como el Parkinson, hepatitis C y la enfermedad del higado
graso. La mejora de la eficacia terapéutica obtenida con la mitoquinona modificada se
debe a la conjugacién de esta con un cation TPP, el cual dota al farmaco de una
acumulacion especifica en la mitocondria, lugar donde ejercerd su accion. La
mitoquinona o MitoQ es un ejemplo de los mdltiples antioxidantes que han sido
modificados con el cation TPP, resultando en todos los casos en un aumento de la cantidad
y velocidad con la que el farmaco se acumula en el interior celular y favoreciendo la
localizacion mitocondrial una vez dentro de la célula. A mayores, el uso de TPP se ha

31 Ellen L. Robb, Justyna M. Gawel, Dunja Aksentijevi¢, Helena M. Cochemé, Tessa S. Stewart,
Maria M. Shchepinova, He Qiang, Tracy A. Prime, Thomas P. Bright, Andrew M. James,
Michael J. Shattock, Hans M. Senn, Richard C. Hartley, Michael P. Murphy. (2015) Selective
superoxide generation within mitocondria by the targeted redox cycler Mito Paraquat. Free
Radical Biol. Med. 89, 883—-894.
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extendido al desarrollo de pruebas especificas mitocondriales, y representa una
herramienta fundamental en la farmacologia mitocondrial.

La administracion sistematica de farmacos dirigida selectivamente a funciones
mitocondriales presenta numerosos problemas. Por lo tanto, se ha prestado mucha
atencion a los medicamentos dirigidos a mitocondria, que pueden llegar a estos organulos
sin afectar otras estructuras intracelulares y procesos extramitocondriales. Dicha
administracion selectiva de medicamentos se puede lograr mediante el uso de
transportadores especificos que pueden unirse y entrar en las mitocondrias.
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Objetivos
En este proyecto de tesis nos planteamos el estudio de diversas plataformas para la
modulacion del estrés oxidativo en células con posibles aplicaciones en quimioterapia.

Sintesis de prodrogas de antibioticos dirigidas a la mitocondria por conjugacion a
cationes derivados del trifenilfosfonio. Se propone el uso de prodrogas sensibles
al medio oxidante en el interior de la mitocondria, de manera que una vez en el
interior de la matriz, el estrés oxidativo libere el antibidtico.

Sintesis de ligandos peptidicos lineales y ciclicos capaces de coordinar iones
Cu(Il) y que puedan participar en reacciones de Fenton para generar ROS en el
medio celular.
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Derivados de antibidticos dirigidos a las mitocondrias
para la modulacion del estrés oxidativo

Antibidticos y estrés oxidativo. Inhibicién de sintesis de proteinas
mitocondriales.

Muchas familias de antibi6ticos inhiben la sintesis bacteriana de proteinas al unirse a los
ribosomas, lo que acaba impidiendo el crecimiento de los microorganismos.3
Desafortunadamente, la similitud existente entre las mitocondrias y las bacterias hacen a
estos organulos susceptibles a la inhibicion de la sintesis proteica por algunos
antibidticos, lo que se apoya en la teoria de la endosimbiosis mitocondrial.>* De esta
manera, un alto numero de efectos adversos resultado de la inhibicion de la sintesis
proteica han sido observados en antibidticos como el cloranfenicol, tetraciclinas y
oxazolidinonas.3 Sin embargo, estos efectos indeseados abren nuevas oportunidades para
aplicaciones como agentes anticancerigenos y de hecho, se han descrito efectos
citotoxicos sobre distintas lineas celulares tumorales. En particular, es relevante un
estudio realizado por el grupo de M. P. Lisanti, el cual demuestra que cinco clases de
antibidticos actian como agentes citotoxicos efectivos contra células madre de varios
tipos tumorales (pancreas, melanoma, mama, carcinoma ductal in situ, préstata, pulmon
y gliobastoma).® Otro estudio reciente demuestra que la tigeciclina, un derivado de la
minociclina aprobado por la FDA, posee actividad sobre células madre y progenitoras de
leucemia in vitro e in vivo.*® Ademas, este mismo antibidtico es capaz de inhibir la
proliferacion celular e inducir la muerte celular programada en lineas celulares de cancer

32 Bulkley, D., Innis, C. A, Blaha, G., and Steitz, T. A. (2010) Reuvisiting the structures of several
antibiotics bound to the bacterial ribosome. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107, 17158-17163.

33 Barnhill, A. E., Brewer, M. T., and Carlson, S. A. (2012) Adverse Effects of Antimicrobials via
Predictable or Idiosyncratic Inhibition of Host Mitochondrial Components. Antimicrob. Agents
Chemother. 56, 4046-4051.

34 McKee, E. E., Ferguson, M., Bentley, A. T., and Marks, T. A. (2006) Inhibition of Mammalian
Mitochondrial Protein Synthesis by Oxazolidinones. Antimicrob. Agents Chemother. 50, 2042—
2049.

35 Lamb, R., Ozsvari, B., Lisanti, C. L., Tanowitz, H. B., Howell, A., Martinez-Outschoorn, U. E.,
Sotgia, F., and Lisanti, M. P. (2015) Antibiotics that target mitochondria effectively eradicate
cancer stem cells, across multiple tumor types: treating cancer like an infectious disease.
Oncotarget 6, 4569-4584.

36 Skrti¢, M., Sriskanthadevan, S., Jhas, B., Gebbia, M., Wang, X., Wang, Z., Hurren, R., Jitkova,
Y., Gronda, M., Maclean, N., Lai, C. K., Eberhard, Y., Bartoszko, J., Spagnuolo, P., Rutledge,
A. C., Datti, A., Ketela, T., Moffat, J., Robinson, B. H., Cameron, J. H., Wrana, J., Eaves, C. J.,
Minden, M. D., Wang, J. C. Y., Dick, J. E., Humphries, K., Nislow, C., Giaever, G., and
Schimmer, A. D. (2011) Inhibition of mitochondrial translation as a therapeutic strategy for
human acute myeloid leukemia. Cancer Cell 20, 674-688.
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de pulmon no microcitico,®” inhibir la progresion del melanoma® y la proliferacion del
cancer gastrico.® En todos estos casos el mecanismo de accion se asocia a la inhibicion
de la funcion mitocondrial.** Tomando como referencia los estudios publicados, nos
centraremos en la Levofloxacina, un antibidtico de amplio espectro que pertenece a la
familia de las fluoroquinolonas de segunda generacion. Este antibi6tico inhibe las
topoisomerasas (encimas responsables de modular el grado de enrollamiento del ADN).
y su efecto antitumoral se asocia a la inhibicién de la biogenesis mitocondrial. La
levofloxacina presenta fluorescencia intriseca, lo cual resulta atractivo para estudiar su
transporte y localizacion intracelular.

Se ha demostrado que la Levofloxacina y otros antibidticos (quinolonas, aminoglucoésidos
y B-lactamicos) causan disfuncion mitocondrial y sobreproduccidn de especies reactivas
de oxigeno en células de mamiferos lo que produce en Gltimo término un dafio celular por
estrés oxidativo.** Por otro lado, las células tumorales poseen una cantidad de ROS
superior a las células sanas lo que las hace mas sensibles a la muerte celular por agentes
que incrementan la generacion de ROS.*? En este contexto, antibidticos especificos contra
la mitocondria poseen potencial como farmacos antitumorales que afectan a mecanismos
fundamentales en la transformacion celular.

37 lia, X., Gu, Z., Chen, W., and Jiao, J. (2016) Tigecycline targets nonsmall cell lung cancer
through inhibition of mitochondrial function. Fundam. Clin. Pharmacol. 30, 297-306.

38 Hu, H., Dong, Z., Tan, P., Zhang, Y., Liu, L., Yang, L., Liu, Y., and Cui, H. (2016) Antibiotic
drug tigecycline inhibits melanoma progression and metastasis in a p21CIP1/Waf1-dependent
manner. Oncotarget 7, 3171-3185.

39 Tang, C., Yang, L., Jiang, X., Xu, C., Wang, M., Wang, Q., Zhou, Z., Xiang, Z., and Cui, H.
(2014) Antibiotic drug tigecycline inhibited cell proliferation and induced autophagy in gastric
cancer cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 446, 105-112.

40 Moullan, N., Mouchiroud, L., Wang, X., Ryu, D., Williams, E. G., Mottis, A., Jovaisaite, V.,
Frochaux, M. V., Quiros, P. M., Deplancke, B., Houtkooper, R. H., and Auwer, J. (2015)
Tetracyclines Disturb Mitochondrial Function across Eukaryotic Models: A Call for Caution in
Biomedical Research. Cell Rep. 10, 1681-1691.

41 Kalghatgi, S., Spina, C. S., Costello, J. C., Liesa, M., Morones-Ramirez, J. R., Slomovic, S.,
Molina, A., Shirihai, O. S., and Collins, J. J. (2013) Bactericidal antibiotics induce
mitochondrial dysfunction and oxidative damage in Mammalian cells. Sci. Transl. Med. 5,
192ra85.

42 Gorrini, C., Harris, I. S., and Mak, T. W. (2013) Modulation of oxidative stress as an anticancer
strategy. Nat. Rev. Drug Discov. 12, 931-947; b) Yang, Y., Karakhanova, S., Hartwig, W.,
D’Haese, J. G., Philippov, P. P., Werner, J., and Bazhin, A. V. (2016) Mitochondria and
Mitochondrial ROS in Cancer: Novel Targets for Anticancer Therapy. J. Cell. Physiol. 231,
2570-2581.
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Prodrogas sensibles al estrés oxidativo: boronatos.

Las prodrogas son derivados de farmacos que experimentan una transformacion quimica
0 enzimatica in vivo para liberar el farmaco original activo que luego puede ejercer el
efecto terapéutico deseado. Las prodrogas se han convertido en una herramienta
ampliamente usada para mejorar las propiedades fisicoquimicas, farmacoldgicas o
farmacocinéticas, de manera que alrededor del 5-7% de los medicamentos aprobados en
todo el mundo pueden clasificarse como profarmacos.*®

Las prodrogas brindan la posibilidad de superar diversas barreras para la formulacion y
administracion de farmacos, como la escasa solubilidad acuosa, la inestabilidad quimica,
la absorcién oral insuficiente, el rapido metabolismo pre-sistémico, o la penetracion
cerebral inadecuada, la toxicidad y la irritacion local. Ademas, también pueden mejorar
la localizacion de los farmacos.

Existen una serie de grupos funcionales susceptibles de disefio de prodrogas. Idealmente,
el disefio de una estructura apropiada debe considerarse en las primeras etapas del
desarrollo preclinico, teniendo en cuenta que estos pueden alterar la distribucion en los
tejidos, la eficacia y la toxicidad del farmaco original. Se deben examinar cuidadosamente
varios factores importantes al disefiar su estructura, que incluyen: Los grupos funcionales
del medicamento original que se puedan modificar; la forma en que se eliminan del
cuerpo, ya que la excrecién debe ser segura y rapida; la absorcion, distribucion,
metabolismo, excrecion (ADME) y propiedades farmacocinéticas de la familia del
profarmaco; los posibles subproductos de degradacion que pueden afectar la estabilidad
quimica y fisica y conducir a la formacién de nuevos productos de degradacion.

Algunos de los grupos funcionales mas comunes que se utilizan en el disefio de estas
prodrogas aprovechan los grupos carboxilico, hidroxilo, amina, fosfato y carbonilo en los
farmacos mediante su modificacion en forma de ésteres, carbonatos, carbamatos, amidas,
fosfatos y oximas. Sin embargo, otros grupos funcionales poco comunes también se han
investigado como estructuras potencialmente Utiles en el disefio de prodrogas. Por
ejemplo, los tioles reaccionan de manera similar a los alcoholes y pueden derivatizarse a
tioéteres y tioésteres.

Los ésteres son las prodrogas mas comunmente utilizadas, y se estima que
aproximadamente el 49% de todos ellos se activan por hidrdlisis enzimatica. Los
profarmacos de éster se usan con mayor frecuencia para mejorar la lipofiliay, por lo tanto,
la permeabilidad pasiva de la membrana de los medicamentos solubles en agua
enmascarando grupos cargados como los acidos carboxilicos y los fosfatos. La sintesis de
una prodroga de éster es a menudo sencilla. Una vez en el cuerpo, el enlace éster se
hidroliza facilmente por esterasas ubicuas que se encuentran en la sangre, el higado y
otros drganos y tejidos, incluidas las carboxilesterasas, las acetilcolinesterasas, las

43 Rautio, J., Kumpulainen, H., Heimbach, T., Oliyai, R., Oh, D., Jarvinen, T., and Savolainen, J.
(2008). Prodrugs: design and clinical applications. Nat. Rev. Drug Discov. 7, 255-270.
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butirilcolinesterasas, las paraoxonasas y las arilesterasas. Sin embargo, un desafio
significativo con los profarmacos de ésteres es la prediccion precisa de la disposicion
farmacocinética en humanos.

Varias prodrogas de ésteres de alquilo y arilo estdn en uso clinico, de los cuales los
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) son algunos de los mas
exitosos. Sin embargo, la bioconversién relativamente lenta e incompleta de algunos
ésteres de alquilo simples en sangre humana a veces puede dar lugar a una
biodisponibilidad inferior a la prevista. Las prodrogas de éster de fosfato estan
normalmente funcionalizadas con grupos amino e hidroxilo con el objetivo de mejorar su
solubilidad acuosa para permitir una administracion més favorable.

Los carbonatos y los carbamatos difieren de los ésteres por la presencia de oxigeno o
nitrégeno en ambos lados del carbono carbonilico. A menudo son enziméaticamente mas
estables que los ésteres correspondientes, pero son mas susceptibles a la hidrolisis que las
amidas. La bioconversion de muchos profarmacos de carbonato y carbamato requiere
esterasas para la formacion del farmaco original.

En el disefio de prodrogas, las amidas se han usado solo en un grado limitado debido a su
alta estabilidad enzimética in vivo. Un enlace amida generalmente se hidroliza por
carboxilesterasas ubicuas, peptidasas o proteasas. Normalmente estan disefiadas para una
absorcion oral mejorada mediante la sintesis de sustratos de transportadores de captacién
intestinal especificos.

Asi, usando los grupos funcionales descritos anteriormente, la estrategia de profarmacos
se ha aplicado con éxito a una amplia gama de moléculas de farmacos.

La selectividad en la localizacién de los medicamentos puede ser determinante para su
actividad y se puede lograr de cuatro maneras diferentes: mediante el enriquecimiento
pasivo de drogas en el érgano; a través de la entrega mediada por transportador; por
activacion metabdlica selectiva a través de enzimas; y por direccionamiento antigénico.

Una vez que la prodroga alcanza su sitio de union, existe otro punto importante, que es la
duracion de accion del farmaco. Aunque varias formulaciones farmacéuticas se usan con
frecuencia para prolongar la duracion de la accion del farmaco, también existen algunos
ejemplos que usan prodrogas. Generalmente se bioconvierten rapidamente, sin atenuar su
accion terapéutica en la mayoria de los casos.*

Como hemos comentado anteriormente, los ésteres son moléculas que se han utilizado en
muchas ocasiones como prodrogas. Debido a su reactividad, los ésteres bordnicos son
elementos clave necesarios en el desarrollo de antioxidantes dirigidos a las mitocondrias
ya que permiten una hidrolisis selectiva en medios oxidantes. Los boronatos se han
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utilizado para el desarrollo de sensores fluorescentes especificos de ROS,*4%% pero no
para la liberaciobn de moléculas bioactivas dirigidas a procesos mitocondriales
especificos. Existen una serie de estrategias de activacion de ROS para un mayor
desarrollo de nuevos profarmacos, que finalmente conducen a enfogues novedosos y/o
tecnologia combinada para un tratamiento mas eficaz y selectivo.

La selectividad se logra combinando una reaccion especifica entre boronatos y H202
(Figura 6) con el enmascaramiento eficaz de la toxicidad del farmaco en el profarmaco a
través del boronato. Los profarmacos activados por ROS deben estar formados por dos
dominios funcionales separados: un aceptor de ROS "desencadenante™ y un "efector”. La
unidad de activacion se debe unir con el efector mediante un "sistema de enlace" para que
la reaccion provoque un gran aumento en la potencia citotdxica del efector. Los boronatos
reaccionan selectivamente con H202 formando un intermedio que se hidroliza
rapidamente y libera los grupos salientes. Los acidos y ésteres boronicos no parecen tener
problemas de toxicidad intrinseca y, por tanto, el producto final de acido bérico se
considera no toxico para los humanos. 4’
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Figura 6 Activacion de boronatos mediante peréxido de hidrégeno.

Existen sistemas muy relevantes de prodrogas sensibles a ROS. Se han desarrollado
reactores sensibles a ROS basados en la camptotecina.®® La camptotecina se ha
seleccionado como un farmaco mitocondrial modelo, que puede actuar como un inhibidor

44 Dickinson, B. C., Huynh, C., Chang, C. J. (2010) A palette of fluorescent probes with varying
emission colors for imaging hydrogen peroxide signaling in living cells. J. Am. Chem. Soc. 132,
5906-5915.

