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Disefo y sintesis de ligandos fluorescentes especificos para la deteccion
de blancos proteicos

Las técnicas basadas en fluorescencia constituyen una herramienta
fundamental en el proceso de desarrollo de nuevos farmacos. Son métodos
robustos y econdmicos, que permiten evaluar en forma eficiente un gran
NnUumero de compuestos siendo adecuados para llevar a cabo ensayos de
Cribado de Alta Capacidad. Para el desarrollo de procedimientos
convenientes de screening, se necesita un método simple donde se evalle
la unidn del ligando a la proteina con alta sensibilidad. El desarrollo de este
meétodo comienza con el disefo y la sintesis de sondas fluorescentes que se
conjugan a ligandos especificos de blancos proteicos.

Una de las aproximaciones para desarrollar sondas fluorescentes,
involucra la incorporacion de fluoréforos sensibles al entorno del tipo
solvatocréomicos y rotores moleculares. Estos exhiben comiUnmente una
fluorescencia muy débil en ambientes polaresy proéticos pero muestran una
fuerte fluorescencia en ambientes hidrofébicos. Por lo tanto, se espera que
la union del ligando en el sitio de unién a la proteina blanco acerque al
fluordforo al bolsillo hidrofébico y cause un aumento en la emision de
fluorescencia. En contraste, en ausencia de la proteina blanco, la sonda
permanecera en un buffer acuoso y exhibira una fluorescencia débil. Este
enfoque es novedoso ya que no implica una reaccion enzimatica para que
el cambio en la sefal ocurra y por ende se puede aplicar a cualquier blanco
proteico que tenga un sitio de union.

En esta tesis se sintetizaron sondas fluorescentes a partir fluordforos
sensibles al entorno del tipo solvatocromicos basados en 3-hidroxicromonas
y rotores moleculares basados en BODIPYs. Para esto se sintetizaron los
fluordforos incluyendo un halogenuro de arilo en su estructura. Por otro
lado, se obtuvieron ligandos especificos para los blancos proteicos a estudiar
funcionalizados con alquinos terminales. De esta manera se generaron las
sondas fluorescentes especificas usando la reaccion de acoplamiento de
Sonogashira.

En segundo lugar, se desarrollé un ensayo de unién ligando proteina
gue permitié calcular las constantes de union de los sensores a las proteinas.
A partir de esto, también se implementé un ensayo de desplazamiento que



permite calcular constantes de disociacion de ligandos especificos de la
proteina blanco.

Finalmente se realizaron diversos estudios computacionales que
permitieron profundizar en la dinamica de la unién de las sondas a los
distintos sistemas proteicos, entender la reactividad de los fluordforos
usados respecto a la reaccion de Sonogashira, y como anexo, comprender el
efecto electronico que tienen los sustituyentes en distintas 3-
hidroxicromonas.



Design and synthesis of fluorescent ligands specific for the detection of
protein targets.

Fluorescence-based techniques are an important tool in the
development of new drugs. They are robust and cost-effective methods for
evaluating a large number of compounds and are suitable for High
Throughput Screening (HTS) assays. In particular, fluorescence techniques,
including anisotropy, Forster Resonance Energy Transfer (FRET), and
fluorescence lifetime, are widely used in HTS assays. For the development of
convenient screening procedures, a simple method for assessing the
binding of the ligand to the proteins with high sensitivity is required. The
development of this method begins with the design and synthesis of
fluorescent probes that are conjugated to specific ligands of protein targets.

One approach to developing fluorescent probes involves the
incorporation of environmentally sensitive fluorophores, such as
solvatochromic dyes, and molecular rotors. These compounds commonly
exhibit weak fluorescence in polar and protic environments but show strong
fluorescence in hydrophobic environments. Therefore, ligand binding at the
target protein binding site is expected to bring the fluorophore closer to the
hydrophobic pocket, causing an increase in fluorescence emission. In
contrast, without the target protein, the probe will remain in an aqueous
buffer and exhibit weak fluorescence. This approach is novel it can be used
with any protein target that has a binding site and does not require an
enzymatic reaction for the signal to change.

In this thesis, fluorescent probes were synthesized using
environmentally sensitive fluorophores based on 3-hydroxichromones and
molecular rotors based on BODIPYs. To achieve this, fluorophores with an
aryl halogenide were synthesized. Additionally, specific ligands for target
proteins functionalized with terminal alkynes were obtained. This way,
specific fluorescent probes were generated using the Sonogashira coupling
reaction.

Secondly, a ligand-protein binding assay was developed, allowing the
calculation of binding constants for the sensors to the proteins.
Subsequently, a displacement assay was developed that allows the
calculation of dissociation constants for ligands specific to the target protein.



Finally, several computational studies were conducted to better
understand the dynamics of probe binding to different protein systems, the
reactivity of the fluorophores used in the Sonogashira reaction, and, as an
annex, comprehend the electronic effects that substituents have in different

3-hydroxichromones.
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1.1. Descubrimiento de farmacos

El desarrollo de nuevos farmacos es un proceso complejo y altamente
costoso que suele llevar mas de una década desde las etapas iniciales de
investigacion hasta la aprobacion por parte de la autoridad regulatoria!
Estas sustancias actuan sobre un blanco bioldgico especifico que
desempena algun rol clave en el desarrollo de |la patologia. En la practica,
estos blancos suelen ser proteinas con funciones estructurales o
enzimaticas. De esta manera el farmaco debe unirse a estas para lograr que
la unidn sea bioldgicamente relevante, desencadenando el efecto
farmacoldgico deseado. La complejidad de este proceso requiere de la
participacion de profesionales de distintas areas de la ciencia y puede
pensarse como una serie de etapas esquematizadas en la figura 1.1, divididas
principalmente en dos instancias: la fase preclinica donde la droga es
disefnada y evaluada in vitro, en célulasy en animales, y la fase clinica donde
se realizan estudios en humanos.

Drug Discovery

Preclinica

Clinica

10.000
Compuestos

< > < >

~ 7 afios ~ 8 anos
Figura 1.1 Proceso de descubrimiento de un farmaco.
A su vez |la fase preclinica puede dividirse en: identificacion y validacion
del blanco terapéutico, descubrimiento y desarrollo de moléculas

candidatas (hits), optimizacion de los candidatos (leads), y ensayos
preclinicos de toxicidad en animales, biodisponibilidad, etc. La etapa
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identificacion y validacion del blanco terapéutico suele darse en el marco de
investigaciones académicas y consiste en identificar y validar un blanco
terapéutico a atacar. Estos blancos pueden ser, en principio, cualquier
entidad bioldgica, pero habitualmente suelen ser proteinas. Un punto clave
es confirmar el rol patolégico del blanco para asegurar que, actuando sobre
este, se desencadene el efecto farmacoldgico buscado. Una vez elegido el
blanco, comienza el descubrimiento y desarrollo de farmacos per se. Esta
fase consiste en realizar cribados (screening) en los que se testean
bibliotecas de compuestos y se determina cual de estos desencadena la
actividad biolégica deseada. Estas primeras moléculas encontradas son
denominadas hits. La etapa posterior, habitualmente llamada hit-to-lead,
consiste en optimizar el hit para que cumpla con una serie de propiedades
fisicoquimicas 6ptimas para un farmaco? y lograr tanto afinidades por el
blanco en el rango sub micromolar como selectividad. Finalmente se
desarrollan los ensayos preclinicos y clinicos siendo los primeros in vitroy en
animales, y los segundos en humanos.