45 Dickinson, B. C. & Chang, C. J. (2008) A targetable fluorescent probe for imaging hydrogen
peroxide in the mitochondria of living cells. J. Am. Chem. Soc. 130, 9638-96309.

46 Chang, M. C. Y., Pralle, A., Isacoff, E. Y., Chang, C. J. (2004) A selective, cell-permeable
optical probe for hydrogen peroxide in living cells. J. Am. Chem. Soc. 126, 15392-15393.

47 Peng, X., and Gandhi, V. (2012). ROS-activated anticancer prodrugs: a new strategy for tumor-
specific damage. Ther. Deliv. 3, 823-833.

48 Zhang, W., Hu, X., Shen, Q., and Xing, D. (2019). Mitochondria-specific drug release and
reactive oxygen species burst induced by polyprodrug nanoreactors can enhance chemotherapy.
Nat. Commun. 10, 1704.
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de la respiracion celular para estimular la produccion endogena de mtROS y la
hiperpolarizacién de las mitocondrias, ademas de la inhibicién general de la ADN
topoisomerasa | para la terapia contra el cancer. La camptotecina es un alcaloide de
quinolina citotoxico y muy hidroféfico que se modificé mediante la introduccion de un
conector sensible a ROS para modificar covalentemente su grupo hidroxilo, poder
introducir una cadena lateral anfifilica y posteriormente liberar el farmaco, como se puede
ver en la Figura 7.4
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Figura 7 Mecanismo de liberacion selectiva de la prodroga derivada de la camptotecina a
través del grupo tiol sensible a las especies reactivas de oxigeno (ROS).

Otro de los sistemas que se han utilizado como prodrogas sensibles a ROS ha sido los
derivados de la doxorrubicina, un antibiético de la familia de las antraciclinas. La
doxorrubicina se conecta reversiblemente a una subunidad de &cido dicloroacético
(DCA), asi como al grupo de direccionamiento mitocondrial trifenilfosfonio (TPP).>
Dentro de la estructura de esta prodroga, la unidad de DCA se une en forma de una anilina
amida que se esperaba que fuera susceptible a la liberacion inducida por enzimas. Se
esperaba que la rotura del enlace cumpliera un doble papel. Primero, proporcionaria un
modulador metabdlico que debilitaria los mecanismos de resistencia a los medicamentos.

49 Zhang, W., Hu, X., Shen, Q., and Xing, D. (2019). Mitochondria-specific drug release and
reactive oxygen species burst induced by polyprodrug nanoreactors can enhance chemotherapy.
Nat. Commun. 10, 1704.

50 Sharma, A., Lee, M.-G., Shi, H., Won, M., Arambula, J.F., Sessler, J.L., Lee, J.Y., Chi, S.-G.,
and Kim, J.S. (2018). Overcoming Drug Resistance by Targeting Cancer Bioenergetics with an
Activatable Prodrug. Chem 4, 2370-2383.
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En segundo lugar, induciria una cascada de reacciones para liberar la doxorrubicina libre
que finalmente se traslocaria al ndcleo de las mitocondrias (Figura 8).%*
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Figura 8 Mecanismo de liberacion selectiva del profarmaco derivado de la doxorrubicina
activada por la enzima carboxilesterasa.

51 Sharma, A., Lee, M.-G., Shi, H., Won, M., Arambula, J.F., Sessler, J.L., Lee, J.Y., Chi, S.-G.,
and Kim, J.S. (2018). Overcoming Drug Resistance by Targeting Cancer Bioenergetics with an
Activatable Prodrug. Chem 4, 2370-2383.
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Discusion de resultados.
Disefio y sintesis de una prodroga de Levofloxacina-TPP.

Como sistema modelo para evaluar la viabilidad de la estrategia en este proyecto nos
proponemos la sintesis de conjugados entre el antibiotico levofloxacina con el cation
lipofilico deslocalizado trifenilfosfonio (TPP) que promueva la internalizacion y la
localizacion mitocondrial. Para el disefio de estos conjugados hemos de tener en cuenta
que los TPP son fragmentos muy voluminosos y podrian bloquear la union del farmaco a
su diana bioldgica. Por lo tanto, para mantener su actividad es esencial que se libere el
antibidtico una vez se encuentre en la matriz mitocondrial. Con este objetivo nos
proponemos el disefio de profarmacos en los que el TPP esté unido al antibiotico a través
de un conector hidrolizable, sensible al medio oxidante de la matriz mitocondrial.

Basandonos en los precedentes bibliograficos decidimos usar como conector un éster
boronico que es susceptible a romperse por efecto de las especies reactivas de oxigeno
(especialmente H202) presentes en la matriz mitocondrial.> Por lo tanto, en esta sintesis
nos enfrentamos a dos desafios principales. En primer lugar, disefiar una ruta compatible
simultadneamente con la quimica de los derivados de boro y con las sales de fosfonio y,
en segundo lugar, que el boronato sea estable en medio acuoso pero a la vez lo
suficientemente I&bil como hidrolizarse de forma eficiente en condiciones oxidantes una
vez el conjugado haya alcanzado la mitocondria.
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Figura 9. Esquema de la estrategia de liberacién del profarmaco de la levofloxacina. El

derivado del trifenilfosfonio es el encargado de dirigir al profarmaco a la matriz mitocondrial,
donde el conector derivado de pinacol se hidroliza y libera la levofloxacina.

Previamente en el grupo, se habia disefiado y sintetizado un derivado de la levofloxacina
con un conector autoinmolable consistente en un éster borénico derivado del

52 Jourden, J. L. M., Daniel, K. B., and Cohen, S. M. (2011) Investigation of self-immolative
linkers in the design of hydrogen peroxide activated metalloprotein inhibitors. Chem. Commun.
47, 7968-7970.



2-metilbutano-2,3-diol unido a la levofloxacina a traves de un éster bencilico. La
hidrdlisis de este tipo de boronatos aromaticos electrofilicos es conocida desde mediados
del siglo XX, y han sido descritos previamente en sensores fluorescentes que liberan
fluordforos por la hidrélisis oxidativa del éster borénico.>* > La hidrdlisis se inicia por la
adicion del perdxido al orbital p vacio del atomo de boro, generando un boronato que a
continuacion sufre un reagrupamiento por migracion 1,2- del enlace C-B hasta el &tomo
de oxigeno adyacente, con pérdida de hidroxido. Finalmente, se hidroliza el enlace O-B
generar el alcohol.*® Este mecanismo de hidrdlisis se combina con la autoinmolacion de
un derivado bencilico con un buen grupo saliente, que se fragmenta generando una
ciclohexenona y liberando el farmaco como grupo saliente.

_Me

Ph,PL.

2

hidrolisis

Esquema 1 Mecanismo de hidrélisis de ésteres boronicos de pinacol y fragmentacion 1,6
con liberacion de la levofloxacina.

53 Kuivila, H.G., and Armour, A.G. (1957). Electrophilic Displacement Reactions. IX. Effects of
Substituents on Rates of Reactions between Hydrogen Peroxide and Benzeneboronic Acidl-3.
J. Am. Chem. Soc. 79, 5659-5662.

54 Van de Bittner, G.C., Dubikovskaya, E.A., Bertozzi, C.R., and Chang, C.J. (2010). In vivo
imaging of hydrogen peroxide production in a murine tumor model with a chemoselective
bioluminescent reporter. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107, 21316-21321.

55 Lin, V.S., Dickinson, B.C., and Chang, C.J. (2013). Boronate-based fluorescent probes: imaging
hydrogen peroxide in living systems. Methods Enzymol. 526, 19-43.

56 Sandford, C., and Aggarwal, V.K. (2017). Stereospecific functionalizations and transformations
of secondary and tertiary boronic esters. Chem. Commun. 53, 5481-5494.
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Desafortunadamente, ensayos preliminares demostraron que este derivado era
excesivamente labil, y se observé la descomposicion de este éster borénico en disolucion
acuosa incluso a pH &cido, por lo que no se pudo utilizar para nuestros propdsitos.®’

Con el fin de disponer de un sistema derivado de un &cido bordnico sensible al medio
oxidante pero mas robusto que los boronatos de pinacol, decidimos reemplazar este grupo
por un boronato MIDA que se sabe que es mucho mas robusto y con el que podriamos
conseguir como resultado un derivado mucho mas estable.>® Esta mayor estabilidad se
debe a la presencia del atomo dador de nitrogeno, que forma un enlace con el orbital p
vacio, estabilizando los boronatos resultantes frente al ataque por parte de nucledfilos y,
por lo tanto, frente a la hidrdlisis. De esta forma esperamos que el analogo MIDA sea
estable hasta alcanzar la matriz mitocondrial, donde se libere de forma selectiva—y
controlada—en el medio bésico y oxidante.

+ -
PPhs!

Figura 10 Estructura de la prodroga de levofloxacina 2 con un conector de &cido
MetillmidoDiacetico (MIDA).

La sintesis de nuestro derivado de interés requiere en primer lugar el acceso al diacido 7
gue se obtuvo a través de la secuencia de reacciones del Esquema 2.

57 Achilli, C., Ciana, A., Fagnoni, M., Balduini, C., and Minetti, G. (2013). Susceptibility to
hydrolysis of phenylboronic pinacol esters at physiological pH. Cent. Eur. J. Chem. 11, 137—
139.

58 J. A. Gonzalez et al. (2016) MIDA boronates are hydrolysed fast and slow by two different
mechanisms. Nat. Chem. 8, 1067—-1075.
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Esquema 2. Sintesis del acido (3-(bis(carboximetil)amino)propil)trifenilfosfonio (7).

En una primera etapa se procedio a la alquilacion de la amina 3 con el 1,4-diyodobutano
(4) por reaccion en acetona seca en presencia de carbonato potésico para controlar la
acidificacion del medio como consecuencia del desprendimiento de HI durante el
transcurso de la reaccion. A pesar de numerosos intentos de optimizacion, el yoduro
deseado (5) so6lo se pudo obtener en bajo rendimiento (15 %). A continuacion, se hizo
reaccionar el yoduro 5 con trifenilfosfina siguiendo las condiciones habituales para la
formacidn de sales de fosfonio para obtener la sal de TPP deseada (6) y la hidroélisis de
los ésteres terbutilicos en medio acido por tratamiento con TFA en diclorometano
condujeron a la sal de fosfonio del MIDA, 7, en un buen rendimiento.

Ante la imposibilidad de mejorar el rendimiento de la primera reaccion de esta ruta
sintética y con el fin de optimizar el rendimiento global del procedimiento de sintesis del
TPP-MIDA 7 se prob6 una ruta alternativa haciendo reaccionar el reactivo 4 con
trifenilfosfina en tolueno para obtener el monoyoduro 8 en un excelente rendimiento del
94 %. A continuacion, el fosfonio electrofilico (con el yoduro como grupo saliente) se
hizo reaccionar con el MIDA protegido, para finalmente someterlo directamente a las
condiciones de &cido fuerte para la desproteccion de los grupos tBu y obtener asi el
producto deseado 7 en una secuencia sintética corta y con rendimiento del 91 % (Esquema
3).

PPhg _

I
Tol +
I/\/\I olueno I/\/\Pphs

. 0]
4 reflujo, 20 h
: 8 HN
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N -€ B
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2

7 6

Esquema 3. Sintesis alternativa del acido (3-bis(carboximetil)amino)propil) trifenilfosfonio

(7).
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Paralelamente a la sintesis del TPP-MIDA 7, se procedié a la sintesis del éster de
levofloxacina 11, para el cual se hizo reaccionar directamente el antibidtico levofloxacina
con el bromuro bencilico 10 a reflujo durante 18 h en presencia de Cs2CQOs, aislando el
fragmento deseado mediante HPLC en fase reversa con un rendimiento del 35.5%

(Esquema 4).
(HO)ZB\©\/
Br ""'(\o " NMe
S

10 (HO),B N N
levofloxacina, 9 > |
Cs,CO3, acetona 0 E

reflujo, 18 h
@) 0]

"

Esquema 4. Sintesis del éster de levofloxacina con el acido 4-(hidroximetil)fenil borénico(11).

A continuacion, procedimos a la condensacion del TPP-MIDA 7 con el &cido borénico
11 para dar lugar al boronato MIDA objetivo. Desafortunadamente, en ningun caso
obtuvimos el producto deseado, recuperandose los productos de partida de la reaccion en
todas las condiciones probadas: CH2Cl2/DMSO y CHCI3/DMSO a 50 °C y a 60 °C incluso
con tiempos de reaccion largos de hasta 18 h.

Curiosamente, el estudio de una reaccion modelo usando el derivado 12 y el acido
borénico (10) dio lugar al producto modelo 13 en buen rendimiento sin ningun tipo de

complicacion (Esquema 5).
(HO)ZB\©\/

OH  Tolueno: DMSO
80°C, 18 h

;{%

Esquema 5. Sintesis del éster borénico modelo con el derivado de MIDA, 13.

Aot

12

Estos datos indicaban que el grupo voluminoso de TPP afectaba negativamente a la
reaccion, posiblemente por aumentar significativamente la congestion estérica. Estudios
de modelizacion suplementarios también mostraban claramente que el grupo TPP es muy
voluminoso y la cadena alquilica corta no separaba suficientemente el TPP del grupo
MIDA, reforzando nuestra hipotesis de podia estar impidiendo el acoplamiento por
impedimento estéricojError! No se encuentra el origen de la referencia.. Por tanto, nos
planteamos un alargamiento del conector que alejase ambos grupos y facililtara, por lo
tanto, la reaccion de formacion del boronato MIDA.
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Figura 11 Estructura del trifenil fosfonio derivado de la levofloxacina indicando los atomos
CPK en formato semitransparente para mostrar el impedimento estérico que podria ejercer
el grupo TPP sobre el boronato.

Con el fin de alejar el TPP del MIDA y favorecer asi que pudiera tener lugar la formacion
del boronato deseado decidimos introducir una cadena alquilica de mayor longitud. Por
otra parte, con el fin de aportar una mayor flexibilidad a la sintesis y permitir la
introduccién del TPP en el ultimo paso de la sintesis en condiciones muy suaves y
selectivas que no afectasen a la estructura del éster de la levofloxacina previamente
ensamblada, nos planteamos la conexion a través de una reaccion click.®® Para ello,
sintetizamos en primer lugar la azida derivada del TPP (14) mediante desplazamiento Sn2
del yoduro 8 previamente sintetizado, obteniéndose el producto deseado con un
rendimiento excelente del 96% (Esquema 6).

I~ NaNg MeCN o
N NPpp,  ———— Ny O PPhg
8 85°C, 48h 14

Esquema 6. Sintesis del (3-azidopropil)-trifenilfosfonio (14) para acoplamiento “click”.

Por otro lado, se procedid a la alquilacion de MIDA con el yoduro 15 para obtener el
alquino intermedio 16 que permitiese la condensacion con la azida del TPP (rendimiento
del 54%). Seguidamente, como en situaciones anteriores, se realizo la desproteccion de
los acidos carboxilicos por tratamiento con acido trifluoroacético en diclorometano
(Esquema 7).

59 Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B. A Stepwise Huisgen (2002)
Cycloaddition Process: copper(l)-Catalyzed Regioselective “Ligation” of Azides and Terminal
Alkynes. Angew. Chem. Int. Ed Engl. 41, 2596-2599.
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Esquema 7. Sintesis del derivado MIDA-alquino (17) para el acoplamiento “click”.

El alquino derivado del MIDA 17 se hizo reaccionar con el &cido bordnico 11 para dar
lugar al alquino-MIDA que se obtuvo en buen rendimiento tanto en CH2Cl2/DMSO como
en DMF.
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O
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Z
2

CH,Cl,/DMSO N

)\/o ()\uwe 50°C, 18 h )\/o N()\”V'e

(0}
1 18
DMF
50°C, 18 h

Esquema 8. Formacion del éster del acido borénico de la levofloxacina con el MIDA-alquino
(18) precursor para la reaccién de acoplamiento “click”.

Desafortunadamente, la reaccion “click” para conjugar la azida del TPP 14 con el alquino
18 no tuvo lugar siguiendo las condiciones habituales para estas reacciones:
CH2Cl2/DMSO en presencia de Cul y acido ascorbico para mantener el Cu en estado de
oxidacion (I); DMF en presencia de 4-metilpiperidina, Cul y acido ascorbico; DMF en
presencia de 4-metilpiperidina y el complejo de cobre, bromotris(trifenilfosfina) cobre
(). En todos los casos observamos la descomposicion del acido borénico, posiblemente
catalizada por el propio cobre. Estos resultados nos llevaron a rechazar también esta ruta
sintética (Esquema 8).

Decidimos volver al planteamiento original usando una cadena alquilica sencilla en el
conector, pero extendiéndola para separar el TPP y favorecer la reaccion de formacion
del boronato. Asi pues, sintetizamos un derivado de MIDA con la cadena alquilica de
cinco carbonos como se muestra en el Esquema 9, siguiendo los mismos procedimientos
descritos anteriormente.
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Esquema 9. Sintesis del (5-(bis(carboximetil)amino)pentil)trifenilfosfonio (22).

Finalmente, procedimos a la sintesis de nuestra molécula objetivo con el conector
extendido a partir del derivado 22 y el &cido bordnico derivado de la levofloxacina (11),
obteniéndose, finalmente, el boronato deseado 23 (Esquema 10).

0 CCH
So \
O&, N PPhd~
B(OH), _|Ph3$ N PPN
o6 o 0 0
O O
N
O | 22 o |

N N Na,SO, DMF
ST e Rl OGN

Esquema 10. Sintesis del boronato 23.

Liberaciéon de levofloxacina.

Una vez obtenido el compuesto deseado, estdbamos en disposicién de estudiar la
liberacion de la levofloxacina por efecto del medio oxidante, para ello aprovechamos que
a levofloxacina es fluorescente, con espectros de emision diferenciados en funcién del
pH del medio.®° Los diferentes espectros de emision nos permitiran estudiar la hidrolisis
del éster derivado de la levofloxacina que daria lugar al carboxilato bajo rendimiento
cuantico y emision a una longitud de onda en torno a 460 nm, mientras que el acido

80 Polishchuk, A.V., Karaseva, E.T., Proskurina, N.A., and Karasev, V.E. (2008). Photochemical
behavior of levofloxacin. High Energy Chem. 42, 459-463.
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protonado (y el éster) tendrian un mayor rendimiento cuantico y una emision a mayor
longitud de onda, 520 nm (Figura 12).5°

El estudio de la hidrodlisis de este profarmaco se llevo a cabo incubando una disolucion
de 23 a 2 uM, con una disolucion de H202 200 uM a diferentes pH. Como se muestra a
continuacion, la prodroga 23 es estable en medio neutro o ligeramente basico (pH = 8),
pero se hidroliza a una velocidad lenta a pH basico (pH = 9, ti2 = 2 h), observandose un
aumento grande de la velocidad de hidrolisis a pH bésico (pH = 10, tiz = 0.5 h),
proporcionando asi una demostracion soélida del potencial de esta estrategia en
profarmacos para obtener la liberacion selectiva dentro de las mitocondrias.

O
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Figura 12 Arriba: Reaccién de hidrdlisis del profarmaco 23. Abajo: a) Espectros de emision
de una disolucién 2.0 uM de la levofloxacina en tampon HEPES a pH = 2 (linea punteada) y
a pH = 7.8 (linea continua). Aexc = 287 nm, 25 °C. A 450 nm la diferencia entre la emisién a
pH bésico y pH &cido. b) cinética de hidrdlisis del profarmaco 23 a diferente pH en presencia
de H202 200 mM. La vida media de 23 a pH 10 fue de aproximadamente 30 min, y a pH 8-9
en aproximadamente 2 h, no hubo hidrélisis significativa; c) Analisis por HPLC de la hidrolisis
del profarmaco 23. Huella de HPLC inferior de una solucién de profarmaco 23 al comienzo
del experimento de hidrdlisis (t = 0 h), y después de 10 h a pH = 10 (t = 10 h) indicando las
diferentes especies en la mezcla de reaccion identificadas por ESI-MS.
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Fosfonios fluorescentes

Aunque nuestra propuesta se centré en la aplicacion de trifenilfosfonio (TPP) como
modelo de DLC para inducir la localizacion mitocondrial, nos planteamos reemplazar los
sustituyentes fenilo con unidades policiclicas mas grandes que pudieran aportar nuevas
propiedades, que incluyen modulacion redox y fluorescencia para aplicaciones
teranosticas.

El pireno se destaca entre los compuestos poliaromaticos por sus propiedades
fotoquimicas Unicas, que que muestra una emision intensa y su espectro de fluorescencia
es sensible a la polaridad de su entorno y, dependiendo de las condiciones, el pireno puede
formar excimeros, debido a la interaccion de un pireno excitado con uno de estado
fundamental, lo que resulta en una emision distinta a larga longitud de onda. Teniendo en
cuenta estas propiedades de y los precedentes de fosfinas y 6xidos de fosfina derivadas
de pireno,%%2 nos propusimos sintetizar un compuesto capaz de combinar las propiedades
emisivas de las unidades de pireno con sus propiedades como cationes lipofilicos
deslocalizados para la focalizacién mitocondrial.®®

Estos derivados de pireno fosfonio PysP*—R no solo representaria una nueva familia de
cationes lipofilicos deslocalizados, que podrian impregnar las bicapas e internalizarse en
las mitocondrias, sino también, sus unidades de pireno les otorgarian una intensa emision
de fluorescencia. Que podria usarse para cualquier tipo de rastreador mitocondrial.

En un primer momento se probo la sintesis del la fosfina 25 a partir del tratamiento del
bromopireno (24) con P(OMe)s en THF, pero no obtuvimos el producto deseado, por lo
que decidimos utilizar un mejor electrofilo, reemplazando el P(OMe)s por PCls, en THF.
Aunque en esas condiciones tampoco obtuvimos nuestro producto de interés,
reemplazando THF por dietiléter permitié obtener la fosfina intermedia 25, que se
sometio directamente a la etapa de alquilacién con yodometano en THF obteniendo
nuestro producto deseado (Py)sPMe* (26) (Esquema 11).

61 Fang, Q., Li, J., Li, S., Duan, R., Wang, S., Yi, Y., Guo, X., Qian, Y., Huang, W., and Yang, G.
(2017). Thermally populated “bright” states for wide-range and high temperature sensing in air.
Chem. Commun. 53, 5702-5705.

62 Li, G., Xu, Y., Zhuang, W., and Wang, Y. (2016). Preparation of organic mechanochromic
fluorophores with simple structures and promising mechanochromic luminescence properties.
RSC Adv. 6, 84787-84793.

63 M. Toméas-Gamasa, M. Martinez-Calvo, J. R. Couceiro, J. L. Mascarefias. (2016) Transition
metal catalysis in the mitochondria of living cells. Nat. Commun. 7, 12538.
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Esquema 11. Sintesis del tripireno fosfonio 26.

Finalmente, después de haber sintetizado el derivado de pireno deseado 25, nos
propusimos estudiar su localizacion mitocondrial. .Para ello incubamos las células Hela
en un cubreobjetos de vidrio a 150,000 células/ml un dia antes del tratamiento. Luego, se
incubaron con el compuesto 26 (5 uM) durante 30 minutos. Luego, las células se lavaron
dos veces con DMEM vy se incubaron con TMRE (tetrametilrodamina, éster etilico) 500
nM durante 10 minutos. Antes de la observacion por microscopia de fluorescencia, las
muestras se lavaron dos veces con DMEM reciente. Los cubreobjetos se observaron in
vivo en un microscopio de fluorescencia equipado con un microscopio de fluorescencia
equipado con filtros adecuados. Como se puede ver en la Figura 13, mostré una excelente
localizacion mitocondrial mediante microscopia de fluorescencia.

TMRE (Py)sPMe* Overlay

Figura 13 Células Hella observadas mediante microscopio tras el tratamiento con (Py)sPMe*
(26), las imagenes se superponen al canal de emision rojo y azul después de la incubacion.
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Metalopéptidos para modulacion del estrés oxidativo

Los iones metalicos y el estrés oxidativo. Reaccion de Fenton.
Metalociclos biol6égicamente activos.

Los iones metalicos juegan un papel fundamental en la biologia de la célula. Asi, por
ejemplo, el Zn(ll) participa en procesos de sefializaciéon celular, en la regulacion de
expresion génica, en la sintesis de ADN, mediando en las interacciones proteina-proteina
y es esencial para el funcionamiento de multiples enzimas, en donde puede tener tanto un
rol estructural como catalitico.®*® De la misma forma, muchos otros iones metalicos
estan implicados en procesos claves para el normal funcionamiento de las células, siendo
también cruciales en el desarrollo de ciertos estados patoldgicos,®®®’ por lo que se tratan
de una diana terapéutica de enorme relevancia en quimica médica y bioldgica.®

Desde la primera mitad del siglo XX se han desarrollado una gran cantidad de ligandos
organicos capaces de coordinar iones® metalicos y metaloides en un ambiente celular con
el objetivo de reducir su biodisponibilidad. Durante la segunda guerra mundial se
desarrollé un compuesto ditidlico denominado dimercaptol (o BAL, British Anti-
Lewisite) como antidoto frente al gas venenoso Lewisita (beta-cloroetildicloroarsina),
que contenia arsénico.’® Después de la segunda guerra mundial, se observo que una gran
cantidad del personal que habia prestado servicios en los navios de guerra, sobre todo
aquellos que trabajaban en la reparacion de los cascos de los barcos, presentaban altos
niveles de plomo en la sangre. Esto hizo que se introdujese el uso médico del ligando
EDTA como agente quelante de plomo.”* Desde los afios 1960 se empezaron a introducir

64 Beyersmann, D., Haase, H. (2001). Functions of zinc in signaling, proliferation and
differentiation of mammalian cells. Biometals 14, 331-341.

65 Berg, J.M., Shi, Y. (1996). The galvanization of biology: a growing appreciation for the roles of
zinc. Science 271, 1081-1085.

66 Kim, B.-E., Nevitt, T., Thiele, D. J. (2008). Mechanisms for copper acquisition, distribution and
regulation. Nat. Chem. Biol. 4(3), 176-185.

67 Roth, J. A. (2006). Homeostatic and toxic mechanisms regulating manganese uptake, retention,
and elimination. Biol. Res. 39(1), 45-57.

68 Chen, A. Y., Adamek, R. N., Dick, B. L., Credille, C. V., Morrison, C. N., Cohen, S. M. (2019).
Targeting Metalloenzymes for Therapeutic Intervention. Chem. Rev. 119(2), 1323-1455.

69 Sears, M. E. (2013). Chelation: harnessing and enhancing heavy metal detoxification-a review.
Sci. World J. 219840.

70 Peters, R., L. Stocken, R. Thompson. (1945) British anti-Lewisite (BAL). Nature, 156, 616—
619.

71 Porru, S., Alessio, L. (1996). The use of chelating agents in occupational lead poisoning.
Occupational Medicine, 46(1), 41-48.
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modificaciones en el agente quelante BAL con el objetivo de reducir sus nocivos efectos
secundarios, y comenzaron a surgir analogos como DMSA, DMPA o DMPS."2

Tradicionalmente se ha considerado que la actividad bioldgica de los ligandos quelantes
se reducia a su capacidad de secuestrar los iones metalicos, disminuyendo su
biodisponibilidad.” Sin embargo, en los Gltimos afios se han intentado dar explicacion a
las propiedades citotdxicas que presentan algunos de estos sistemas. De entre todas las
justificaciones encontradas, tal vez la mas relevante sea que muchos de estos ligandos
quelantes tienen la capacidad de formar complejos metalicos que afectan a la homeostasis
redox de la célula.” Asi, por ejemplo, se ha demostrado que el compuesto elesclomol,
una droga que ha sido ensayada clinicamente para el tratamiento del melanoma, es capaz
de complejar iones Cu(ll) extracelulares con alta afinidad y transportarlos hasta la matriz
mitocondrial. Una vez en el interior de la mitocondria, el elesclomol facilita la reduccion
del Cu(ll) a Cu(l), que a su vez cataliza la formacion de especies oxidantes reactivas
(ROS) que son toxicas para la célula.”™"®

En este sentido, es necesario indicar que los iones metalicos pueden participar en los
procesos de generacion de ROS dentro de las células. En concreto, los iones metalicos en
estados de oxidacién reducidos, como Cu(l) o Fe(ll), pueden participar en la
descomposicion del perdxido de hidrdgeno a traves de la reaccion de Fenton, para dar
lugar de nuevamente a radicales peroxido.”” Los radicales peroxido asi generados son
muy reactivos y pueden reaccionar con biomoléculas proximas, produciendo asi su
degradacion y dando lugar a efectos citotoxicos.”® En este proceso el potencial de

72 Aposhian, H., Carter, D. E., Hoover T.D., Hsu C., Maiorino, R. M., Stine, E. (1984) DMSA,
DMPS, and DMPA-as Arsenic Antidotes. Appl. Toxicol. J. 4, 58-70.

73 Nelson, N. (1999). Metal ion transporters and homeostasis. EMBO J. 18, 4361-4371.

74 Ding, W.-Q., and Lind, S.E. (2009). Metal ionophores - an emerging class of anticancer drugs.
IUBMB Life 61, 1013-1018.

75 Nagai, M., Vo, N.H., Shin Ogawa, L., Chimmanamada, D., Inoue, T., Chu, J., Beaudette-
Zlatanova, B.C., Lu, R., Blackman, R.K., Barsoum, J. (2012). The oncology drug elesclomol
selectively transports copper to the mitochondria to induce oxidative stress in cancer cells. Free
Radic. Biol. Med. 52, 2142-2150.

76 Kirshner, J.R., He, S., Balasubramanyam, V., Kepros, J., Yang, C.-Y., Zhang, M., Du, Z.,
Barsoum, J., Bertin, J. (2008). Elesclomol induces cancer cell apoptosis through oxidative
stress. Mol. Cancer Ther. 7, 2319-2327.

77 Hasinoff, B.B., Wu, X., Yadav, A.A., Patel, D., Zhang, H., Wang, D.-S., Chen, Z.-S., Yalowich,
J.C. (2015). Cellular mechanisms of the cytotoxicity of the anticancer drug elesclomol and its
complex with Cu(ll). Biochem. Pharmacol. 93, 266-276.

78 Valko M., Jomova K., Rhodes C.J., Kuéa K., K. Musilek, K. (2016) Redox- and non-redox-
metal-induced formation of free radicals and their role in human disease. Arch. Toxicol. 90, 1-
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reduccion H202/HO" es de + 0.46 V, por lo que cualquier complejo metalico con un
potencial de reduccion menor que ese valor puede catalizar dicha reaccion.

Ecuacion 3 Fe(Il)/Cu(l) + H2 O 2— Fe(lll)/Cu(ll) + HO* + OH ~

Existen otros tipos de terapias relacionadas con la generacion de ROS y que utilizan iones
metalicos, como la terapia fotodinamica, una terapia no invasiva en la que la luz se usa
para dafiar selectivamente a tejidos que tengan algun tipo de lesion, generalmente a través
de la creacion in situ de ROS.”# Normalmente, esto se logra a través de un profarmaco
que genera oxigeno singlete citotdxico a través de la transferencia de energia en el estado
excitado. La terapia fotodinamica se ha empleado con éxito para tratar una variedad de
canceres y otras enfermedades.®-%? Una ventaja de esta terapia es que la muerte celular
puede estar dirigida a lugares concretos a través de una seleccion cuidadosa, minimizando
muchos de los efectos secundarios no deseados que aparecen en otros tratamientos
convencionales. La mayoria de los fotosensibilizadores en uso clinico son estructuras
tetrapirrdlicas.®® Sin embargo, estas estructuras tienen una serie de desventajas, pues son
sistemas con una solubilidad en agua relativamente baja y cuya sintesis y purificacion no
son triviales. En este sentido, los complejos de Ru(11)®+#y de otros iones metalicos, como
Ir(111),2¢ han sido objeto de un creciente nimero de estudios en los Gltimos afios por su
alta solubilidad y estabilidad en agua, gran versatilidad quimica, atractivas propiedades
Opticas y alta fotoestabilidad.
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Por ultimo, indicar que el estudio de la actividad bioldgica de los metalociclos y de las
metalocajas es relativamente reciente.8” Estas estructuras autoensambladas se han
empleado con éxito en diversas areas de la quimica bioldgica y de la quimica médica,
como la terapia fotodinamica® o como agentes de union al ADN.2>% Estos sistemas, que
pueden actuar en si mismos como metalodrogas o como nanocontenedores de otras drogas
y que estan basados en la mayoria de los casos en iones metalicos cinéticamente inertes,
son altamente estables en disolucion acuosa y poseen lugares de union altamente
estructurados que contienen residuos aromaticos hidréfobos que se unen con alta afinidad
a biomoléculas en condiciones bioldgicas.

Péptidos oligocationicos y transporte celular

En 1988 A.D. Frankel y M. Green demostraron que la proteina TAT del virus de
inmunodeficiencia humana era capaz de internalizarse eficientemente en las células, y
que poseia tal capacidad gracias al fragmento 48-60 del dominio béasico de la proteina, el
llamado péptido TAT.%! Posteriormente, D. Derossi descubrié que una secuencia de 16
aminoacidos, denominado pAntp o penetratina, localizada en la tercera hélice a del
homeodomino Antennapedia (RQIKIWFQNRRMKWKK) era capaz de atravesar la
membrana celular y alcanzar el nicleo.®>% A lo largo de los afios se han descrito muchos
otros péptidos que presentan la capacidad de atravesar la membrana citoplasmatica y
alcanzar el interior de la célula eficientemente. Estos péptidos presentan una gran
diversidad de secuencias y estructuras, pero, en general, se caracterizan por secuencias

87 Sepehrpour, H., Fu, W., Sun, Y., Stang, P. J. (2019). Biomedically Relevant Self-Assembled
Metallacycles and Metallacages. J. Am. Chem. Soc. 141(36), 14005-14020.
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90 Zhu, J., Haynes, C. J. E., Kieffer, M., Greenfield, J. L., Greenhalgh, R. D., Nitschke, J. R.,
Keyser, U. F. (2019). Fell4L4 Tetrahedron Binds to Nonpaired DNA Bases. J. Am. Chem. Soc.
141(29), 11358-11362.