1.1.1. Cribado de alto rendimiento

El objetivo de las campanas de cribado no es el de encontrar
moléculas listas para salir al mercado, sino hits factibles de ser optimizados
en etapas posteriores (Figura 1.2). Funciona como una especie de filtro
primario para tener un punto de partida, puesto que el espacio molecular es
de 10%° moléculas y racionalizar la interaccidon que puede tener una de estas
en un entorno bioldgico es imposible si no se tiene un punto de partida.

Multiweel Multiweel Moléculas con el efecto
(ONONOXOXO) o0 00O biolégico buscado
ONONOXOXGC) o0 0O0O
OO G o000 0® @@0@ — Optimizacién
® ® ® ® ® Screening|®®e®0e
@ @ @ @ o0 00O Mol.eufla.s sin el efecto
® @ ooe0o00 bl0|0ngCO.buSCad0
OO A XXX )

Moléculas a testear

Figura 1.2. Esquema bdsico de HTS.

El cribado ha evolucionado significativamente desde su auge en los
anos 90, cuando las companias farmacéuticas invertian grandes sumas de
dinero en instalaciones de cribado de alto rendimiento (HTS por sus siglas
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en inglés, High Throughput Screening) altamente automatizadas donde
miles de compuestos son evaluados de forma simultanea. Si bien este
desarrollo no fue tan revolucionario como se esperaba, es una de las técnicas
predominantes hoy en dia.?

Existen cuatro elementos claves para realizar un HTS: 1) bibliotecas de
moléculas con caracteristicas adecuadas para lo que se busca en un
farmaco; 2) un método que permita ensayos automatizables; 3) una
plataforma robdtica; 4) un sistema de analisis de datos.* En lo que respecta
a los ultimos dos, desde los anos 90’ hasta la fecha, este tipo de tecnologias
han sido ampliamente desarrolladas y no representan un desafio
considerable. Por otro lado, las bibliotecas de moléculas empleadas deben
tener compuestos con caracteristicas fisicoquimicas compatibles con un
adecuado perfil farmacoldgico y ademas ser diversas estructuralmente para
garantizar una exploracion suficiente del espacio quimico. Con el paso de los
anos diversas companhias desarrollaron librerias de millones de compuestos
filtrados y listos para testear. ®

Entre los principales desafios se encuentra el desarrollo de ensayos
capaces de determinar con exactitud qué molécula de las evaluadas
produce el efecto biolégico esperado, asegurando ademas que estos
ensayos sean estadisticamente robustos, reproducibles y de bajo costo. La
necesidad de aumentar el rendimiento en el testeo de moléculas y
miniaturizar los ensayos generd la necesidad de alejarse de las técnicas de
ensayo tradicionales que requerian separacionesy lavados hacia técnicas de
lecturas radioactivas o simples cambios de fluorescencia por ser mas
homogéneas y automatizables.® En particular los ensayos de fluorescencia
muestran una elevada sensibilidad, una velocidad de respuesta rapida y no
son destructivos para la muestra.®

Es importante destacar que no hay una técnica que sea mejor que
otra, si No, que se debe disponer de un conjunto completo de técnicas
diversas para tal fin.

1.1.2. Sondas fluorescentes para proteinas blanco

Los ensayos de fluorescencia para blancos proteicos, requieren el
desarrollo de moléculas fluorescentes (llamadas sondas) que se unan a la
proteina a estudiar y que cuando esto ocurra produzca un cambio en la
emision de fluorescencia. Luego al introducir una molécula que actua sobre
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el blanco proteico, la sehal puede cambiar nuevamente en base a como
interactua la molécula a estudiar con el sitio de union.” Estas variaciones en
la senal son estudiadas y calibradas para desarrollar ensayos de
fluorescencia que permitan caracterizar eventos de union al testear
bibliotecas enteras de moléculas.

Las sondas fluorescentes especificas a proteinas, suelen estar
conformadas por un fragmento que da especificidad por el blanco a
estudiar y un fragmento fluorescente que aporta la sefal. Existe una amplia
diversidad de sondas que van desde moléculas organicas pequefa, hasta
péptidos y nanoparticulas. "

Los fluoréforos organicos pequenos tienen la ventaja de que son
modificables con técnicas sintéticas estandar, y sus propiedades de
fluorescencia suelen variar tanto por cambios en el entorno”? como por
reacciones quimicas.” Un fluoroforo ideal para esta aplicacion es aquel que
presenta un rango dinamico amplio en sus estados posibles (apagado y
encendido) y permite discernir que molécula de la biblioteca es ligando de
cual no.

A |la hora de disefhar un ensayo de este tipo existen al menos dos
variables que hay que determinar: por un lado, el tipo de senal fluorescente
a recolectar, puesto que los ensayos basados en fluorescencia abarcan
diversas técnicas que registran no solo la intensidad total de fluorescencia,
si no también, la polarizacion de fluorescencia, la transferencia de energia
por resonancia (FRET) y la fluorescencia resuelta en el tiempo entre otros.
Como segunda variable a definir se encuentra el principio de deteccion.
Existen dos enfoques principales: el primero se centra en la detecciéon a
través de reacciones enzimaticas' * (Figura 1.3.a), donde la sonda actua
como sustrato y la senal de fluorescencia cambia por reaccion enzimatica
con la proteina blanco. En caso de que el ligando que se introduce sea un
inhibidor, la senal no se altera dando asi un positivo. El segundo enfoque es
Nno enzimatico y utiliza sondas que responden a cambios en su entorno,
alterando sus propiedades de fluorescencia al unirse al sitio de unién'® 7
(Figura 1.3.b). En este caso, si la molécula a testear es ligando de la proteina,
la sonda es desplazada y la sehal vuelve a cambiar.
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a) Enfoque enzimatico

A

_ @ + € Fluorescencia encendida
P 4 7 @ por reaccion enzimatica
Sonda libre
o s
T - \
+ Inhibidor A 4\@ Fluorescencia apagada
enzimatico ~ s por inhibicién enzimatica

b) Enfoque no enzimatico

Blanco proteico Ligando competitivo

Sonda libre PN
A 1
<3O - <O

Desplazamiento

Fluorescencia
apagada

Fluorescencia
apagada

Fluroescencia
encendida

Figura 1.3 a) Enfoque de deteccion enzimatico. b) Enfoque no enzimdtico.

El enfoque no enzimatico se encuentra menos explorado en literatura
y tiene menos aplicaciones comerciales. Sin embargo, permite el estudio de
una mayor diversidad de sistemas, ya que no se restringe a enzimasy puede
extrapolarse a otros tipos de blancos biolégicos mediante la modificacion de
la regidn molecular que proporciona la selectividad. El enfoque no
enzimatico sera el que se explorara en esta tesis.

1.2. Fluorescenciay fluoroforos

1.2.1. Fluorescencia

La fluorescencia es un tipo de luminiscencia que surge como
consecuencia de la relajacion radiativa de los electrones de una molécula
gue fueron previamente excitados, a partir de luz. Este evento suele tener
lugar en un espacio temporal en la escala de los sub-nanosegundos hasta
una decena de estos. Cabe destacar que no todas las moléculas son
fluorescentes. El ciclo completo de fluorescencia puede ser esquematizado
utilizando un diagrama simplificado denominado “diagrama de Jablonski”
(Figura 1.4).®
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Figura 1.4 Diagrama de Jablonski.