91 Frankel, A.D., Pabo, C.0. (1988). Cellular uptake of the tat protein from human
immunodeficiency virus. Cell 55, 1189-1193.
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cortas de menos de 30 aminoacidos con muchos residuos basicos (Lys o Arg), que les
confieren un marcado caracter cationicos.%*%°%

Los estudios de estructura-actividad de los péptidos penetrantes (CPPs) demuestran que
los residuos cationicos juegan un papel fundamental en la internalizacion de estos
compuestos y que las argininas son mas efectivas que las lisinas en dicho proceso.®” Se
cree que esto es debido a que los grupos guanidinios de las argininas pueden unirse de
forma bidentada a través de enlaces por puente de hidrégeno con los grupos fosfato,
sulfato y carboxilato cargados negativamente presentes en la superficie celular, mientras
que el grupo amonio de la lisina, sélo puede unirse a estos mismos grupos de forma
monodentada.’*% A pesar de la gran cantidad de estudios realizados, no se conoce con
exactitud el mecanismo exacto de penetracion celular de los CPPs a través de las barreras
bioldgicas.®® Esto puede deberse a que se ha demostrado que los CPPs pueden
interaccionar con diferentes biomoléculas de la superficie celular, como lipidos y
proteoglicanos, lo que favorece que coexistan distintas vias de entrada. En cualquier caso,
los resultados experimentales evidencian que los CPPs pueden internalizar a través de dos
vias principales: la translocacion directa a través de la bicapa celular de la membranay la
via endocitica, aunque existen evidencias de que también pueden emplear mecanismos
de entrada alternativos.®®

Los CPPs son una de las herramientas mas utilizadas en el transporte intracelular no
invasivo de farmacos, incluyendo acidos nucleicos, proteinas, liposomas, nanoparticulas,
0 agentes de contraste de resonancia magnética, entre otros.'% 11 Sin embargo, no se han
explorado en el contexto de transporte de iones metalicos. Los CPPs ofrecen ciertas
ventajas respecto a otros transportadores, como son su baja citotoxicidad, su elevada

94 Richard, J.P., Melikov, K., Vives, E., Ramos, C., Verbeure, B., Gait, M.J., Chernomordik, L.V.,
Lebleu, B. (2003). Cell-penetrating peptides. A reevaluation of the mechanism of cellular
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eficiencia frente a distintas lineas celulares y una facil adaptacion a distintos sistemas de
administracion en pacientes.!®> Los CPPs también se han demostrado Utiles en el
desarrollo de nuevas terapias anticancer'® y otras aplicaciones biomédicas.'%

Por otro lado, los péptidos son plataformas muy versatiles que ofrecen muchas ventajas
sobre los ligandos organicos utilizados tradicionalmente en la quimica de coordinacion
para la construccion de complejos metalicos bioactivos.1% 1%
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Discusion de resultados
Disefo y sintesis de los ciclopéptidos.

La sintesis del residuo coordinante Fmoc-BAlaBpy-OH 26, derivado del ligando 2,2"-
bipiridina (Bpy), convenientemente modificado para su uso en la metodologia SPPS, se
obtuvo siguiendo la metodologia publicada con anterioridad por nuestro grupo de
investigacion,07.108.109.110.111 |5 cual estd a su vez basada en trabajos previos llevados a
cabo por los grupos Newkome e Imperiali.''? Una vez obtenido el residuo coordinante
26, sintetizamos los ligandos peptidicos lineales oligocatidnicos previamente disefiados,
(BAlaBpy-Rs)2 27 y (BAlaBpy-R3)s 28, y sus correspondientes derivados ciclicos, ciclo-
(BAlaBpy-Rs)2 29 y ciclo-(BAlaBpy-Rs)s 30, siguiendo los protocolos estdndar de fase
solida Fmoc/tBu (Esquema 12).

107 a) Albretch, M.; Stortz, P.; Nolting, R. (2003) Peptide/Metal-Ligand Hybrids for the Metal-
Assisted Stabilization of Peptide-Microstructures. Synthesis. 1307-1320; b) Sculimbrene, B. R.;
Imperiali, B. (2006) Double-Lanthanide-Binding Tags: Design, Photophysical Properties, and
NMR Applications J. Am. Chem. Soc. 128, 73467352,

108 Kaes, C.; Katz, A.; Hosseini, M. W. (2000) Bipyridine: The Most Widely Used Ligand. A
Review of Molecules Comprising at Least Two 2,2°-Bipyridine Units. Chem. Rev. 100, 3553—
3590.

109 a) Bouzada, D.; Salvado, I.; Barka, G.; Rama, G.; Martinez-Costas, J.; Lorca, R.; Somoza, A.;
Melle-Franco, M.; Vazquez, M. E.; Vazquez Lbpez, M. (2018) Selective G-quadruplex binding
by oligoarginine-Ru(dppz) metallopeptides. Chem. Commun. 54, 658-661; b) Gamba, I.; Rama,
G.; Ortega-Carrasco, E.; Martinez-Costas, J.; Vazquez, M. E.; Vazquez Lopez, M. (2014)
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Commun. 50, 11097-11100.
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R. F.; Gamez, P.; Brea, J.; Loza, M. |.; Vazquez, M. E.; Vazquez Ldpez, M. (2016) High-
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Chem. Commun. 52, 1234-1237.
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M. E. (2013) Custom-Fit Ruthenium(Il) Metallopeptides: A New Twist to DNA Binding With
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Esquema 12. Ruta sintética SPPS para los ligandos peptidicos lineales 27, 28, y ciclicos 29
y 30.

Estudio de las propiedades coordinativas de los ligandos peptidicos en agua en
presencia de iones Cu(ll) por técnicas espectroscopicas.

Una vez sintetizado el conjunto de ligandos peptidicos oligocationicos, procedimos a
estudiar su comportamiento en presencia de iones Cu(ll) en agua a través de diferentes
técnicas. Como hemos demostrado en un trabajo reciente,''3 mientras que el ligando 2,2’-
bipiridina tiene una propiedades emisivas muy débiles e incluso es considerada como una
molécula no fluorescente,!** la unidad asimétrica 5’-amida-[2,2’-bipiridina]-5-
carboxamida, que se encuentra incluida dentro del residuo BAlaBpy, posee una intensa
emision fluorescente con una banda centrada a 420 nmy con un rendimiento cuantico de

113 Gbémez-Gonzalez, J.; Pefa, D. G.; Barka, G.; Sciortino, G.; Maréchal, J.-D.; Vazquez Lopez,
M.; V&zquez, M. E. (2018) Directed Self-Assembly of Trimeric DNA-Bindingchiral
Miniprotein Helicates. Front. Chem. 6.

114 a) Dhanya, S.; Bhattacharyya, P. K. (1992) Fluorescence behaviour of 2,2'-bipyridine in
aqueous solution. J. Photochem. Photobiol. A Chem. 63, 179-185; b) Yagi, M.; Kaneshima, T.;
Wada, Y.; Takemura, K.; Yokoyama, Y. (1994) The effects of conformation and coordination
to zinc(II) ions on the luminescence properties of 2,2'-bipyridine, methyl-substituted 2,2'-
bipyridines and 2,2'-biquinoline. J. Photochem. Photobiol. A Chem. 84, 27-32.
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0,37.11% La emision fluorescente de este sistema se extingue parcialmente por la
coordinacion de iones Cu(ll), por lo que puede emplearse para monitorizar la formacién
de los correspondientes complejos de Cu(ll). Por lo tanto, procedimos a registrar los
espectros de emision de disoluciones 2 uM de los ligandos peptidicos en tampon fosfato
(1 mM, NaCl 10 mM, pH 6.5) en presencia de concentraciones crecientes iones Cu(ll)
(Aexc = 308 nm; Xem = 410 nm). Durante la valoraciones fluorimétricas, se observo la
extincion progresiva de la emision fluorescente de las unidades bipiridinicas de los
ligandos peptidicos en funcién de la concentracion de iones Cu(ll) en el medio (Figura
20). El perfil de intensidad de emisién de las valoraciones pudo ajustarse a diferentes
modelos de unidn para cada sistema peptidico sometido a estudio.*'® El ajuste de los datos
de emision se llevd a cabo utilizando el software DynaFit.!}” El ndmero y la
estequiometria de las especies introducidas en los ajustes se decidio después de analizar
los espectros de masas MALDI de las mezclas finales de valoracion. Las constantes de
union calculadas para cada sistema se resumen en la Tabla 1. Debemos sefialar que todos
los ligandos peptidicos estudiados son potencialmente capaces de ensamblarse en una
gran variedad de complejos metalicos de diferentes estequiometrias que estarian en
equilibrio termodinamico en disolucion. Echando un vistazo a sus estructuras, esto es
obvio para los péptidos lineales 27 y 28, pero también para los ciclicos 29 y 30. En este
sentido, la conexién de las unidades de coordinacion de 2,2"-bipiridina dentro de la
estructura del ciclopéptido se hace a través de sus posiciones 5,5' y este tipo de conexion
permite que las unidades de bipiridina de los ciclopéptidos puedan disponerse tanto en
posicién exo (exterior) como en endo (interior), dando lugar a una coordinacion inter-
macrociclica o intra-macrociclica, respectivamente (Figura 14). 118

115 Dong, Y.; Liu, T.; Wan, X.; Pei, H.; Wu, L.; Yao, Y. (2017) Facile one-pot synthesis of
bipyridine-based dual-channel chemosensor for the highly selective and sensitive detection of
aluminum ion. Sens. Actuators B Chem. 241, 1139-1144,

116 McBryde W. A. E. (1978) A Critical Review of Equilibrium Data for Proton- and Metal
Complexes of 1,10-Phenanthroline, 2,2’-Bipyridyl and Related Compounds. Pergamon.

117 El software DynaFit ajusta los datos experimentales numéricamente, utilizando el algoritmo
multidimensional de Newton-Raphson para resolver las ecuaciones no lineales que describen el
equilibrio. Dynafit requiere archivos de texto sin formato llamados scripts que contienen
informacion sobre el modelo quimico subyacente a los datos experimentales, valores
experimentales, como las concentraciones iniciales de reactivos, asi como informacion sobre la
ubicacién de los archivos.

118 Tian, L.-l.; Wang, C.; Dawn, S.; Smith, M. D.; Krause, J. A.; Shimizu, L. (2009) Macrocycles
with Switchable exo/endo Metal Binding Sites. J. Am. Chem. Soc. 131, 17620-17629.
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Figura 14 Representacion esquemética de los modos de coordinacion de los macrociclos.
a) Estructura rigida donde se muestra el sentido de giro; b) Coordinacion Intra-macrocliclica;
¢) Coordinacion Inter-macrociclica.

El espectro MALDI de la mezcla resultante de la valoracion fluorimétrica del ligando
(BAlaBpy-Rs)2 27 con iones Cu(ll) muestra picos compatibles con la presencia de los
aductos metélicos de estequiometria 1:1y 1:2 (ligando:metal). A continuacion utilizamos
un modelo secuencial hacia el aducto 1:2 que contiene como intermedio un complejo de
estequiometria 1:1 (Cu + P 2 C1, Kp!; C1 + Cu 2 C2, Kp'?), y un equilibrio combinado
(Cu + Cu + P 2 C2, Kn'?). Aunque ambos modelos se ajustan bastante bien a los datos
experimentales, los valores numéricos de las constantes secuenciales tenian poco sentido
quimico, por lo que decidimos considerar solo el equilibrio global o combinado, que
presenta una constante de disociacion aparente Kp*2 =0.5(0.13) pM (equilibrio 1:2). Con
respecto al comportamiento del ligando ciclico bisbipiridinico ciclo-(BAlaBpy-R3)2 29 en
presencia de iones Cu(ll), el espectro MALDI de la mezcla de valoracion resultante
muestra picos que se atribuyen a aductos de estequimetria 1:1 y 1:2. Los datos de las
valoraciones de fluorescencia pudieron ser ajustados a un modelo 1:2. Tanto el
mecanismo secuencial por etapas como el combinado o global se ajustaron bien a los
datos experimentales, pero la separacion del proceso coordinativo en dos etapas
elementales dio como resultado un aumento enorme de los errores del ajuste (Ko! =
13(27) uM; Kp? = 0.024(0.042) uM). Por ello seleccionamos para este sistema el
equilibrio global, que presenta una constante de disociacion aparente Kp'2 = 0.445(0.017)
uM (equilibrio 1:2), muy similar a la de su analogo lineal 27.

En lo que respecta a los ligandos peptidicos trishipiridinicos, el analisis MALDI de la
mezcla final resultante de la valoracion de fluorescencia del ligando lineal (BAlaBpy-R3)3
28 en presencia de iones Cu(ll), muestra picos correspondientes a la formacion de los
aductos 1:1, 1:2, 1:3 y 2:3 (ligando:metal). EI mejor ajuste se obtuvo con un modelo
complejo que involucra a todas estas especies, pero esta estrategia nos llevo a una alta
incertidumbre en los valores de las Kp resultantes, particularmente en las
correspondientes a las especies de orden superior Kp't = 0.24(0.71) pM y Kp'? = 0.3(0.55)
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pM (modelo mixto 1:1, 1:2 y 2:3). Finalmente, el espectro MALDI de la mezcla
resultante de la valoracion de fluorescencia del ligando ciclico trisbipiridinico ciclo-
(BAlaBpy-R3)s 30 en presencia de iones Cu(ll), muestra picos compatibles con la
formacion de aductos de estequiometria 1:1, 1:2 y 1:3. Ademas, aparecen picos con masas
grandes que implican dos, e incluso tres ligandos peptidicos. Los datos de las valoraciones
de fluorescencia se ajustaron mejor utilizando un modelo mixto que incluye especies 1:1
y 2:1 (ligando:metal). Sin embargo, los valores numéricos de las constantes de union
tuvieron errores extremadamente grandes debido a la introduccion de demasiadas
variables en el ajuste. La constante de disociacion aparente para el modelo combinado o
global fue Kp? = 0.168(0.056) pM (modelo mixto 1:1, 2:1 y especies de orden
superior).

Sistemas Modelos de enlace utilizados
- . Constantes de enlace calculadas*
metalopeptidicos en los ajustes
27/Cu(ll) equilibrio 1:2 Kp*? = 0.5(0.13) pM.
. Kp** = 0.24(0.72) pM

28/Cu(ll modelo mixto: 1:1, 1:2'y 2: D,

) v Kp*? = 0.3(0.55) UM
29/Cu(ll) equilibrio1:2 Kp*? = 0.445(0.017) pM
30/Cu(ll) modelo mixto 1:1, 2:1, Yy Ko = 0.168(0.056) M

especies de orden superior

* Las constantes de enlace se han calculado utilizando el software DynaFit.

Tabla 1. Constantes de unién calculadas para los sistemas metalopeptidicos de Cu(ll).

A continuacion se procedié a estudiar la serie completa de ligandos peptidicos y
metalopéptidos de Cu(ll) a través de espectrofotometria UV-Vis. La incubacion de las
disoluciones 5-6 uM de los ligandos peptidicos en buffer fosfato (1 mM, NaCl 10 mM,
pH 6.5) con Cu(ll) dio como resultado claros cambios hipo y batocrémicos de la banda
de absorcion de la Bpy de 312-315 nm en los ligandos libres a 334-336 nm en sus
complejos metélicos, lo que confirma la exitosa coordinacién de los iones Cu(ll) a las
unidades de Bpy. Ademas, se observo la aparicion de una Unica banda ancha muy poco
intensa centrada a 733-735 nm con coeficientes de extincion entre 57-114 mol* L cm™,
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que puede asignarse a transiciones d-d.}1%120.121122 | 5 forma, el coeficiente de extincion
y la posicion de esta banda Unica de campo ligando (LF) es consecuente con la presencia
mayoritaria de subunidades metélicas de estequiometria [Cul2]** (L=fragmento
BAlaBpy) dentro de las mezclas de las disoluciones de los metalopéptidos,?*?* o que
esta de acuerdo con los datos de MALDI y de las valoraciones de emision obtenidos.

También se realizaron estudios de CD a todos los ligandos peptidicos y metalopéptidos.
Los ligandos peptidicos oligocationicos dan lugar a espectros de CD caracterizados por
dos bandas de signos opuestos a 301-307 nm y 333-339 nm con un cruce a 318 nm, y con
efecto Cotton positivo, que pueden atribuirse a los cromo6foros de Bpy. La adicion de
iones Cu(Il) induce un desplazamiento batocromico de estas bandas a 321-325 nmy 353-
355 nm, respectivamente, con un punto de cruce a 332-335 nm y una inversion en su
signo. Ademas, la coordinacion de Cu(ll) induce la aparicion de una nueva banda con
signo positivo centrado a 292-295 nm. La inversion del signo después de la union de
Cu(Il) sugiere, como se esperaba, que las bipiridinas no estan preorganizados en absoluto
en los péptidos lineales 27 y 28, pero tampoco en los derivados ciclicos 29 y 30. Los
espectros de CD de los sistemas 27/Cu(ll), 28/Cu(ll) y 29/Cu(ll) muestran perfiles e
intensidades de banda muy similares, indicando una disposicion similar de las
subunidades metalicas [CuLn]?* (L= fragmento BAlaBpy y n=1-3) dentro de las mezclas

119 Hathaway, B.J.; Billing, D.E. (1970) The electronic properties and stereochemistry of mono-
nuclear complexes of the copper(ll) ion. Coord. Chem. Rev. 5, 143-207.

120 Sacconi, L.; Ciampolini, M. (1964) Magnetic Investigation of Some Tetracoordinated Nickel(Il)
and Copper(11) Complexes between 80 and 300°K. J. Chem. Soc. 276-280.

121 a) Arena, G.; Bonomo, R. P.; Contino, A.; Sgarlata, C.; Spoto, G.; Tabbi, G. (2004) Influence of
the coordination geometry on the physicochemical properties of a copper(ii) complex with a
tailor-made calixarene-based ligand bearing dipyridyl pendants. An ESR, UV-Vis and CV
study. Dalton Trans. 3205-3211; b) Garribba, E.; Micera, G.; Sanna, D.; Strinna-Erre, L. (2000)
The Cu(ll)-2,2"-bipyridine system revisited. Inorg. Chim. Acta. 299, 253-261; c) Boiocchi, M.;
Bonizzoni, M.; Fabbrizzi, L.; Piovani, G.; Taglietti, A. (2004) A Dimetallic Cage with a Long
Ellipsoidal Cavity for the Fluorescent Detection of Dicarboxylate Anions in Water. Angew.
Chem. Int. Ed. 43, 3847-3852; d) Amendola, V.; Miljkovic, A.; Legnani, L.; Toma, L.; Dondi,
D.; Lazzaroni, S. (2018) Self-Assembly of Pseudorotaxane Structures from a Dicopper(I1)
Molecular Cage and Dicarboxylate Axles. Inorg. Chem. 57, 3540-3547.

122 Cérdenas, D.; Livoreil, A.; Sauvage, J.-P. (1996) Redox Control of the Ring-Gliding Motion in
a Cu-Complexed Catenane: A Process Involving Three Distinct Geometries. J. Am. Chem. Soc.
118, 11980-11981.

123 Ozutsumi, K., Kawashima, T. (1991) Structure of copper(ll)-bpy and -phen complexes: EXAFS
and spectrophotometric studies on the structure of copper(II) complexes with 2,2'-bipyridine
and 1,10-phenanthroline in aqueous solution. Inorg. Chim. Acta. 180, 231-238.

124 Garribba, E.; Micera, G.; Sanna, D.; Strinna-Erre, L. (2000) The Cu(l1)-2,2'-bipyridine system
revisited. Inorg. Chim. Acta. 299, 253-161.
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de las disoluciones de los metalopéptidos.'?® Sin embargo, la intensidad de la banda
centrada a 292 nm es considerablemente mayor en 30/Cu(ll).

Estudios de citotoxicidad

NCI/ADR-
HCT-116 SF-268 NCI-H460 MRC-5
RES
Ligandos Peptidicos
>100.0, >100.0, >100.0,
27 >100.0, 22*2 >100.0, 46+3
31+2 52+3 53+2
>100.0, 26.0%2, 22.0%1, 44.4%0.84,
28 30.0+1, 88+2
67+2 9241 91+1 90+1
>100.0, >100.0, >100.0,
29 >100.0, 10+2 >100.0, 24+2
27+1 45+2 322
>100.0, 16.0+1, 21.0#1,
30 28.0+1, 86+1 18.0+1, 92+1
8ox1 92+1 92+1
Metalopéptidos
2.58+0.06, 2.27+0.04, 2.21+0.06, 3.48+0.05, 1.73+0.03,
27/Cu(ll)
94+1 92+1 88+1 96+1 92+1
2.72+0.05,  2.10%0.07,  2.41%0.04, .41+0.03,  1.80%0.02,
28/Cu(ll) 7 5 7 4 4 34 3
95+1 92+1 88+1 96+1 92+1
2.81+0.04,  2.49%0.03,  2.42%0.04, 3.64%0.07,  1.73%0.03,
29/Cu/ll)
94+1 93+1 88+1 96+1 92#1
2.82+0.06, 2.27+0.07, 2.83+0.07, 3.48+0.02, 1.48+0.03,
30/Cu(ll)
95+1 942 88+1 9611 92+1
Controles
13.0%1, .89+0.08, .29+0.46, .700.22,
Cisplatino 3 399 13.0+1, 861 >-29%0-4 >7
94%1 92+1 6214 921
>100.0, >100.0, >100.0,
CuCl, 99.0+1, 91+1 79.0%3, 91+1
94+1 87+1 97+1

Tabla 2. Valores de ICso (UM) ¥ Emax (%) de los ligandos peptidicos y metalopéptidos de
Cu(ll) para las lineas celulares tumorales HCT-116, SF-268, NCI/ADR-RES y NCI-H460 y
también para la lineas cellular de fibroblastos de pulmén no transformados (MRC-5). Los
estudios se han llevado a cabo usando el método MTT.

Se evaludé la citotoxicidad de los ligandos peptidicos y sus correspondientes
metalopéptidos de Cu(ll) frente a un conjunto de lineas celulares tumorales que incluyen

125 Gamba, I.; Rama, G.; Ortega-Carrasco, E.; Berardozzi, R.; Sanchez-Pedregal, V.; Di Bari, L.;
Maréchal, J.-M.; Vazquez, M.; Vazquez L6pez, M. (2016) The folding of a metallopeptide
Dalton Trans. 45, 881-885.
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HCT-116 (carcinoma de colon), SF-268 (glioma humano), NCI / ADR-RES (carcinoma
de ovario resistente a doxorrubicina ), NCI-H460 (carcinoma de pulmén), asi como en
fibroblastos de pulmon no transformados (MRC-5). Se analizaron las curvas de respuesta
y los resultados se resumen en la Tabla 2. EI comportamiento citotdxico de los péptidos
de ligando libre es variable y parece depender del nimero de fragmentos de Bpy incluidos
dentro de las estructuras de ligando peptidico. Por un lado, los péptidos libres
bisbipiridinicos (27 y 29) pueden considerarse no activos en todas las lineas celulares en
estudio, ya que la curva de inhibicion del crecimiento celular no puede completarse
incluso alcanzando una concentracion de 100 pM de compuesto. Esta situacion se repite
para los ligandos peptidicos trisbipiridinicos (28 y 30) y la linea celular HCT-116. Sin
embargo, para todas las otras lineas celulares, tanto 28 como 30 parecen ser altamente
citotoxicas, aunque mucho menos (un orden de magnitud mas alto) que sus
correspondientes complejos de Cu(ll). Todos los metalopéptidos muestran una
citotoxicidad muy alta frente a todas las lineas celulares de cancer bajo estudio y también
para la no tumoral (MRC-5) con diferencias muy pequefias entre las lineas celulares y
también entre si, teniendo en cuenta los valores de ICso alcanzados en cada caso. Estos
valores de ICso estan en el orden de cisplatino para las lineas celulares SF-268 y NCI-
H460 pero, sin embargo, son un orden de magnitud menor para las lineas celulares HCT-
116 y NCI/ADR-RES. Ademas, aunque los valores de Emax de la serie completa de
metalopéptidos de Cu(ll) son bastante similares a los del cisplatino para las lineas
celulares HCT-116, SF-268, NCI/ADR-RES e incluso MRC-5, estos son
significativamente mas altos que los de cisplatino para las celulas tumorales NCI-H460.
Por ejemplo, el Emax medido para cisplatino en este caso fue de 62 uM, mientras que todas
las series de metalopéptidos de Cu (II) mostraron valores de 96 (92 uM para los ligandos
trisbipiridinicos libres 28 y 30) en las mismas condiciones experimentales.'?®

En la actualidad estamos estudiando el posible origen de la alta citotoxicidad de estos
metalopéptidicos. Datos preliminares obtenidos muy recientemente y que no se incluyen
en esta memoria apuntan a que el origen de la misma es la capacidad de estos sistemas
para generar especies ROS en el medio celular.

126 Fallahi-Sichani, M.; Honarnejad, S.; Heiser, L. M.; Gray, J. W.; Sorger, P. K. (2013) Metrics
other than potency reveal systematic variation in responses to cancer drugs. Nat. Chem. Biol. 9,
708-714.
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Conclusiones

Hemos sintetizado la prodroga de levofloxacina con trifenilfosfonio con un
conector de ester boronico MIDA. Estudios in vitro demuestran la hidrolisis
selectiva en medio oxidante y pH basico, aunque esos estudios sugieren que la
prodroga es excesivamente estable, los resultados preliminares validan la
estrategia.

Se ha sintetizado un derivado de fosfonio derivado de pireno que es fluorescente
y se localiza selectivamente en la mitocondria, pudiendo tener aplicaciones
terandsticas.

Se han sintetizado una serie de ligandos peptidicos oligocationicos lineales y
ciclicos equipados con dos y tres unidades del ligando 2,2’-bipiridina (Bpy) y
derivados del residuo coordinante Fmoc-pAlaBpy-OH 26 haciendo uso de la
metodologia sintética de péptidos en fase solida (SPPS).

Hemos estudiado el comportamiento coordinativo de estos ligandos peptidicos en
disolucién acuosa en presencia de iones Cu(ll) mediante diferentes técnicas
espectroscopicas, como espectroscopia de fluorescencia, espectrofotometria UV-
vis y dicroismo circular, asi como por espectrometria de masas MALDI.

Hemos estudiado las propiedades citotoxicas de todos los ligandos peptidicos y
sus correspondientes metalopéptidos de Cu(ll) frente a diversas lineas celulares
cancerigenas. Todos los metalopéptidos muestran una citotoxicidad muy alta
frente a todas las lineas celulares cancerigenas, en algunos casos un orden de
magnitud mejor que el mostrado por el cisplatino. En estos momentos estamos
estudiando el origen de la citotoxicidad de estos complejos, que sospechamos que
reside en su capacidad para generar especies ROS en el entorno celular.
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Reactivos y Disolventes

Los reactivos comerciales se adquirieron de Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, Panreac o Fluka
y se emplearon sin purificacion adicional. Los disolventes utilizados fueron adquiridos
en Sigma-Aldrich, Scharlau o Fisher Chemical y todos fueron de calidad de sintesis o de
HPLC y se utilizaron sin purificacion adicional.

Para cromatografia en capa fina analitica se emplearon placas de aluminio con gel de
silice 60 F2s4 Merck. Las manchas se visualizaron con luz UV (254 y 365 nm). En aquellos
casos en que fue necesario se emplearon los reveladores de Hannessian (disolucién
acuosa de molibdato amoénico, sulfato de cerio y H2SOa4) y ninhidrina (trioxohidroindeno
monohidrato y etanol).

Para la cromatografia en columna a presion se empled gel de silice 60 (230-400 mesh
ASTM) de Merck.

Por lo que respecta a la sintesis de los metalopéptidos y de los ligandos peptidicos; los
aminoacidos, los reactivos de acoplamiento y la resina fueron suministrados por Iris
Biotech, Sigma-Aldrich, Fluorochem y NovaBiochem. Se empled la resina cloruro de 2-
clorotritilo y la arginina se us6 en forma de Fmoc-Arg(Pbf)-OH.

Procedimientos y Técnicas Experimentales
Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los diferentes compuestos fueron caracterizados por RMN en instrumentos Bruker
AMX500 de 11.74 T 'y Varian Mercury 300 de 7.04 T. Los datos de RMN se han escrito
usando el formato recomendado por la American Chemical Society: *H-NMR (v [*H]
MHz, disolvente-d", 6) y 3C-NMR (v [**C] MHz, disolvente-d", 6).

Espectrometria de masas (MS)

Para la caracterizacion mediante espectrometria de masas de los diferentes compuestos
se emplearon las técnicas ESI (Bruker Microtof ESI-TOF) y MALDI (Bruker Autoflex
MALDI-TOF). La matriz se seleccion6 en funcion del peso molecular de los péptidos, se
utilizé 4-HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicindmico) para peptidos pequefios y acido
sinapinico para péptidos mayores de 3 KDa.

Los datos de espectrometria de masas de los diferentes compuestos sintetizados se han
escrito usando el siguiente formato: MS (m/z). Calculado ([M+H]", CxHyN:Ok) =,
encontrado = ; calculado ([M+2H]?*, CxHyN:Ok) =, encontrado =.

Espectroscopia de fluorescencia

Las medidas de espectroscopia de fluorescencia se realizaron en un espectrofotometro
Varian Cary Eclipse. Para las medidas se utiliz6 una cubeta Hellma 100-QS de 1.5 mL.
Se llevaron a cabo estudios termodindmicos de la formacion de los metalopéptidos,
utilizando como parametros: longitud de excitacién 305 nm, rango de adquisicion 310-
600 nm, resolucion 0.2 nm, acumulacion 1 barrido, velocidad de barrido 200 nm/min.
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Ultravioleta visisble

Las medidas de absorbancia UV/Visible se realizaron en un espectrofotémetro Jasco
V-630 termostatizado con un peltier Jasco ETC-717 a 20 °C. Para las medidas se emple6
una cubeta Hellma 100-QS de 1 cm de paso Optico. Los parametros de adquisicion
empleados en las medidas muestras fueron los siguientes: velocidad de barrido 200
nm/min, resolucion 0.2 nm

Dicroismo Circular

Las medidas de dicroismo circular se realizaron en un espectrometro Jasco J-815 CD
termostatizado a 20 °C y empleando una cubeta (100-QS, de 2 mm de paso Optico). La
velocidad de escaneado se ajustd a 200 nm/min y los espectros se obtuvieron por
acumulacion de tres barridos. Se utilizaron para los espectros concentraciones de 10 uM
de péptido y la concentracién de i6n metalico necesaria para su coordinacion segun los
datos de valoracion.

HPLC

HPLC-MS

Se empled un cromatografo Agilent 1200 series LC/MS empleando una columna analitica
Phenomenex Luna Cis (1.8 um, 2.1 x 50mm), en condiciones estandar de fase reversa.
Como fase movil se emplearon mezclas H20 0.1 % TFA (disolvente A) y CH3CN 0.1 %
TFA (disolvente B) en gradiente lineal en 12 min con un flujo de 0.350 mL/min. Los
compuestos se detectaron por absorcion UV a 222, 270 y 330 nm.

HPLC-Preparativa

Se empled un cromatografo Alliance HPLC Waters 1500 series con detector UV 2489,
utilizando una columna Sunfire Prep Cis OBD (5 um, 19 x 150 mm) en fase reversa de
Waters. Las condiciones estandar para HPLC preparativa consistieron en un régimen
isocratico durante los primeros 5 min, seguido de gradientes lineales durante 30 min (A:
H20 0.1% TFA, B: CH3OH 0.1% TFA. Los gradientes se ajustaron para cada péptido.

Sintesis de péptidos en fase sdlida

El acoplamiento de los aminoacidos se realiz6 en un reactor como el de la Figura 15 de
forma manual. Los disolventes se afiaden por la parte superior del reactor. La resina se
agita con la llave en la posicion 1, haciendo pasar una corriente de Nz por el sistema. Los
disolventes y reactivos se filtran de A a B con la llave de tres bocas en la posicion 2 y
aplicando presion con N2 desde la parte superior del reactor.
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{———=Nj, posicién 2

placa filtrante

posicién 1

{——— N, posicién 1

Figura 15 Montaje para la sintesis manual de péptidos en fase sdélida.

Reactivos y disolventes utilizados en los acoplamientos
Se utilizé N,N"-Dimetilformamida (DMF) de grado adecuado para la sintesis de péptidos.
Las disoluciones empleadas se prepararon al inicio de cada sintesis.

- Piperidina/DMF: 20 mL de piperidina en 80 mL de DMF.

- DIEA/DMF: 3 mL de DIEA en 90 mL de DMF (0.195 M DIEA).

Preparacion de la resina
Para todos los péptidos, tanto lineales como ciclicos, se empled la resina 2- Clorotritilo
de Iris Biotech con carga 0.8 mmol/g.

El procedimiento de preparacion de la resina para iniciar la SPPS es el siguiente:

a)

b)

c)
d)

e)

f)
9)

Afadir la resina (0.05 mmol) al matraz de reaccion y lavarla con DCM (5 mL, 10
min).

Pesar 1.0 equiv. del primer aminoacido. Si se necesita una resina con carga mas
baja, se reduce la cantidad de aminoacido. Disolver el Fmoc-amino en DCM
(aproximadamente 1 mL por mg de resina) y afiadir 5 equiv. de DIEA. Afadirlo
a la resina (60 min)

Lavar con DCM (3 x 5 mL, 5 min)

Comprobar que el test de TNBS es negativo.