El proceso de fluorescencia ilustrado en el diagrama de Jablonski
puede simplificase en tres pasos clave: la excitacion, la conversion interna y
el decaimiento radiativo. La excitacion consta en que una molécula absorba
un foton de energia (hva) de una fuente externa como lo es una lampara o
un laser. El fluordforo se excita tipicamente a uno de los estados
vibracionales excitados del primer estado singlete electrénico (S)). El exceso
de energia vibracional se transfiere rapidamente al solvente a través de
colisiones, en un proceso no radiativo llamado relajacion vibracional que
ocurre en el rango de los sub-picosegundos. Si el fluoréforo se excita al
segundo estado singlete electronico (S;), cae rapidamente al estado S
debido a la conversion interna. Esta dinamica produce que la emision de
fluorescencia ocurra a longitudes de ondas mayores que la de emision,
puesto que parte de la energia de excitacion es disipada. Este efecto es
conocido como el corrimiento de Stokes y es relevante para el disefio de
fluordforos que son sensibles al entorno. Finalmente, desde el estado S, se
da el decaimiento al estado So que puede ser no radiativo o radiativo
(fluorescencia). Notar que la conversion interna no radiativa a So es menos
eficiente respecto a la de S;-S; debido a la mayor diferencia de energia entre
S1ySo.

En lo que caracteriza a la fluorescencia se pueden definir dos
parametros relevantes: el rendimiento cuantico y el tiempo de vida de
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fluorescencia. El primero se define como la relacion del niumero de fotones
emitidos sobre los absorbidos y se expresa matematicamente segun la
ecuacion 1.1 en donde k; es la constante radiativa y knr la no radiativa

kr

b = P [1.1]

Por otro lado, el tiempo de vida debe su nombre a que su
determinacion experimental que se lleva a cabo midiendo el tiempo en el
gue decae la emision y formalmente se define como el promedio de tiempo
gue la molécula pasa en el estado excitado antes de volver al estado
fundamental. Matematicamente se expresa en la ecuacion 1.2 como:

1
T=—— [1.2]

Estos dos parametros son de vital importancia porque dan nociéon de
lo que ocurre en el estado excitado. Si bien las definiciones planteadas hasta
ahora son simples, lo estados excitados son sensibles a las interacciones con
el entorno, y la dinamica entre los fendmenos fotofisicos puede cambiar
entre dos solventes distintos, y mas aun en entornos bioldgicos. Es por esto
por lo que es importante comprender como el entorno modifica las
propiedades de fluorescencia para realizar un diseno racional de fluoréforos
dirigido a resolver problemas especificos.

1.2.2. Efectos del entorno sobre la fluorescencia

Dada la naturaleza de los estados excitados, los solventes tienen un
marcado efecto en la emision de los fluoréforos especialmente en moléculas
polares. Tipicamente el aumento en la polaridad del solvente desplaza la
emision a energias aun mMas bajas debido a la estabilizacion del estado
excitado por las moléculas del solvente. Los fluordforos suelen tener un
momento dipolar mayor en el estado excitado (Yeg) que en el estado
fundamental (uc). Tras la excitacion, los dipolos del solvente pueden
reorientarse o relajarse alrededor de pg lo que disminuye la energia del
estado excitado (Figura 15.a). Este fendmeno se conoce como
solvatocromismo.

Una pregunta que se puede hacer es ;Por qué se busca en la
fluorescencia una herramienta sensible al entorno pudiéndose utilizar la
absorcion? Lo que ocurre es que el marco temporal de la absorcion es menor
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(10™s) que el tiempo de reorganizacion del solvente (10-100 ps para solventes
fluidos), por lo que el efecto del entorno influye poco. Como los tiempos de
vida de fluorescencia son del orden de 1-10 ns, lo que se observa en un
espectro de fluorescencia es representativo del estado excitado relajado del
solvente, es decir, la resultante de la interaccion de la molécula en estado
excitado con el solvente. Un diagrama de Jablonsky mas realista es el de |a
figura 1.5.b.

a) b)
Estado
Franck-Condon A Y
S: —4——
Relajacion "
2 -
ng del solvente 1 10-2s
N L
@ Z MK ~ Solvente menos polar
% 0 Q T
Excitacion l Fluorescencia Solvente mas polar
=15
10 S 10-°s
o8
. (2)
< (g

Figura 1.5 a) Representacion de la distribucion de dipolos en el ciclo de
fluorescencia. b) Diagrama de Jablonski teniendo en cuenta el efecto del
solvente.

El solvatocromismo es considerablemente mas acentuado cuando
ocurre una transferencia de carga intramolecular en el estado excitado
(ESICT por sus siglas en inglés, Excited State Intramolecular Charge Transfer
en la molécula), produciendo corrimientos de Stokes de hasta mas de 190
nm (Figura 1.6.a).” Este fendmeno suele darse en fluoréforos que presentan
grupos dadores y aceptores de carga acoplados en su estructura, como los
mostrados en la figura 1.6.c. Los estados excitados generados exhiben un
marcado caracter de transferencia de carga, caracterizado por un aumento
en el hey, consecuentemente, en la variacion del momento dipolar respecto
al estado fundamental, Apec. Esta diferencia muestra una correlacion
positiva con el solvatocromismo, de modo que mayores Apec S€
corresponden con una mayor sensibilidad del fluoréforo a los cambios en la
polaridad del solvente. 202
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Figura 1.6 a) Solvatocromismo y corrimiento de Stokes en moléculas que
presentan transferencia de carga. b) Espectros de fluorescencia para tres
fluoroforos solvatocromicos (Tomada de referencia ®). c) Ejemplo de
algunas moléculas solvatocromica.s

La realidad es que la fluorescencia es afectada no solo por la polaridad
del solvente sino también por interacciones especificas del entorno, por
cambios conformacionales/redistribuciones, interacciones soluto-soluto y
demas. Es por esta sensibilidad al entorno que presentan muchos
fluoroforos que son utilizados para caracterizar entornos bioldgicos con gran
sensibilidad y precision. 242

1.2.3. Fluoroforos ESIPT

El proceso de transferencia de protéon intramolecular en estado
excitado (ESIPT por sus siglas en inglés, Excited state intramolecular proton
transfer) consta de la transferencia de un protén entre un dador (suelen ser
alcoholes y aminas) a un aceptor de hidrégeno (carbonilo o iminas) que se
encuentran en la misma molécula. Este fendmeno fue reportado por
primera vez por Kasha en 1979 y desde entonces hubo una revision
exhaustiva respecto a este fendmeno.?26-28

El proceso de ESIPT puede plantearse como un esquema de cuatro
estados que comienza con la excitacion de la molécula (Figura 1.7). Para que
la reaccion de transferencia de protdn ocurra, habitualmente tiene lugar
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una redistribucion de carga posterior a la excitacion que aumenta la acidez
de la especie donante de protdn, y la basicidad de la aceptora. Es por esto
por lo que se suele asociar ademas un proceso de transferencia de carga
intramolecular acoplado (ESICT-ESIPT).

A... (_ESLP;I- @."

Emision Emision

.!.@ 4_--—@---

Figura 1.7. Ciclo del proceso ESIPT. Adaptado de Demchenko (2023).°

Excitacion

La existencia de dos estados excitados llamados N* y T* por normal y
tautomeérico respectivamente puede dar lugar a dos bandas de emision que
poseen comportamientos diferentes. El tipo de espectro que se obtiene
depende del régimen en el que se establecen ambos estados y las
eventuales barreras energéticas que hay entre ellos. Los 4 casos mas
habituales se ilustran en la figura 1.8.a. En un extremo se encuentran los
fluoroforos que muestran una ESIPT lenta o impedida. En este caso el
espectro resulta en una sola banda, puesto que el estado T* no se forma. En
el otro extremo si la ESIPT es rapida o irreversible también solo se observa
una banda correspondiente a la emision desde el estado T*. Finalmente hay
dos escenarios intermedios: cuando existe un régimen cinético o un
equilibrio dinamico entre ambos estados. En estos casos se observan dos
bandas, que pueden variar en posicion y relacion entre ellas (ratio) al variar
el entorno.

Las figuras 1.8.b y 1.8.c muestran dos ejemplos de moléculas que
presentan ESIPT. El primer caso es el de diCN-HBO que presenta
solvatocromismo en la banda T* mientras que la 3-hidroxicromona FE lo
muestra en la banda N* La modificacion estructural en ambos casos puede
dar lugar a modificaciones en los comportamientos de fluorescencia de
cada banda. %%
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arriba abajo para b) diCN-HBO y c) FE.

Esto es relevante desde el punto de vista del disefio de sondas ESIPT
porgque en lugar de tener una sola banda de emisidn, se tienen dos, con
comportamientos diferentes, lo que habilita un parametro mas como es la
relacion de bandas, y por ende se tiene un método de calibracién interno
independiente de la concentracién.? Es de gran interés investigar cémo la
modificacion estructural de los sustituyentes y del entorno modula el
proceso ESIPT, con el fin de desarrollar fluoroforos con caracteristicas
especificas.

1.2.3.1. 3-Hidroxicromonas

Los derivados de la 3-hidroxicromona (3HC, Figura 19.a) son un
ejemplo de fluoréforos que presentan ESICT/ESIPT. La transferencia de
proton es impulsada por un aumento en la acidez del grupo dador de protdon
(3-hidroxilo) y en la basicidad del grupo aceptor (4-carbonilo), debido a la
redistribucion de densidad electronica en el estado excitado. Un derivado de
3-HC ampliamente estudiado es la 3-hidroxiflavona, 3HF. Determinaciones
de espectroscopia ultra-rapida demostraron que la reaccion ESIPT en 3HF
ocurre en el orden de los femtosegundos en solventes no polares, secos y
extremadamente puros. En este compuesto, el equilibrio tautomérico en
estado excitado se encuentra desplazado hacia T* y no se observa emision
estacionaria desde N*, salvo en los casos de solventes proéticos o algunos
polares no-proticos.
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La presencia de grupos dadores de electrones en 3HC modula
fuertemente las propiedades espectroscopicas y el proceso ESIPT. Esto se
debe principalmente a la generacion de un estado de transferencia de carga
intramolecular en el estado excitado correspondiente al estado N* La
presencia del sustituyente N,N-dietilanilino en 3HC da lugar a la molécula FE
en la que se incrementa el caracter de transferencia de carga en estado
excitado. La separacion de cargas producida por el proceso ESICT le otorga
un elevado momento dipolar al estado excitado, por lo que presenta fuertes
interacciones con solventes polares. Este proceso tiene una consecuencia
directa sobre la emision. En solventes polares, el estado electréonico excitado
se estabiliza en mayor proporcion que el fundamental y como consecuencia
la banda de emision se desplaza a mayores longitudes de onda. El efecto
sobre la absorcion es menor, ya que los estados Franck Condon de S; siguen
siendo de similar energia (solvatocromismo positivo). El incremento de Iy+/I+
con la polaridad del solvente observado en FE es consistente con una mayor
estabilizacion de N* por interacciones dipolares con el medio (Figura 1.9.b).

b O, o-H,
N G BandaT
ESPT N
< 0, Moo — =T, ¢ CLK
r? \ﬁ/ Banda
I H ., m | \
1 ~ —
Polaridadl IEEE e D - | Polaridad
LI L / 1

' 1
: Banda N : BandaT

Ol 1 A4

T

D

Figura 1.9. a) Estructuras de 3HC y FE. b) Ciclo de ESIPT y sensibilidad a la
polaridad del solvente de FE.

A partir de estas observaciones, se puede ver que modulando el
acoplamiento de los procesos de transferencia de carga y de protén en
estado excitado es posible controlar la relacion de intensidades In/l+, asi
como también las posiciones de los maximos de emision y los tiempos del
proceso ESIPT.

1.2.4. Rotores

El término rotor molecular se usa comunmente para describir una
molécula fluorescente que tiene la capacidad de experimentar un
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movimiento de torsion intramolecular en el estado excitado. Tipicamente,
un rotor molecular consiste en tres subunidades: una unidad dadora de
electrones, una unidad aceptora de electrones y una unidad espaciadora
compuesta habitualmente por fragmentos aromaticos.

Grabowski y colaboradores, en 1973, propusieron por primera vez un
modelo para este tipo de moléculas en el que se manifiestan dos estados
excitados: un estado de transferencia de carga intramolecular por giro o
torsion (TICT, por sus siglas en inglés, Twisted Intramolecular Charge
Transfer) y un estado localmente excitado (LE), siendo este ultimo el estado
excitado inicial.* El estado TICT, por otro lado, por ser un estado de
transferencia de carga muestra un marcado solvatocromismo, aungque en
algunas moléculas es un estado no emisor. Un punto clave para tener en
cuenta es que la poblacion de moléculas excitadas en un estado y en el otro
dependen del grado de rotacion intramolecular de la molécula, y la barrera
energética que hay entre ambos. Experimentalmente se observa que la
barrera se modifica con la polaridad del solvente y con la viscosidad del
medio (Figura 1.10). Esta dinamica hace que este tipo de moléculas sean muy
dtiles para caracterizan entornos biolégicos en los que hay multiples
cambios de viscosidad.**

9 * - » - +*
W
Si —_—
— ® 2
2 ® 2 =93 =
3 c 5 Z 2 :_n
w Q = n gl —
cC) w » - 8 w 8 .9-‘ 1
B - 2 W - T @ -
£E Es 2 | SZEE
w £ = w £ —¥ o8
S —_—
Ground Planar excited TICT Ground Planar excited TICT
state (LE) state state state (LE) state state

Figura 1.10. Diagramas del proceso de emision de fluorescencia en rotores.
a) Rotores con un estado TICT emisor b) Rotores con un estado TICT no
emisor. Figura tomada de referencia *.
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En lo que respecta a la relacion entre la viscosidad del medio y los
rendimientos cuanticos de fluorescencia se han propuesto diversos
modelos. Una relacion util es la expresada la denominada ecuacion de
Forster-Hoffrmmann (Ecuacion 1.3), que vincula el rendimiento cuantico con la
viscosidad n del bulk, donde Cy x son constantes que dependen del solvente
y del fluordforo, respectivamente. Este modelo funciona bien en un amplio
rango de viscosidades, pero presenta desviaciones en valores bajos de esta
propiedad. Una forma alternativa de esta ecuacion es la ecuacion 1.4, en
donde Ay B son constantes experimentales, y kres la constante radiativa del
fluordforo, que es independiente a la viscosidad.

logdr = C + x.log n [1.3]
_ kgm
Pr = ¥ [1.4]

Si bien este modelo es ampliamente aceptado en la bibliografia, la
viscosidad no deja de ser una magnitud macroscoépica. Es por esto por lo
gue en muchos casos es mas adecuado relacionar el volumen libre en lugar
de la densidad como un determinante importante del rendimiento
cuantico. Loutfy y colaboradores* han propuesto un tratamiento que se
basa en la relacion empirica de Doolittle* entre la viscosidad y el volumen
libre (Ecuacion 1.5)

n = A4.exp (B Z—;) [1.5]

En donde vo es el volumen ocupado, y vr es el volumen libre. Loutfy y
Arnold*¢ proporcionan evidencia experimental de que el rendimiento
cuantico de un fluordforo sigue la relacion de la ecuacion 1.6 que se obtiene
combinando las ecuaciones 1.4 y 1.5, donde knro S€ interpreta como una
constante intrinseca dependiente del fluordforo, vy x es la pendiente
encontrada en gréficas de log n versus 1/vy, knro€s proporcional a la velocidad
de reorientacion intramolecular, a su vez depende de la difusividad
rotacional de la molécula.