Desproteger el grupo amino de la resina: 20 % piperidina en DMF (5 mL durante
30 min).

Lavar con DMF (3 x 5 mL, 5 min).

Comprobar que el test de TNBS es positivo.

Completada esta secuencia, dicha resina esta lista para continuar acoplando los siguientes
aminoacidos. El proceso de la sintesis se detalla a continuacion.

Proceso sintético de los acoplamientos
Los péptidos se sintetizaron manualmente siguiendo el protocolo estandar para sintesis
de péptidos segun metodologia Fmoc, empleando una escala de 0.1 mmol:
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a) Acoplamiento de la Fmoc-Arg(Pbf): Se disuelve el aminoacido (0.5 mmol, 5
equivalentes) junto con una cantidad estequiométrica de HBTU como agente
activante y DIEA/DMF (3.75 mL, 6 equivalentes).Tras 2 min se afiade la mezcla
sobre la resina. La suspension resultante se agita durante 30 min con corriente de
N2.

b) Acoplamiento de la Fmoc-f4laBpy-OH: En este caso se emplea un exceso de 3
equivalentes por mol de resina y se emplea el HATU como agente activante. Se
pesa el residuo coordinante en un vial de vidrio junto con una cantidad
estequiométrica de HATU. Sobre este sélido se adiciona 1 mL de DMFy 2.25 mL
de DIEA/DMF; la mezcla se disuelve asistida por ultrasonidos durante 5 minutos.
El tiempo de acoplamiento para estos residuos coordinantes fue de 1 hora.

c) Lavados: Se realizan lavados después de cada acoplamiento con DMF (2 x 5 mL,
3 min). Una vez lavada la resina se lleva a cabo el test de TNBS para comprobar
si se produjo el acoplamiento. Si es negativo se puede proceder al siguiente
aminoéacido. En caso de dar positivo se repite el acoplamiento.

d) Desproteccion del grupo protector temporal (Fmoc): Se lleva a cabo por
tratamiento basico con 20 % piperidina en DMF durante 20 min. A continuacién
se lava la resina desprotegida con DMF (4 x 5 mL, 2 min).

e) Test TNBS: se utiliza para detectar aminas primarias libres en la resina, sirviendo
para determinar el grado de incorporacion de los aminoacidos acoplados. TNBS
es el acronimo de acido 2,4,6- trinitrobencenosulfénico y reacciona con aminas
primarias formandose una sulfonamida de color rojo intenso (Esquema 13). Para
realizar el test se coge una pequena fraccion de la resina y se adiciona dos gotas
de DIEA (10 % en DMF) y otra gota de una disolucién de TNBS (1 % en DMF).
La suspension se deja reposar durante unos 2 min y se observa el color que
adquiere la resina. Si la resina adquiere un color rojo intenso el test es positivo, lo
que significa que hay aminas primarias libres en la resina. Si por el contrario la
resina no se colorea, el test es negativo, y es indicativo de que el acoplamiento ha
sido cuantitativo.

f)
NO, NO,
o H,N—R O R
O,N S—-OH —— > O,N S—NH + H,0
4 DIEA a
NO, NO,

Esquema 13. Condensacion entre el TNBS y una amina primaria para formar una
sulfonamina.

Rotura de la union del péptido con la resina y desproteccion total
La rotura de la unién del péptido con la resina se llevé a cabo utilizando una mezcla de
TFA con reactivos secuestradores de carbocationes:

Coctel: 25 pL TIS, 25 pL H20, 50 uL. CH2Cl2, 900 puL TFA.
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Para una escala de 0.1 mmol se afiaden 12.5 mL (1 mL de disolucion por cada 40 mg de
resina) de cdctel. La mezcla resultante se agita durante 2 h y la suspension se filtra para
separar la resina de la mezcla de desprotecciéon y se lava la resina con TFA (1 mL
aproximadamente) para a continuacion concentrar la disolucion acida resultante hasta un
volumen méximo de 2 mL empleando corriente de N2. Esta disolucién se afiade
lentamente sobre Et2O (10 mL éter por cada mL de disolucion de rotura empleada)
previamente enfriado con COz solido y la suspension de péptido en Et20 se centrifuga a
7830 r.p.m. durante 15 min. A continuacion se separa el liquido sobrenadante del sélido
centrifugado suspendiéndose nuevamente dicho sélido en EtO (10 mL) para arrastrar
restos de cdctel y se centrifuga de nuevo. El s6lido obtenido se seca a vacio y se procede
a su analisis mediante HPLC-MS vy purificacion por HPLC.

Para la desproteccion de péptidos que van a ser ciclados se usa el coctel AcCOH/TFE/DCM
(1:1:8) durante 1 h. El proceso de ciclacion se realiza en disolucion, con 2 equiv. del
agente acoplante PyAOP y 6 equiv. DIEA en DMF durante toda la noche. Una vez
ciclado, se vuelve a desproteger de los grupos protectores de las cadenas laterales
utilizando el coctel con TFA descrito previamente. A partir de aqui, es el mismo
procedimiento que para un péptido lineal.

Para el calculo de los rendimientos de la SPPS no hay mas que pesar el péptido
desprotegido y purificado y dividir esta cantidad por la que deberiamos obtener, teniendo
presente la escala a la que hemos trabajado y multiplicando los milimoles esperados de
péptido por su peso molecular, incluyendo los contraniones trifluoroacetato que llevarian
consigo los residuos basicos.

Estudios de citotoxicidad

Los estudios de citotoxicidad de los compuestos se llevaron a cabo en las lineas celulares
HCT-116, SF-268, NCI/ADR-RES, NCI-H460 y MRC-5. Estas células se cultivaron con
medio de crecimiento McCoy’s 5a Medium Modified suplementado con un 10% de FBS
(Fetal Bovine Serum) en una atmdsfera de 95% de aire y 5% de COz, a una temperatura
de 37 °C. La inhibicion del crecimiento celular inducida por los compuestos se evalud
usando un sistema basado en las sales de tretrazolio del MTT, por su capacidad de ser
transformado en formazéan cuando las células son metabolicamente activas. Las células
se sembraron en una placa estéril de 96 pocillos a una densidad de 5000 celulas/pocillo y
se incubaron durante 24 h en medio de crecimiento. Posteriormente se afiadieron los
compuestos disueltos en H20, manteniendo la misma proporcion de H20 en cada pocillo.
Al cabo de 48 horas (a 37 °C y en una atmosfera de 5% de CO2/95% de aire) se afiadio
10ul de MTT a cada pocillo y se incubd durante 4 horas. E1l MTT se prepard a una
concentracion de 5 mg/mL en PBS (NaCl 0.136 M, KH2PO4 1.47 mM, NaH2PO4 8 mM
y KCI 2.68 mM). Posteriormente se afiadieron 100 pL. de SDS al 10% en HCI al 0.01M
y se incubd durante 12-14 h bajo las mismas condiciones experimentales. Finalmente se
realizd una lectura de absorbancia de las placas a una longitud de onda de 595 nm (Tecan
M1000 Pro). Todos los experimentos se realizaron con puntos por triplicado.
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Los datos se expresaron como % de inhibicion del crecimiento. Este % de inhibicién se
calculd en base a la formula:

AO = 100

% inhibicion = 1 B
Yo inhibicion 00 AT

en donde AO es la absorbancia observada en los pocillos con el compuesto objeto de
estudio y AT es la absorbancia observada en los pocillos con H20.

El potencial de inhibicion de los compuestos fue calculado mediante la construccion de
curvas mediante el % de concentracion de inhibicion y extrapolando los valores de 1C50
(concentracion de compuesto que inhibe el 50 % de crecimiento) a partir de los valores
de las curvas. Estos estudios se realizaron en colaboracion con el Dr. José Manuel Brea
Floriani, del Grupo de Investigacion BioFarma (CIMUS, USC).

Estudios de internalizacion celular

Estos experimentos se realizaron en una vitrina limpia estéril Tesltar AV-100 a
temperatura ambiente. Las muestras utilizadas se mantienen almacenadas en nevera por
lo que se calentaron previamente en un bafio de agua (37°C).

Las células Hela se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium), 5
mM de glutamina, penicilina (100 unidades/mL) y estreptomicina (100 unidades/mL)
(todas de Invitrogen). Las muestras se incubaron en de 5% de CO2 a 37 °C.

Las imé&genes de microscopia se obtuvieron con una camara digital Andor Zyla montada
en una Nikon TiE. Posteriormente, las imagenes se procesaron con el software Image J o
NIS. Los parametros de los canales fluorescentes fueron para Nikon (Semrock): DAPI-
1160B-000: BP 387/11 nm, LP 447/60 nmy DM 409 nm; TRITCB- 000: BP 543/22 nm,
LP 593/40 nmy DM 562 nm.
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Sintesis
Sintesis del derivado de la levofloxacina

Sintesis del di-tert-butil 2,2'-((3-iodopropil)azanodiil)diacetato (5).

k)u P it koﬁvwéokok

K,CO3 acetona
reflujo, 48 h 5

En un matraz seco, bajo N2, se introduce secuencialmente 3 (250 mg, 1.0 mmol), 4 (329
mg, 1.1 mmol) y K2COs (280 mg, 2.0 mmol). A continuacion se afiade acetona seca (10
mL). La mezcla resultante, provista de un tubo refrigerante, se introduce en un bafio a 50
°C durante 48 h. Al cabo de las 2 h iniciales se observa la formacién de una pasta
blanguecina que evoluciona a grisacea hacia el final de la reaccion.

Se deja que la mezcla alcance ta y se concentra a sequedad. El residuo resultante se
redisuelve en CHCIs (15 mL) y sobre la suspensiéon resultante se afiade H20 (15 mL). La
mezcla se deja con agitacion durante 1h hasta observar la desaparicion de sélido en
suspension. La mezcla se pasa a un embudo de extraccion y se separan las fases. La FA
se extrae con mas CHCIs (2 x 15 mL). El conjunto de FO se lava con una disolucién
saturada de NaCl (15 mL), se seca con Na2SO4 y se concentra a sequedad. El residuo
resultante se purifica por columna (SiOz, corta, primero DCM; luego CH2Cl2/AcOEt (9:1)
para obtener 5 (102 mg, 24 %) como un sélido blanco.

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) &: 3.41 (s, 4H), 3.27 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.80 (t, J = 6.7 Hz,
2H), 1.94 (p, J = 6.8 Hz, 2H), 1.45 (s, 18H) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) §: 170.8 (2CO), 81.2 (2C), 56.4 (2CH>), 54.8 (CHz), 32.2
(CH2), 28.3 (6CHs3), 4.6 (CH2) ppm.
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Sintesis del (3-(bis(2-(tert-butoxi)—2-oxoetil)amino)propil) trifenil- fosfonio (6).
I;Ph3 I

)(O j\/ do )< PPhs, tolueno )(Oj\/"é?\ok

reflujo, 18 h

En un matraz seco se prepara una disolucion de 5 (102 mg, 0.246 mmol) y PPhs (78 mg,
0.29 mmol) en tolueno (2.5 mL). La mezcla resultante se desoxigena mediante burbujeo
de N2 (globo) durante 5 min y se introduce en un bafio a 110 °C (utilizar tubo refrigerante)
durante 18h.

Se deja que la mezcla alcance temperatura ambiente y se pasa a un tubo Falcon con la
ayuda de CHzCl2 (menor volumen posible). Se concentra hasta obtener un volumen
igual/o menor de 0.5 mL (aprox) y se afiade éter (40 mL) observandose la formacion de
un sélido que se aisla por centrifugacion. El lavado con éter se hace por triplicado. Se
obtiene 6 (86 mg, 53%) como un sélido blanco.

'H-NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.79-7.56 (m, 15H), 3.74 (dd, J = 15.3, 12.6 Hz, 2H),
3.26 (s, 4H), 2.90 (t, J = 4.7 Hz, 2H), 1.70 (m, 2H), 1.32 (s, 18H) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) 8: 170.5 (2CO), 135.0 (3CH),133.5 (d, J = 10.0 Hz, 6CH),
130.4 (d, J = 12.5 Hz, 6CH), 118.05 (d, J = 86.2 Hz, 3C), 81.1 (2C), 56.2 (CH2), 54.3 (d,
J=16.2 Hz, CH2), 28.0 (6CHs3), 21.3 (CH2), 19.9 (d, J = 52.7 Hz, CH2) ppm.
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Sintesis del acido (3-(bis(carboximetil)amino)propil)trifenylfosfonio (7).

+
PPh; -

N
PPhy -
O H/O TFA:CH,Cl, (1:1) o H/O
e I I K S
6

7

ta2 h, >95%

En un matraz aforado se prepara una disolucion de 6 (86 mg, 0.127 mmol) en CH2Cl2 (5
mL). Sobre esta disolucion se afiade TFA (4 mL) lentamente y la mezcla resultante se
mantiene con agitacion a temperatura ambiente durante 2 h.

La mezcla se concentra a sequedad, se redisuelve en CH2Cl2 (0.5 mL) y se afiade éter (40
mL) observandose la formacidn de un sélido en suspension que se aisla por centrifugacion
para obtener 7 como un so6lido blanco (57 mg, 91 %). La obtencion y pureza de este
derivado se comprueba mediante HPLC.

HPLC-MS (ESI) (m/z, 5-95%B, tr = 7.9 min). Calculado ([M+H]", [C2sH27NO4P*]* =
436.17; encontrado = 436.32)

Intefd! ] ' ' = “EC14 BA1 01 4470.d° UV Chromatogram, 222 nm
[maAU]
1001

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [rin]

Intensj EC14_BA1_01_4470.d: M5, 7.9-7.9min #515-521
¥10
2+

5 436.32

316.38

165.70

0 T i bl T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 miz

Figura 16 Arriba, espectro de HPLC del compuesto 7; abajo, espectro MS del mismo
compuesto.
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Sintesis del (3-iodopropil) trifenilfosfonio (8).

PPhj3, tolueno B

I

+

1T > 17" pph,
4 reflujo, 18 h 8

En un matraz seco se disuelve PPhs (2 g, 7.6 mmol) en tolueno (15 mL) a 95 °Cy, a
continuacion, se afiade 4 (1.8 mL, 0.02 mol). La mezcla resultante se calienta a reflujo,
bajo agitacion, durante 20 h.

La mezcla se concentra a sequedad, se disuelve en el minimo volumen de CH2Cl2 (0.5
mL) y se afiade éter (40 mL) observandose la formacion de un sélido en suspension que
se aisla por centrifugacion para obtener 8 como un sélido amarillo (3.9 g, 94 %).

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.96-7.67 (m, 15H), 3.97 (m, 2H), 3.62 (m, 2H), 2.21 (m,
2H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls) & 134.4 (3C), 132.51 (6CH), 129.60 (6CH), 116.95 (3CH),
25.63 (CH2), 22.64 (CH2), 5.74 (CHa).
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Sintesis del di-tert-butil 2,2'-((3-(trifenil-A4-fosfaneil)propil)azanediil)diacetato (6).

+
PPhg -

v 1
1" PPn,
0o H O 8 O 0
)()J\/N\)J\ J< > )()J\/N\)J\ J<
0 o K,CO o o
3 2CO3 acetona 6
reflujo, 48 h

En un matraz Schlenk seco, bajo atmosfera de nitrogeno, se disuelven 3 (928 mg, 1.66
mmol), 8 (340 mg, 1.38 mmol) y K2COs (381 mg, 2.76 mmol) en acetona seca (14 ml).
La mezcla resultante se agita a reflujo durante 48 h.

Se deja que la mezcla alcance t.a. y se concentra a sequedad. El residuo resultante se
redisuelve en CHCIs (15 mL) y sobre la suspension resultante se afiade agua (15 mL). La
mezcla se deja con agitacion durante 1 h hasta observar la desaparicion de solido en
suspension. Se separan las fases en un embudo de extraccion, y la acuosa se extrae con
CHCI3 (2 x 15 mL). Las fases organicas combinadas se lavan con NaClsat (15 mL), se
secan con NazSOs y se concentran a sequedad. El residuo resultante se purifica por
columna en gel de silice (CH2Clz, luego 20% a 50% EtOAc/CH2Clz, luego 2% MeOH/
CH2ClI2). Se obtiene 6 como un sélido blanco (216 mg, 23 %).

IH-NMR (300 MHz, CDCls) §: 7.79-7.56 (m, 15H), 3.74 (dd, J = 15.3, 12.6 Hz, 2H),
3.26 (s, 4H), 2.90 (t, J = 4.7 Hz, 2H), 1.70 (m, 2H), 1.32 (s, 18H) ppm.

3C-NMR (75 MHz, CDCl3) &: 170.5 (2C0O), 135.0 (3CH),133.5 (d, J = 10.0 Hz, 6CH),
130.4 (d, J = 12.5 Hz, 6CH), 118.05 (d, J = 86.2 Hz, 3C), 81.1 (2C), 56.2 (CH2), 54.3 (d,
J=16.2 Hz, CHz), 28.0 (6CH3), 21.3 (CH2), 19.9 (d, J = 52.7 Hz, CHz2) ppm.
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Sintesis del acido (R)-(4-(((9-fluoro-3-metil-10-(4-metilpiperazin-1-il)-7-oxo-2,3-
dihidro-7H-[1,4]oxazino[2,3,4-ij]quinolina-6-carbonil)oxi)metil)fenil)boronico (11).

B(OH),
(0] (0]
E B(OH)2 O O

HO Cs,CO3 F

| N acetona (0] |

—_—
N N/ﬁ flujo, 18 h N N
reflujo, /ﬁ
)\/O k/NMe )\/O k/NMe
Br
9 10 1

En un matraz Schlenk seco, bajo atmdsfera de nitrogeno, se disuelven 9 (75 mg, 0.21
mmol) y el carbonato de cesio (68 mg, 0.21 mmol) en acetona seca (3.78 mL). Agitamos
durante 10 min a 50 °C y, posteriormente, se aflade 10 (40 mg, 0.19 mmol) lentamente.
La mezcla resultante se calienta a reflujo durante 18 h.

Se elimina el disolvente a presion reducida y el residuo resultante se purifica mediante
HPLC en fase reversa (20 a 40 % B en 23 min; producto a 14.5 min) para obtener el
producto deseado 11 (23 mg, 35 %) como un sélido verde.

'H-NMR (500 MHz, MeOD-d*) §: 8.58 (s, 1H), 7.81-7.58 (m, 2H), 7.49-7.37 (m, 3H),
5.33 (s, 2H), 4.51-4.39 (m, 3H), 3.64-3.55 (m, 6H), 3.31-3.24 (m, 2H), 2.98 (s, 3H), 1.45
(d, J = 6.8 Hz, 3H) ppm.

13C-NMR (126 MHz, MeOD-d*) 5: 174.9 (CO), 165.7 (CO), 158.1 (C), 156.1 (C), 147.8
(2CH), 142.5 (C), 139.7 (C), 135.2 (CH), 134.8 (CH), 130.9 (CB), 128.4 (2CH), 125.4
(C), 109.9 (C), 105.3 (d, CF), 69.7 (CH2), 67.2 (CHz), 56.4 (CH), 55.5 (4CHz), 43.9
(CHs), 18.9 (CHzs) ppm.

F-NMR (282 MHz, MeOD-d*) §: -119.82 ppm.
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Sintesis del 8-(4-(bromometilfenil)-4-metildihidro-444,874-[1,3,2]oxazaborolo[2,3-
b][1,3,2]oxazaborole-2,6(3H,5H)-diona (13).

0
o)
B(OH), 0 N
O Me O
Tolueno DMSO
|
AN,
HO OH 80°C 18 h
Br
12 10

En un schlenk seco provisto de barra magnética, bajo atmosfera de nitrogeno, se afiaden
tamices moleculares (aproximadamente 30mg) y se prepara una disolucion de 12 (50 mg,
0.34 mmol) y 10 (73 mg, 0.34 mmol) en tolueno seco (5.5 mL) y DMSO seco (0.6 mL).
La mezcla se agita durante 18 h a 80 °C.

La mezcla se filtra sobre celita y el filtrado resultante se concentra a presion reducida,
obteniéndose 13 como un solido blanco. La obtencion y pureza de este derivado se
comprueba mediante HPLC.

HPLC-MS (ESI) (m/z, 5-95%B, tr = 7.7min). Calculado ([M+H]*, [C12H13BBrNO4]"
=325.95; encontrado =326.17)

Inten'7 BoronatoMIDA_Br_BA1_01_4555.d: UV Chromatogram, 222 nm
[mAUR
2007
1007
0]
o 2 7 i T & & w0 12 " 1 M6 8 Time[min
Intensé
x105 2+
326.17
6_
4,
2,
3+
3+ 1+
’ 24078 8% 431.03 669.94
168.27 : 48271 5389357708 616.84 714.96
O,
200 300 400 500 600 700 800 miz

Figura 17 Arriba, espectro de HPLC del compuesto 13; abajo, espectro MS del mismo
compuesto.
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Sintesis del (3-azidopropil)trifenilfosfonio (14).

I~ NaNz MeCN .|
I>N"Npph,  ———— Ny~ 7 PPh,
8 85°C, 48h 14

En un matraz de fondo redondo seco, que contiene azida sodica (232 mg, 3.6 mmol), se
afiade CHsClI (4 mL) y, posteriormente, 8 (500 mg, 0.9 mmol) lentamente. La mezcla
resultante se calienta a reflujo a 85 °C durante 48 h.

Se deja que la mezcla alcance t.a. y se afiade agua destilada (5 mL). La fase acuosa se
extrae con CH2Cl2 (2 x 10 mL) y el conjunto de fases organicas se secan con MgSOa. Se
obtiene 14 como un sélido blanco (970 mg, 96 %). La obtencidn y pureza de este derivado
se comprueba mediante HPLC.

IH-NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.90-7.62 (m, 15H), 3.93-3.84 (m, 2H), 3.81 (m, 2H),
1.97-1.83 (m, 2H).

13C-NMR (126 MHz, CDCls) § 135.39 (3C), 133.84 (6CH), 130.80 (6CH), 117.58
(3CH), 50.92 (CHz), 22.79 (CHz), 20.69 (CH>).
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Di-tert-butil 2,2'-(pent-4-in-1-ilazanediil)diacetato (16).

=

)( ? H ? J< K,CO3 acetona )( o ? J<
O)J\/N\)J\O > O)J\/N\)J\O
3

reflujo 48 h 16

En un matraz de fondo redondo seco, bajo atmosfera de Nz, se introduce secuencialmente
3 (500 mg, 2.04 mmol), 15 (593 mg, 3.1 mmol) y K2COs (563 mg, 4.1 mmol). A
continuacién, se afiade acetona seca (20 mL) y la mezcla resultante se calienta a reflujo
durante 48 h.

Se deja que la mezcla alcance t.a. y se concentra a sequedad. El residuo resultante se
redisuelve en CHCI3 (30 mL) y sobre la suspension resultante se afiade agua (30 mL). La
mezcla se deja con agitacion durante 1 h hasta observar la desapariciéon de sélido en
suspension. La mezcla se separa en un embudo de extraccion, y la fase acuosa se extrae
con CHCls (2 x 30 mL). Las fases organicas combinadas se lavan con una disolucion
saturada de NaCl (30 mL), se secan con Na2SO4 y se concentran a sequedad. El residuo
resultante se purifica por columna (SiO2, DCM) para obtener 16 como un sélido blanco
(345 mg, 54 %).

LH-NMR (500 MHz, CDCls) & 3.36 (s, 4H), 2.81-2.67 (m, 2H), 2.20 (td, J = 7.1, 2.7 Hz,
2H), 1.87 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 1.70-1.58 (m, 2H), 1.47-1.35 (m, 18H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3) & 170.74 (2CO), 84.28 (C), 80.94 (2C), 68.45 (CH), 56.15
(2CH3), 53.23 (CHz2), 28.19 (6 CHs), 27.08 (CHz), 16.08 (CH>).
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Sintesis del (5-iodopentil)trifenilfosfonio (20).

PPhs -

|
Tol /\/\/\'l'
I/\/\/\I olueno > I PPh3
19 reflujo, 20 h 20

En un matraz seco, bajo N2, se prepara una disolucion de 19 (500 mg, 0.031 mmol) y
PPhs (202 mg, 0.015 mmol) en tolueno (1.5 mL). La mezcla resultante se desoxigena
mediante burbujeo de N2 durante 10 min y se calienta a reflujo durante 18h.

Se deja que la mezcla alcance t.a. y se concentra a sequedad, se disuelve en el minimo
volumen de CHzClz (0.5 mL) y se afiade éter (40 mL) observandose la formacion de un
solido en suspension que se aisla por centrifugacion. El residuo resultante se purifica por
columna (SiO2, primero CH2Cl2, luego 5%MeOH/CH2Cl2) para obtener 20 como un
solido amarillo (203 mg, 58 %).

IH-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.89-7.61 (m, 15H), 3.73-3.61 (m, 2H), 3.11 (m, 2H),
1.90-1.76 (m, 4H), 1.73-1.61 (m, 2H).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) & 135.25 (3C), 133.72 (6CH), 130.60 (6CH), 117.87 (3CH),
32.66 (CHz2), 31.23 (CH2) 23.10 (CH2), 21.59 (CH2), 6.62 (CH2).
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Sintesis del (5-(bis(2-(tert-butoxi)-2-oxoetil)amino)pentil) trifenilfosfonio (21).

+ —
PPhj
+ I
NN
| PPh,
20
O 0] (0] (0]
H J< K,COj3 acetona )( J<
e IR et e AN
3 reflujo 48 h 21

En un matraz Schlenk seco, bajo atmosfera de nitrégeno, se disuelven 3 (152 mg, 0.62
mmol), 20 (400 mg, 0.68 mmol) y K2CO3 (171 mg, 1.24 mmol) en acetona seca (6.2 ml).
La mezcla resultante se agita a reflujo durante 48 h.

Se deja que la mezcla alcance t.a. y se concentra a sequedad. EIl residuo resultante se
redisuelve en CHCIs (15 mL) y sobre la suspension resultante se afiade agua (15 mL). La
mezcla se deja con agitacion durante 1 h hasta observar la desapariciéon de sélido en
suspension. Se separan las fases en un embudo de extraccion, y la acuosa se extrae con
CHCIs (2 x 15 mL). Las fases organicas combinadas se lavan con NaClsat (15 mL), se
secan con Na2SOs y se concentran a sequedad. El residuo resultante se purifica por
columna en gel de silice (CH2Clz, luego 5% 5%MeOH/ CH2Cl2) para obtener 21 como
un sélido blanco (180 mg, 42%).

!H-NMR (300 MHz, CDCls) 6: 7.75-7.62 (m, 15H), 3.54-3.42 (m, 2H), 3.24-(s, 4H), 2.51
(m, 2H), 1.60 (m, 4H), 1.41 (m, 2H), 1.30 (s, 18H) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCls) §: 170.7 (2CO), 135.2 (3CH), 133.5 (6CH), 130.5 (6CH),
117.95 (3C), 80.8 (2C), 56.2 (CH2), 53.28 (CH2), 28.1 (6CH3), 27.8 (CH2) 27.2 (CHa),
23.2 (CH2), 22.7 (CH2) ppm.
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Sintesis del (5-(bis(carboximetil)amino)pentil)trifenilfosfonio (22).

+ _ + —
PPh4 PPh3|

9 Q TFA:CH,Cl, (1:1) Q
)(OJJ\/N\)J\OJ< — HOJ\/N\)J\OH
21

ta 2 h, >95% 22

En un matraz aforado se prepara una disolucion de 21 (100 mg, 0.142 mmol) en CH2Cl:
(2 mL). Sobre esta disolucion se afiade TFA (2 mL) lentamente y la mezcla resultante se
mantiene con agitacion a t.a. durante 2 h.

La mezcla se concentra a sequedad y con la ayuda de DCM se pasa el residuo a un falcon.
Se concentra hasta un volumen menor/o igual a 0.5 mL y se afiade éter (40 mL)
observandose la formacion de un solido en suspension que se aisla por centrifugacion
(x3) para obtener 22 (75 mg, 93%) como un sélido blanco. La obtencion y pureza de este
derivado se comprueba mediante HPLC.

HPLC-MS (ESI) (m/z, 5-95%B, tr = 6.3 min). Calculado ([M+H]*, [C27H31NO4P]*
=464.52; encontrado =465.41)

Inteh&'] sb234_crudo_BA1_01_6148.d: UV Chromatogram, 222 nm
[MAUT]
200
1007 ’k/ P .
] —— ————
04k —
: .
1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |L-1—_‘ a
2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]
Imienss., sb234_crudo_BA1_01_6148.d: +MS, 6.3-6.4min #228-230
x10°
] 1+
1.254 465.41
1.004
0.75
0.50-
2+
0257 21060
000l —L 14 : : : : : : ‘ ‘ :
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz

Figura 18. Arriba, espectro de HPLC del compuesto 22; abajo, espectro MS del mismo
compuesto.
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Sintesis del (R) - (5- (8- (4 - (((9-fluoro-3-metil-10- (4-metilpiperazin-1-il) -7-oxo0-2,3-
dihidro-7H- [1 , 4] oxazino [2,3,4-ij] quinolina-6-carbonil) oxi) metil) fenil) -2,6-
dioxotetrahidro-8H-414,814- [1,3,2] oxazaborolo [2,3 -b] [1,3,2] oxazaborol-4-il) pentil)
trifenilfosfonio (23).

DaY
Q + -
o0& /N\/\/\/Pphl
B(OH), to B 3
o o 0 o)
o O
N
F HOJ\/ \)J\OH F
0 | 22 © |
N N/\ Na,SO, N N/\
0 NMe DMF P
)\/ K/ 50°C, 24h (0] K/NMe
11 23

En un Schlenk seco provisto de barra magnética y tamices moleculares, en atmésfera de
nitrégeno, se afiade 11 (20 mg, 0.1 mmol), 22 (33 mg, 0.07 mmol) y se disuelven en DMF
(3 mL). La mezcla se mantiene con agitacion a 50 °C durante 18 h.

Se elimina el disolvente a presion reducida y el solido resultante se purifica mediante
HPLC en fas reversa (5 a 75% B en 23min, producto a 17 min). Se obtiene 23 (5 mg,
13%) como un sélido blanco.

'H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 8.75 (s, 1H), 7.90-7.87 (m, 2H), 7.75-7.70 (m, 15H),
7.59-7.52 (m, 3H), 5.7 (s, 2H), 4.81-4.46 (m, 6H), 4.09-3.96 (m, 3H), 3.49-3.46 (m, 2H),
3.21-3.14 (m, 2H), 3.12-3.06 (m, 4H), 2.74-2.68 (m, 2H), 2.60 (m, 2H), 1.65-1.46 (m,
7H), 1.31-1.21 (m, 2H) ppm.

13C-NMR (126 MHz, CDCls) §: 172.6 (CO), 168.5 (2CO), 166.4 (CO), 159.7 (C), 156.9
(C), 154.8 (C), 145.9 (2CH), 141.1 (C), 135.2 (4CH), 133.7 (7CH), 130.4 (CB), 130.2
(6CH), 127.6 (2CH), 125.1 (C), 117.3 (3C), 107.3 (C), 103.7 (d, CF), 87.8 (2C), 69.1
(CH>), 68.6 (CH2), 60.2 (CH2), 58.7 (CH2), 55.5 (4CH2), 54.3 (CH), 43.9 (CHs), 26.6
(CH2) 26,4 (CH2), 22.8 (CH2), 21.1 (CHz2) ppm, 17.3 (CH3) ppm.

YF-NMR (282 MHz, CDCls) &: -122.46 ppm.
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Sintesis del derivado del pireno

Sintesis del metiltri(piren-1-il)fosfonio (26)

Br h}fle |

a. nBuli, Et,O +

O -78°C a ty_a_ yodometano 0 P 0‘

b. PCl; 24h K,CO, THF 0 !
O ' reflujo 48 h :

PyBr, 24 (Py,)PMe*, 26

En un Schlenk seco provisto de barra magnética, bajo N2, se suspende 24 (500 mg, 1.8
mmol) en éter seco (17 ml) a temperatura ambiente. A continuacion, se enfria la mezcla
a -78°C en un bafio acetona/hielo seco y afiado "BuLi (1.9 mmol) lentamente, gota a gota.
Se agita durante 1 h a 0 °C en un bafio de H20/hielo y se afiade PCls (81 mg, 0.6 mmol)
lentamente. Se agita a temperatura ambiente durante 18 h. Se concentra el disolvente a
presion reducida y se lava dos veces con MeOH (2 x 10mL).

A continuacion, en un Schlenk seco provisto de barra magnética, bajo N2, se disuelve el
crudo de reaccion 25 (125 mg, 0.2 mmol) en THF seco (2 ml). A continuacién, se afiade
PCls (28 mg, 0.197mmol) lentamente, gota a gota, y se agita a temperatura ambiente
durante 18h.

La mezcla se concentra a sequedad, se redisuelve en CH2Cl2 (0.5 mL) y se afiade éter (40
mL) observandose la formacién de un sélido en suspension que se aisla por centrifugacion
(x3). El residuo resultante se purifica en columna (SiO2 larga, primero CH2Cl2; luego
2%MeOH/CH2ClI) para obtener 26 (48 mg, 32%) como un sélido amarillo. La obtencion
y pureza de este derivado se comprueba mediante HPLC.

IH-NMR (500 MHz, MeOD-d4) 5: 8.38 - 8.28(m, 15H), 6.19 - 6.16 (m, 6H), 6.13 - 6.11
(m, 6H), 1.23 (t, 3H).

13C-NMR (126 MHz, MeOD-d4) : 133.7 (6C), 131.9 (6CH), 130.9 (6C), 129.7 (6C),
128.2 (6CH), 127.5 (9CH), 125.6 (3C), 125.4 (6CH), 15.2 (CHz) ppm.