Or = il .exp (x@) [1.6]

knR,0 vf

Asi, la difusividad rotacional es junto al volumen libre la determinante
mas importante del rendimiento cuantico en rotores moleculares. Sin
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embargo, cuando la tasa de rotacion intramolecular se vuelve muy alta en
solventes de baja viscosidad, otros efectos, como la formaciéon de enlaces de
hidrégeno, la formaciéon de excimeros y la interaccion polar-polar, ya no son
despreciables y causan desviaciones significativas de los modelos
establecidos que describen la relacion entre el rendimiento cuantico y la
viscosidad.

1.2.4.1. BODIPYS meso sustituidos

Los borodipirrometenos (BODIPYs por sus siglas en inglés, boron
dipyrromethene, Figura 1.11.a) son una familia de fluoréforos ampliamente
utilizados para todo tipo de aplicaciones bioldgicas puesto que presentan
rendimientos cuanticos elevados y una marcada foto estabilidad.®” Las
propiedades de fluorescencia de estas moléculas son modificables haciendo
variaciones relativamente sencillas en su estructura. Por ejemplo,
aumentando el grado de sustitucion en las unidades pirrolicas, la emision de
fluorescencia se desplaza al rojo (Figura 1.11.b).3® Otro tipo de modificaciéon
relevante es la sustitucion en la posicion 8, o “meso”. En particular, la adicion
de un grupo fenilo en dicha posicion genera una serie de BODIPYS que
muestran una marcada sensibilidad por la viscosidad, es decir, son rotores
moleculares (Figura 1.11.c). Esta sensibilidad a la viscosidad varia segun el
grado de sustitucion de la molécula. Presuntamente cuanto mas sustituido
se encuentra el BODIPY se observa menor sensibilidad al entornoy presenta
un Mmayor rendimiento cuantico.

Kee y colaboradores, en 2005,* fueron los primeros en considerar a los
BODIPY meso sustituidos con fenilos como rotores. Los autores realizaron
una caracterizacion completa, tanto experimental como tedrica de los
mismos. Una primera observacion fue que cuando el BODIPY meso
sustituido no tiene sustituyentes en la estructura base, los rendimientos
cuanticos en tolueno eran bajos (0,06) al igual que los tiempos de vida que
rondaban los 0,45 ns. Sin embargo, al aumentar el grado de sustitucion en
posicion orto del fenilo, ambos valores aumentaban considerablemente,
dando unos rendimientos cuanticos del orden de 0,6-0,9 y tiempos de vida
de 5-6 ns (Figura 1.11.c). Este comportamiento fue atribuido al impedimento
estérico que no permite la libre rotacion del fenilo en meso.
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Estructura base del BODIPY

b
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Figura 1.11. o) Estructura base del BODIPY con su respectiva numeracion.
b) Efecto del grado de sustitucion en BODIPYs. c) BODIPYs meso
sustituidos. d) Rendimientos cuanticos y tiempos de vida reportados en
tolueno *.

Esta hipotesis  fue  confirmada realizando  simulaciones
computacionales en las que calcularon la superficie de energia potencial
resultante de variar el angulo diedro que comparte el sustituyente en meso
con el esqueleto del BODIPY. Se observan dos escenarios distintos en base
al grado de impedimento que tiene el anillo en meso. Por un lado, cuando la
rotacion no se encuentra impedida (Figura 1.12.b), el estado inicial excitado
se relaja hacia una conformacion de minima energia en la que el angulo
diedro se encuentra a 180° (es decir en el plano del BODIPY) llamada
conformacion torcida (Figura 1.12.a). Este minimo muestra una alta eficiencia
en el decaimiento no radiativo al estado fundamental. Por otro lado, cuando
la rotacion se encuentra impedida (Figura 112.c), emerge una barrera
energética para acceder a la conformacion torcida, por ende, la relajacion no
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radiativa se encuentra impedida. Este comportamiento se siguid estudiando
computacionalmente en diversos reportes >4y hoy se tiene una imagen un
poco mMas clara, aunque, no distante de lo que reportd Kee en 2005.

G Q ¢
Conformacién inicial Conformacién “planar” Conformacion torcida
(excitacién) (especie emisora) {decaimiento no radiativo)
b@ Rotacion permitida C @ Rotacion impedida
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Figura 1.12. o) Conformaciones estables de BODIPYs meso sustituidos al
variar el grado de rotacion del anillo aromatico. b y c) Superficie de
energia esquematica resultante de variar el angulo diedro ABCD.

Aunque este tipo de moléculas no se ajustan completamente al
formalismo de los rotores, donde existe un estado localmente excitado y un
estado de transferencia de carga TICT, la I6gica subyacente es similar. La
existencia de dos estados separados por una barrera energética que
depende de la viscosidad (o volumen libre) del entorno se mantiene en
ambos casos. Kuimova y colaboradores** 4 realizaron una caracterizaciéon
completa de como se relacionan estas moléculas con la viscosidad (Figura
113) determinando que cuanto mas impedido se encuentra el BODIPY
menor sensibilidad hay respecto al entorno, puesto que el impedimento
conformacional se encuentra basalmente. Por otro lado, se han reportado
este tipo de moléculas como sensores para sistemas proteicos, debido que
al impedimento estérico del bolsillo hidrofébico de estas macromoléculas
pueden producir un aumento en la barrera entre el estado inicial radiativo y

el no radiativo.*+46
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Figura 1.13 Relacion entre rendimiento cudntico y viscosidad para
BODIPYs meso sustituido con distintos grados de sustitucion. Figura
tomada de referencia 42.

En esta tesis se abordaran dos tipos de fluordforos sensibles al entorno:
fluordforos solvatocromicos que presentan una emision dual en los que
ocurre una reaccion de transferencia de protén y de carga en el estado
excitado (ESIPT y ESICT) y rotores moleculares en los que los cambios en sus
propiedades de fluorescencia responden mas a la viscosidad del entorno
gue con la polaridad de este.

1.3. Objetivos de la tesis

Como se describid en la seccion 1.1.1 el HTS es una de las herramientas
fundamentales para identificar pequenas moléculas capaces de modular la
actividad bioldgica frente a blancos terapéuticos especificos. El objetivo de
este trabajo es desarrollar un método de fluorescencia que sea aplicable en
HTS, que sea robusto, reproducible, confiable y aplicable a sistemas
proteicos no enzimaticos.

En el capitulo 2 se abordara la sintesis de sondas fluorescentes
especificas para las proteinas Anhidrasa Carboénica humana Il y la proteina
de unidn a acidos grasos 2. Se exploraran distintas alternativas para la
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sintesis de los fluordforos, utilizando tanto las vias clasicas como algunas
implementaciones recientes de sintesis. Posteriormente, se mostrara la
funcionalizacion de ligandos especificos de |la proteina Anhidrasa Carbdnica
humana |l para generar las sondas especificas. Finalmente, se tratara el
acoplamiento entre los fluoréforos y los ligandos para crear las sondas
fluorescentes.