HPLC-MS (APCI). Calculado ([M+H]", [C49H30P]" = 649.75; encontrado = 649.20)
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Imenil 6 APCI SB28 649_1-G,8_01_2893.d: +MS, 2.3min #165, Background Subtracted (#46), Background Subtracted (#46)
x10
2.0
1+
1.5 649:2081
1.0
1+
650.2122
0.5 ‘ ‘
| 1
‘ 651.2089
1+ | I ‘ ‘ \n
647.1848 | |
0.0 N I

Figura 19 Espectro de MS-APCI del compuesto 25.
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Sintesis de los ligandos peptidicos.

Los péptidos lineales y ciclicos fueron sintetizados siguiendo los protocolos estandar de
sintesis de péptidos en fase solida (SPPS) y usando la resina clorotritilo. En primer lugar,
hemos acoplado las argininas, con un exceso de 5eq (vs. mmol de carga de la resina),
usando HBTU como agente acoplante. La Fmoc-pAlaBpy-OH se acoplé con un exceso
de 3eg usando HATU como agente acoplante. Los acoplamientos se llevaron a cabo en
1h y la desproteccion del grupo protector Fmoc se realizé con una disolucion de 20%
piperidina en DMF durante 20 min. Después de haber acoplado todos los aminoécidos de
la secuencia peptidica, el péptido, ain con sus cadenas laterales de arginina protegidas,
se libero de la resina usando un coctel de condiciones acidas suaves con acido acético
diluido (10% AcOH, 10% TFE, 80% CH-2Cl2), obteniendo los péptidos protegidos
lineales correspondientes. Estos intermedios se ciclaron (0 no, para obtener las
correspondientes derivados lineales) en disolucion usando PyAOP como agente
acoplante, y se desprotegieron completamente (en todos los casos) con un coctel de TFA
(2.5%H:20, 2.5%TIS, 5%CH:2Cl2, 90%TFA), y finalmente se purificaron mediante HPLC.

Fmoc<
N/\/\H \ / A / CO,H
N N

1. Fmoc-R(Pbf)-OH 1. Fmoc- RAlaBpy-OH (26)
DIEA/CH,Cl, HATU, DIEA/DMF
2. 20% piperidina/DMF 2. 20% piperidina/DMF

c—@ » H-R(Pbi)—@)

3. Fmoc-R(Pbf)-OH
X 2

Resina CTC ~ HBTU/HOBt DIEA/DMF
4. 20% piperidina/DMF

1. Fmoc-R(Pbf)-OH
HBTU/HOBt DIEA/DMF + x 3

2. 20% piperidina/DMF
— HfrsAmey—R[(be)h)—. - H—RAlaBpy—R[(Pbf)]; —@)
2 3. Fmoc- RAlaBpy-OH (26)
HATU, DIEA/DMF
4. 20% piperidina/DMF

-

HBTU/HOBt DIEA/DMF
2. 20% piperidina/DMF

3. Fmoc- RAlaBpy-OH (26)

HATU, DIEA/DMF
4. 20% piperidina/DMF

. Fmoc-R(Pbf)-OH
x3

TFA/CH,Cl,/H,0/TIS
(90:5:2.5:2.5)
1. AcOH/TFE/DCM

*{BAIapr—FQ%
2
2. PyAOP/DIEA/DMF

3. TFA/CH,Cly/H,0/H,0 29
H*{BAIapr—&)’OH (90:5:2.5:2.5)
2

27

1. AcOH/TFE/DCM RAlaBpy—R;
> H‘éf&Alapr—R[(be)h)—. > s
3

2. PyAOP/DIEA/DMF 30
3. TFA/CH,Cl,/H,0/H,0
(90:5:2.5:2.5)

TFA/CH,Cly/H,0/TIS
(90:5:2.5:2.5)

H‘{BAIapr—R3 %OH
3

28
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Caracterizacion de los ligandos peptidicos.

Los ligandos peptidicos se caracterizaron por espectroscopia de masas (MALDI-TOF).
En todos los casos los péptidos se encuentran como sales de TFA (por tanto, las masas
incluyen en su estructura un TFA por cada residuo de Arg). Las masas finales para cado
uno de ellos son:

27. 2174 g/mol
28. 3254 g/mol
29. 2156 g/mol
30. 3236 g/mol

a) (Rs-Bpy)2 (27)

HN_NH, HNﬁ/NHz HN*NHZ HN<NH,
JiNH anjNH NH NH
Q o]
N N R/ \_/ 7 0
N.,, N N H H H 7N\ / \
FaN N MY V= w N Sy N\/\"/N - —
0 0 0 H H N N OH
o] o) o]
j‘\” NH
HNZ “NH, HNZ NH,

MALDI-TOF: m/z calc. para CesaHosN32011: 1490.8, encontrado [M+H]": 1492.0
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b) (Rs-Bpy)2 (28)

HNG NH,  HNGNH
Y Y HNYNHQ HN_NH, N N HN NH
NH NH 2 2
9 o]
i i R/ N\_/ \ Q
N, N N H H H O
HoN TN W{,}_@—«N N, A N\/\"/N ! N\ N 9 H H /N /N 0
o) o) o) =N N=
Hoo "o o) N I N I \/\lc])/ =N N= OH
NH
A by NH
HNZ NH,
HNZ NH
2 HN)\NHZ

MALDI-TOF: m/z calc. para CesH147N4sO16: 2228.2, encontrado [M+H]*: 2229.3
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c) Ciclo-(Rs-Bpy)2 (29)

>=NH

M HNM oy
}—NH o

?M Pty

HN=<

MALDI-TOF: m/z calc. para CesHosN32010: 1472.80, encontrado [M+H]*: 1473.8
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d) Ciclo-(Rs-Bpy)s (30)

HoN
NH 2 NH
NH
o}
o
N o
= TN H NH
X HN
Z I N u NH,
e N 07 NH
HN
07 NH
° Z
HN, . H O NH |
YN N
HoN N A
o |
NH N
HN ) Z N HN o
H2N_< - N
z
NH ] o ° NH
W HN
A N N o HN
it N NH,

HN
A e
H N7 SNH it

MALDI-TOF:

m/z calc. para CosH145N48O15: 2210.2, encontrado: 2210.8
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Caracterizacion de los ligandos metalopéptidos de Cu(ll).

Espectrometria de masas- MALDI-TOF
a) 27/Cu(ll)

MALDI-TOF: m/z calc. para [M+H]" CeaHooN32011: 1491.8, encontrado: 1491.8; calc.
para [M+Cu]?>* CesHesN3201:Cu: 1554.3, encontrado: 1553.8; calc. para [M+2Cu]*
Ce4HosN32011Cu2: 1617.8, encontrado: 1617.7; calc. para [M+3Cu]®* CesHgsN32011Cus:
1681.3, encontrado: 1679.6; calc. para [M+4Cu]®" CesHoeN32011Cua: 1745.8, encontrado:
1743.5; calc. para [3M+5Cu+H20]*%* C192H206NosO34CuUs: 4807.9, encontrado: 4809.3;
calc. para [3M+5Cu+2H20]** Ci92H208NesOssCus: 4825.9, encontrado: 4825.9; calc.
para [3M+5Cu+0+2H20]%" C192H208N96036CuUs: 4841.9, encontrado: 4841.6; calc. para
[3M+5Cu+20+2H20]°%* C192H208NesO37Cus: 4857.9, encontrado: 4857.5.
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b) 28/Cu(ll)

MALDI-TOF: m/z calc. para [M+H]" CosH147N4sO16: 2228.2, encontrado: 2229.3; calc.
para [M+Cu]?* CosH146N4s016Cu: 2290.7, encontrado: 2292.2; calc. para [M+2Cu]**
CosH146N48O16Cu2: 2354.2, encontrado: 2354.1; calc. para [M+3Cu]®" CosH146N4sO16Cus:
2417.7, encontrado: 2417.0; calc. para [M+4Cu]®" CosH14sN4gO16Cus: 2481.2,
encontrado: 2480.0; calc. para [2M+2Cu]** Cie2H202NosO32Cu2: 4581.4, encontrado:
4584.0; calc. para [2M+3Cu]®* Cie2H202Ne6032Cus: 4644.9, encontrado: 4646.4; calc.
para [2M+4Cu]®* Cie2H202NosO32Cus:  4708.4, encontrado: 4709.1; calc. para
[2M+5Cu+20]%" C192H202Nos034Cus: 4803.9, encontrado: 4805.4.
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c) 29/Cu(ll)

MALDI-TOF: m/z calc para [M+H]" CesHge7N32010: 1473,8, encontrado: 1473.9, calc.
para [M+Cu]?>" CesHosN32010Cu: 1537.3, encontrado: 1535.8; [M+2Cu]** calc. para
Ce4HosN32010Cu2: 1600.8, encontrado: 1599.7; calc. para [M+3Cu]®* CsaHosN32010CuUs:
1664.3, encontrado: 1661.7; calc. para [M+4Cu]®* CesHesN32010Cua: 1727.8, encontrado:
1725.5; calc. para Ci28H192N64022Cus [2M+4Cu+20]*: 3231.6, encontrado: 3233.9.
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d) 30/Cu(ll)

MALDI-TOF: m/z calc. para [M+H]* CosH145sN4sO15: 2210.2, encontrado: 2211.3; calc.
para [M+Cu]?* CosH144N1015Cu: 2272.7, encontrado: 2273.2; calc. para [M+2Cu]*
CosH1424N48015Cu2: 2336.2, encontrado: 2336.1; calc. para [M+3Cu]®* CosH144N48O15Cus:
2399,7, encontrado: 2398.0; calc. for [M+4Cu]®* CosH144N48015Cuas: 2463.2, encontrado:
2461.0; calc. para [2M+2Cu]** C192H283NosO30Cu2: 4545.4, encontrado: 4547.4; calc.
para [2M+3Cu]®" Cio2H288NosO30Cus: 4608.9, encontrado: 4610.6; calc. para
[2M+3Cu+20]%" C192H288N9s032Cus: 4640.9, encontrado: 4645.1; calc. para [2M+4Cu]®*
C192H288NosO320CuUs:  4672.4, encontrado: 4673.9; calc. para [2M+4Cu+20]*
C192H288N96032Cua4: 4704.4, encontrado: 4707.7.
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Valoraciones de fluorescencia y constantes de estabilidad

Las valoraciones de fluorescencia se realizaron afadiendo a las disoluciones de los
diferentes péptidos (27, 28, 29, 30) de una concentracion conocida (2 uM) en buffer
fosfato (1 mM, NaCl 10 mM, pH 6.5), alicuotas de una disolucion stock CuClz (como
fuente de iones Cu(ll)) en agua. Tras cada adicion se midid el correspondiente espectro
de emision (Aex= 308 nm; Aem= 410 nm). Los perfiles de valoracion resultantes se
ajustaron a través del programa Dynafit para diferentes modelos de union con el fin de
encontrar la estequiometria y la afinidad de los péptidos por los iones metalicos.

El programa DynaFit ajusta los datos experimentales numéricamente, utilizando un
algoritmo multidimensional de Newton-Raphson para resolver las ecuaciones no lineales
que describen el equilibrio. Dynafit utiliza archivos de texto sin formato Ilamados scripts
que contienen informacién sobre el modelo quimico subyacente a los datos
experimentales, valores experimentales, las concentraciones iniciales de los reactivos y
también la informacion sobre la ubicacion de los archivos.

Normalized emission

350 400 450 500 550

Anm

Figura 20 Espectros de fluorescencia de una disoluciéon 2 yM del ligando peptidico 27 en
tampon fosfato (1 mM), NaCl (10 mM), pH 6,5 y su evolucién después de la adicion de
alicuotas de una disolucién acuosa de CuClz (200uM) hasta llegar a la saturacion.

99


http://www.biokin.com/dynafit/

a) (Rs-Bpy)z + Cu(ll) / (equilibrio 1:2)

Consideramos un equilibrio global 1:2 (un péptido, dos metales) que contiene como
intemedio el complejo 1:1 Kp*2 = 0.5(0.13) uM.

F00

emission intensity ta o)
200

100

1] 10 20
[CuIIx] <uM:

b) (Rs-Bpy)s + Cu(ll) / (modelo mixto 1:1, 1:2 and 2:3)

El mejor ajuste se obtuvo mediante un modelo complejo que contenia las especies 1:1,
1:2 (un péptido, dos metales) y 2:3 (dos péptidos, tres metales) Kp''! = 0.24(0.71) uM y
Kp'2 = 0.3(0.55) uM.
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c) Ciclo-(Rs-Bpy)z + Cu(ll) / (equilibrio 1:2)

Los datos experimentales se ajustaron a un modelo 1:2 (un péptido, dos metales) Kp*? =
0.445(0.017) puM.

GO0

400

emission intensity ta.ull

200

[Cu(ITa] CuM:

d) Ciclo-(R3-Bpy)s + Cu(ll) / (modelo mixto 1:1, 2:1, y de orden superior)

La constante de disociacion aparente para el modelo combinado (una etapa) fue Kp! =
0.168(0.056) uM.

200 00 400

emission intensity Ca.ull

ian

[CucIIa] <ok
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Script de DynaFit usado en el analisis de las valoraciones por fluorescencia

[task]
task = fit
data = equilibria

[mechanism]
P+M<==>0C1 : Kdl dissoc
C1 + C1 <==> 02 : Kd2 dissoc

[constants]
Kd1 = 5.10 ?
Kd2 = 20.05 ?

[concentrations]
P=20

[responses]
M=00
P=100.0?
Gl =10.0 ?
G2 =10.0 ?

[data]
variable M
offset auto ?
directory . /exper/ciclo3bpy/Fe (11)/data
sheet ciclo3bpyFe. csv
columns 2,3,4,5

[output]
directory . /exper/ciclo3bpy/Fe(11)/out

[settings]
{Filter}

AverageReplicates = y
{Output}

XAxisLabel = [M(IT)] (uM)

YAxisLabel = emission intensity (a.u.)
BlackBackground = n
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Estudios de UV-Vis

Para obtener mas informacién sobre la formacion de los metalopéptidos y su
comportamiento coordinativo, se llevaron a cabo estudios de UV-Vis. A una disolucién
del ligando peptidico en tampdn fosfato (1 mM, NaCl 10 mM, pH 6.5), se afiadio un
volumen especifico de una disolucion madre de CuClz en agua hasta alcanzar las
condiciones de saturacion del metal, de acuerdo con los céalculos estequiométricos
basados en los estudios de fluorescencia. Los espectros de UV-Vis se registraron antes y
después de la adicién de los iones Cu (I1). Los espectros mostrados son el promedio de 3
repeticiones (Figura 21 y Figura 22).

Los coeficientes de extincion de cada uno de los péptidos son los siguientes:
26. €= 56566 M-1cm-1
27. ¢= 84849 M-1cm-1
28. €= 56566 M-1cm-1
29. e= 84849 M-1cm-1

27
80000 27/Cu(ll
29
29/Cu(lh
28
_ 60000 28/Cu(ll)
f= 30
= 30/Cu(ll)
5
= 40000
£
Koy
w
20000
0 e
250 300 350 400 450 500
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Figura 21 Espectro de UV-vis de los ligandos peptidicos (27: 5.37 yM; 28: 5.03 pM; 29: 6.52
MM; 30: 5.34 uM) antes (linea continua) y después (linea de puntos) de la adicién de iones
Cu(ll) (27/Cu: 3 eq.; 28/Cu: 4 eq.; 29/Cu: 3 eq.; 30/Cu: 5 eq.) en buffer fosfato (1 mM, NacCl
10 mM, pH 6.5).
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Figura 22 Espectro de UV-vis del ligando peptidico libre 27 (500 uyM) y de los ligandos
peptidicos 27, 28, 29 y 30 (500 uM) después de la adicion de iones Cu(ll) (27/Cu: 2 eq.;
28/Cu: 4 eq.; 29/Cu: 3 eq.; 30/Cu: 5 eq.) en buffer fosfato (1 mM, NaCl 10 mM, pH 6.5).
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Dicroismo circular

A una disolucion 10 uM del péptido seleccionado (27, 28, 29, 30) en tampon fosfato (1
mM, NaCl 10 mM, pH 6,5), se afiadié un volumen especifico de una disolucién madre de
CuCl2 en agua hasta alcanzar las condiciones de saturacion del metal, de acuerdo con los
calculos estequiométricos basados en los estudios de fluorescencia. Los espectros de CD
de los péptidos se registraron antes y después de la adicién de los iones metélicos. Los
espectros mostrados son el promedio de 3 repeticiones (Figura 23).
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Figura 23 Espectros de CD de los ligandos peptidicos (10 uM) antes (linea de puntos) y
después (linea continua) de la adicion de iones Cu(ll) (27/Cu: 3 eq.; 28/Cu: 4 eq.; 29/Cu: 3
eg.; 30/Cu: 5 eq.) en buffer fosfato (1 mM, NaCl 10 mM, pH 6.5).
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