En el capitulo 3 se describiran los materiales y métodos utilizados para
llevar a cabo las determinaciones experimentales y las simulaciones
computacionales que se presentan a lo largo de esta tesis.

En el capitulo 4 se presentara la metodologia empleada para realizar
las determinaciones de union ligando-proteina y el desplazamiento por
ligandos competitivos. Esta metodologia sera contrastada y validada con
datos previamente reportados para el sistema proteico albumina sérica
humana, para luego ser aplicada a la Anhidrasa Carbdénica humana Il y la
proteina de unidn a acidos grasos 2. Se realizaran analisis estructurales a
partir de simulaciones computacionales.

Finalmente, el capitulo 5 abordara la problematica en la definicion del
radio de Onsager para calcular momentos dipolares en 3-hidroxicromonas
gue presentan transferencias de cargas con geometrias no lineales. Se
utilizara un enfoque computacional para obtener informacion estructural y
electronica que explique los comportamientos experimentales observados.
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Capitulo 2

Sintesis de sondas
fluorescentes

sensibles al entorno
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2.1. Diseno de sondas fluorescentes

Las sondas fluorescentes que se presentan a lo largo de esta tesis se
encuentran formadas a partir de dos fragmentos unidos por un espaciador:
un ligando especifico del sistema biolégico de interés y un fluoroforo
sensible al entorno (Esquema 2.1). Este ultimo es responsable de los cambios
en la sehal de fluorescencia cuando la sonda interactua con el sistema a
estudiar. Es importante que el espaciador que une al fluoréforo y al ligando
sea lo mas corto posible, para evitar que el primero quede expuesto a la
solucion acuosa y su respuesta de fluorescencia se vea mitigada.

Reaccion deacoplamiento Blanco biologico

enllrtore 3
4 O— <O - 44
| X

Ligando especifico Sonda Fluorescente Ll

Fluorescencia atenuada Cambio en la sefial de Fluorescencia

Esquema 2.1. Sintesis de sondas y funcionamiento.

Se adopta un esquema de sintesis modular que permite emplear el
mismo tipo de reaccion de acoplamiento para generar sondas selectivas
para varios sistemas biologicos utilizando un mismo fluoroforo, asi como
diversas sondas para un mismo sistema bioldgico variando el fluoréforo
(Esquema 2.2). De esta menera se logra informacion diferente del evento de
union con cada sonda. La ventaja de este enfoque radica en la obtencion de
una diversidad de sondas, sin necesidad de desarrollar protocolos de
reaccion especificos para cada caso, lo que permite la sistematizacion de la
metodologia.

<0
a0
D<§E
<O

O— «©

Fluoréforos Ligandos Sondas

A

A

Esquema 2.2. Sintesis modular.
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Para conectar los fragmentos (ligando y fluoroforo) se selecciona una
reaccion que sea compatible con la naturaleza de ambosy sea lo mas amplia
posible. Existen dos grupos de reacciones que suelen utilizarse
ampliamente para este tipo de sondas: Reacciones que involucran la
formacion de un enlace peptidico, o reacciones de acoplamiento carbono-
carbono. El uso de reacciones de formacion de enlaces peptidicos suele
modificar la estructura electronica de los fluoréforos, por introduccion de un
grupo amino o amida directamente sobre el anillo aromatico de estos.”* Por
otro lado, los espaciadores que se generan suelen ser considerablemente
largos y un motivo adicional para no usar este tipo de reaccion, radica en
gue el oxidrilo de posicion 3 de las 3HCs es reactivo y puede reaccionar bajo
las condiciones de acoplamiento peptidico utilizadas comunmente. Es por
estos motivos que se descarta la formacion de enlaces peptidicos para
acoplar directamente los fragmentos de la sonda.

Existe una amplia variedad de reacciones de acoplamiento carbono-
carbono siendo las mas comunes las representadas en la figura 2.1. La
seleccion de la reaccion utilizada se basa en un balance entre la
disponibilidad de los reactivos, y la funcionalidad del producto. Por un lado,
la reaccion de Suzuki requiere el uso de acidos borénicos que suelen ser
sustratos costos y poco comunes de encontrar en los drogueros. Lo mismo
ocurre con las reacciones de Stille y Hiyama que usan sustratos basados en
silicatos y complejo de estano. Es por este motivo por lo que se descarta su
uso. Por otro lado, la reaccion de Heck es una alternativa viable
sintéticamente, sin embargo, introduce un doble enlace en la sonda que
podria reaccionar en el sitio de union de la proteina. Mientras que, la
reaccion de Sonogashira, que consiste en acoplar un carbono sp terminal
(alquino) y un sp? de un halogenuro de arilo (o vinilo), presenta varias
ventajas. Los sustratos usados son accesibles tanto sintética como
comercialmente. Ademas, la insercion de un triple enlace no modifica
apreciablemente las propiedades de fluorescencia de los fluoréforos y no
presentan altas reactividades en entornos proteicos.
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Catalizador de paladio
R-X + ArBH(OH), —— R-Ar + XB(OH),  Acoplamiento de Suzuki

Catalizador de paladio
R-X R-X + ArSnHR; P N R-Ar + XSnRs Acoplamiento de Stille
Arilo o vinlo
Catalizador de paladio
Ri—X +H3SiR3= R, ——————— > Ri—R, Acoplamiento de Hiyama
Catalizador de paladio R
Ri—X + =\ — __ + H=X Acoplamiento de Heck
R» R,
Catalizador de paladio
R—X + =R, » R—R, Acoplamiento de Sonogashira

Figura 2.1 Reacciones de acoplamiento carbono-carbono catalizadas por
paladio mas comunes.

De esta manera, se propone la obtencion de los fluordforos
halogenados, mientras se buscan ligandos que contengan un grupo alquino
terminal. Esto estd en linea con la sistematica planteada, ya que es
compatible con la sintesis modular, hay disponibilidad de ligandos
comerciales con grupos alquino terminal,y en ambas familias de fluordforos
se puede introducir un halogenuro de arilo en regiones que no afectan
significativamente sus propiedades de fluorescencia.

2.2. Sintesis de Fluoroforos

2.2.1. Sintesis de BODIPYs

La quimica de los pirroles para obtener BODIPYs es una consecuencia
del extenso estudio en la sintesis de porfirinas, desarrollada durante el siglo
pasado. Treibsy Kreuzer4, en 1968, fueron los primeros en poner el foco sobre
estas moléculas fluorescentes. Si bien los autores no disefiaron una sintesis
especifica para su obtencioén, decidieron estudiar los entonces desconocidos
BODIPYs que se formaban como complejos estables borados durante la
acetilacion de 2,4-dimetilpirrol en anhidrido acético a reflujo con trifluoruro
de boro eterato (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Reaccion de Treibs y Kreuzer, BODIPYs como subproducto.

BF.(OEt),,
(0] (0]
A
Dipirrometeno Intermediario BODIPY meso sustituido

Una de las claves para obtener BODIPYs radica en el grado de
sustitucion del pirrol, puesto que, si la posicion 2y 5 se encuentran libres, la
condensacion se puede dar por ambos sitios, y se obtendrian compuestos
porfirinicos.®

Actualmente, la sintesis de BODIPYs meso sustituidos (sustituidos en
posicion 8) conserva la misma Iégica mostrada por Treibs y Kreuzer en su
trabajo original. Esto implica realizar la condensacion de dos moles de pirrol
con moléculas que tengan un grupo acilo, ya sea derivados de acido como
los cloruros® o anhidridos de acido’? (Figura 2.3.a) o a partir de aldehidos
(Figura 2.3.b). Posteriormente, el dipirrometeno resultante se compleja con
trifluoruro de boro para obtener el BODIPY deseado.

X
a)

Cl (0]
Ry
R Condensacién Ry R c leiacis
2 / + NN omplejacion
Rs Rz Rz

N MR NS BF;.OFt

3 2
X R3 Rs

Dipirrometeno
No aislado

BODIPY
Meso sustituido

10-30% (Global)

b)

(o]

R: g Z B i . R3 R3 Complejacion
) 1 Condensacion Oxidacion X
~
2R ' YT Re™\ N N\\ Re
H [H] BF3.0Ety
M Rq Ry
10-30% (Global)
Dipirrometeno BODIPY
Dipirrometano No aislado

Meso sustituido

Figura 2.3. Esquema sintético de BODIPY a) partiendo de cloruro de dcido.
b) partiendo de aldehido.

La ruta mas corta y sencilla para la obtencion de BODIPYs implica una
reaccion de condensacion de un cloruro de acido con dos equivalentes del
pirrol. Esto da lugar a un intermediario inestable, el dipirrometeno, que es
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complejado sin purificar con boro para obtener el BODIPY meso sustituido
final, con rendimientos que suelen oscilar entre un 20 y 30 %.

De manera similar, pero afadiendo un paso oxidativo, estas moléculas
se pueden obtener a partir de aldehidos aromaticos utilizando catalisis
acida. La condensacion del aldehido con dos equivalentes de pirrol produce
un dipirrometano, que se oxida (habitualmente con p-chloroanil o DDQ)
para formar un dipirrometeno. La adicion del paso oxidativo introduce
complicaciones experimentales debido a los subproductos que pueden
formarse a partir del agente oxidante, por lo que es habitual purificar el
dipirrometeno antes de realizar el paso final de complejacion para obtener
de un crudo mas limpio.2

2.2.1.1. Sintesis de Br-BDP (1)

La ruta sintética comienza con la condensacion de dos equivalentes
del 2,4-dimetil-3-etilpirrol con uno del 4-bromobenzaldehido y gotas de
acido trifluoroacético (catalisis acida). Una vez comprobada mediante CCD
la desaparicion del pirrol y la obtencion de una nueva mancha rosa, se
avanza con la etapa oxidativa, en la que habitualmente se usa p-cloroanil
como agente oxidante. Cuando la mancha rosa desaparece de la CCD, se
pueden tomar dos caminos: purificar el dipirrometeno intermediario o
continuar con el paso complejacion sin purificar (condicion “one-pot”). El
primer enfoque tiene la ventaja de que se eliminan los subproductos que se
generan en la etapa oxidativa. El paso de complejacion del dipirrometeno se
realiza con BFs:.OEt, durante toda la noche. El producto es purificado por
cromatografia flash liquida, y precipitado en éter etilico. El rendimiento es
de un 25% global, respecto al aldehido.

N Br ] Br
-0 i)Gotas de TFA,
\ N\ 4 M |) p-CIo;)aniI
NH ii) p-Cloroanil —~ N i) BF3.(OEt),, <A
Br \ NH N TEA, t.a., ON \ N\é/'}r‘\
FF
R _ Br-BDP 1

Dipirrometeno Intermediario
25% (Global)

Figura 2.4. Sintesis del Br-BDP 1 via condensacion de aldehido.
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Se llevaron a cabo ambos enfoques de sintesis, es decir, con y sin
purificacion del intermediario dipirrometeno. Se observo que la purificacion
del intermediario no mejora los rendimientos, que rondan un 25% global y
adiciona complicaciones experimentales. Dado que la purificacion por
cromatografia en columna utilizando silica en fase normal presenta un
marcado sangrado del dipirrometeno debido a su alta polaridad lo que
resulta en una baja eficiencia de purificacion, y un elevado consumo de
solvente. Por lo tanto, en las sintesis posteriores se opto por el enfoque “one-
pot”, metodologia que esta habitualmente reportada en bibliografia.®©"
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Figura 2.5. RMN 'H (CDCls, 500MHz) del Br-BDP 1.

El espectro de RMN 'H (Figura 25) muestra un patron de
desplazamientos alifaticos, tipico para el cuerpo del BODIPY, de dos
singletes de seis nucleos correspondientes a los metilos CHs (H-1/17) y (H-
4/47) a desplazamientos de 1,31y 2,53 ppm, respectivamente. Ademas, un
triplete de seis nucleos, a 6 0,98 ppm correspondiente a dos metilos CHs (H-
3/37), que acoplan con un cuarteto de cuatro nucleos de dos metilenos CH,
a 8§ 230 ppm (H-2/2°) con una constante de acoplamiento de 7,6 Hz
caracteristico de compuestos alifaticos. Finalmente, se observan dos
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dobletes que integran a dos protones cada uno en la zona de los protones
aromaticos a § 7,62 y 7,18 ppm correspondientes a los hidrogenos H-5/5" y
H-6/6 "concordante con un patrén de sustitucion en para.

2.2.1.2. Sintesis de I-BDP (2)

La otra ruta explorada corresponde a la condensacion de dos
moléculas de pirrol con un cloruro de acido (Figura 2.6). Esta reaccion
también se lleva a cabo en un esquema “one-pot”, y consta de un paso
menos que la ruta de la condensacion del aldehido, puesto que se parte de
un reactivo con un estado de oxidacion superior y se obtiene directamente
el dipirrometeno intermediario, que es inestable, y no se aisla.

Cl O
\ \ . CH,Cl, BF 5 (OEt),,
i TEA, t.a.
NH 3 dias N { , t.a,,
| N\_NH N=x ON

Dipirrometeno

Figura 2.6. Sintesis del compuesto I-BDP 2.

La mayoria de los reportes en literatura parten del cloruro de acido
comercial. Es por esto por lo que se decide explorar también la sintesis del
cloruro de acido, puesto que es menos frecuente encontrar estos derivados
en los drogueros.

Se sintetiza el cloruro de acido correspondiente a partir del acido 4-
iodobenzoico, gotas de DMF y cloruro de tionilo (SOCI,) usado como solvente
a reflujo. Alternativamente, se puede seguir el mismo procedimiento, pero
utilizando como agente clorante al cloruro de oxalilo (C.O.Cl) en
diclorometano (DCM) a temperatura ambiente (Figura 2.7). La cloracion
ocurre via formacion del reactivo de Vilsmeier, 4. En el primer caso el exceso
de cloruro de tionilo se remueve por destilacion al vacio, obteniéndose un
solido amarillo palido. En el segundo caso, el cloruro de oxalilo se remueve
directamente por evaporacion del crudo en evaporador rotatorio y se
obtiene un sdlido de las mismas caracteristicas. El producto en ambos casos
es lavado con tolueno y filtrado por un embudo (o lecho) de celite. Los
rendimientos fueron 80% usando cloruro de tionilo y 88% usando cloruro de
oxalilo.
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Via cloruro de tionilo Via cloruro de oxalilo

C,0,CI
MO0 SOCl, cl © 2DC2|\/| 2 HO 0 Reactivo de Vilsmeier
DMF (gotas) DMF (gotas) |
Reflujo ta. /NY
4 o]
' 80% ! 88%

3
Figura 2.7. Sintesis de cloruro de dacido 4-iodobenzoico (3).

El cloruro de acido obtenido por la via del cloruro de tionilo se hace
reaccionar directamente con el pirrol, sin purificacion adicional. Los
rendimientos de sintesis del producto I-BDP resultan muy bajos (< 5%), y se
obtiene dos subproductos adicionales (Figura 2.8, compuestos 5y 6). Uno de
los subproductos muestra una fluorescencia similar al producto buscado (5),
mientras que el otro no es fluorescente (6), aunque se observa una alta
intensidad bajo la luz UV en la CCD. Los rendimientos para ambos
subproductos no fueron determinados.

| Subproducto
Cl 0] fluorescente
+ 5
N i) CH,Cl, 3 dias
+ —_—
\ NH i) BF; (OEt),, TEA,
t.a., ON Subproducto

no-fluorescente

6

Figura 2.8. Obtencion del I-BDP 2 y sus subproductos 5 y 6.

La ruta de sintesis usando el cloruro de acido obtenido con cloruro de
oxalilo es considerablemente mas limpia, sin embargo, los rendimientos son
similares a los obtenidos con el cloruro de acido obtenido por la via del SOCI,
y si se obtienen los mismos subproductos que en la via anterior.

Finalmente, al realizar la sintesis del BODIPY usando el cloruro de
acido comercial se obtiene 30% de rendimiento, acorde a los rendimientos
reportados en bibliografia.? El espectro de RMN 'H (Figura 2.9) muestra el
mismo patron de desplazamientos que el Br-BDP, aunque las sefales
aromaticas se acercan entre si (Figura 2.5).
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Figura 2.9. RMN 'H (CDCls, 500MHz) del I-BDP 2.

~12.00]
5.999

5.6541
515.874

Para determinar la identidad de los subproductos (5y 6) se los analiza
por RMN. Para el subproducto fluorescente 5 se espera que su estructura
molecular contenga un motivo similar al del producto buscado (BODIPY)
puesto que muestra una fluorescencia similar. En el espectro de RMN 'H
(Figura 2.10) se observa el mismo patron de desplazamientos alifatico, del
BODIPY mostrado en las figuras 2.8 y 2.9. Por otro lado, no se observan los 4
protones aromaticos correspondientes al anillo situado en la posicion meso
del producto I-BDP (2). Mientras que, se observa un singlete en 6,94 ppm
gue integra para un hidrogeno. De esta manera, se propone que el espectro
de RMN puede ser asignado un BODIPY no sustituido en meso (H-BDP),
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coincidiendo su espectro y desplazamientos con los reportados en
bibliografia para esta molécula.”®

H-5 H-1/1 H-3/3°

2
—~1.08
1.06
~1.05

it

= ~ o
- ~ S
< ©

0.949 LG.M
6 09{
\

©

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
700 695 690 685 680 6.75 255 250 245 240 235 230 225 220 215 210 205 200110 105 100 095
ppm

Figura 2.10. RMN 'H (CDCls, 500MHz) del compuesto 5.

En el espectro de RMN 'H del producto 6 (Figura 2.11) se puede
identificar un patron de senales en la zona alifatica a dos singletes de los
metilos CHz H-1y H-4 a 191 ppm y 2,25 ppm, y un metilo acoplado a un
metileno correspondiente al residuo etilo (CHza 1,05 ppmy CH.en 2,38 ppm).
Ademas, se observan dos dobletes en la zona de los protones aromaticos a 6
7,80 y 7,36 ppm correspondientes a los hidrogenos H-5/5" y H-6/6 con
patron de sustitucion en para. Estas senales se encuentran en una relacion
de integracion 1.1 respectos de los protones alifaticos por lo que se deduce
gue existe una sola unidad pirrdlica respecto a una unidad aromatica, y no
dos como se esperaria en un BODIPY. Se propone que el subproducto 6
obtenido es el producto de la condensaciéon de solo un equivalente de pirrol
con el derivado de acido, para dar la cetona correspondiente. Los
desplazamientos observados coinciden con los reportados en bibliografia y
existen reportes en los que se determina que este tipo de cetonas pueden
obtenerse como subproductos de manera basal al utilizar esta ruta de

sintesis.'*
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Figura 2.11. RMN 'H (CDCls, 500MHZz) del compuesto 6.
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Como resultado del analisis de los espectros, podemos concluir que
los subproductos son el BODIPY sin sustituir en la posicion meso (H-BDP), y
el intermediario correspondiente a la condensacion con un solo equivalente

de pirrol (Figura 2.12).

N.-_N
+

FF
Cl (0]
fluorescente
i) CH,Cl, 3 dias H-BDP 5
\ \ + —_—
NH ii) BF3 (OEt),, (0]
| TEA, t.a., ON + S
\ NH

no-fluorescente

6

Figura 2.12. Sintesis de I-BDP 2 con sus subproductos identificados.

La presencia del subproducto H-BDP es mencionada en el trabajo de
Sobral.® Los autores mencionan que se obtiene un porcentaje pequeno (5%)
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de este compuesto y que su formacion se encuentra asociada al uso de
diclorometano como solvente. En nuestro caso no fue posible determinar
un rendimiento cuantitativo de cada subproducto, por lo que se decidio
repetir la sintesis para determinar si la cantidad obtenida es la basal. Para
eso, se utilizé el cloruro de acido sintetizado en el laboratorio (3) y 2,4-
dimetilpirrol, debido a la mayor disponibilidad de este pirrol respecto al 2,4-
dimetil-3-etilpirrol (Figura 2.13).

Al realizar esta sintesis se observa el mismo comportamiento que con
I-BDP 2, obteniéndose un rendimiento de 6 % del I-BDP 7, 20 % del
subproducto fluorescente (H-BDP, 8) y 4 % del subproducto no fluorescente
(9). Para el caso del H-BDP 8, el rendimiento es 4 veces mayor al 5% que se
obtiene basalmente segun lo reportado por Sobral. De esta manera se
puede concluir que no es el diclorometano usado como solvente el que
induce la formacion del subproducto H-BDP (5y 8).

Cl__0O HN—\
i. CH,Cl, 3 dias O
/ + - > +
N ii. BF3.(OEt),, +
| TEA rt, ON
3 |
I-BDP 7 H-BDP 8 9
6% 20% 4%

Figura 2.13. Sintesis de I-BDP 7 con sus subproductos identificados.

Si por otro lado consideramos que, en la sintesis con el cloruro de acido
comercial, este comportamiento no se replica, se propone que, en la sintesis
del cloruro de acido, se introduce una especie que propicia la obtenciéon de
los subproductos 5y 8 por sobre la de los I-BDP 2 y 7. Por otro lado, la
presencia del intermediario mono sustituido en cantidades comparables
respecto al producto buscado, nos indica la falta de disponibilidad de pirrol
en la mezcla de reaccion para producir el segundo ataque que da lugar al
dipirrometeno intermediario.

Tras una investigacion bibliografica, se encuentra que Warashina y
colaboradores®™ reportan al reactivo de Vilsmeier como un formilador
regioselectivo para la posicion 2 en pirroles (Figura 2.14.b). En el trabajo
citado, el reactivo se obtiene como un sélido blanco, mezclando DMF con
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cloruro de oxalilo/tionilo a temperatura ambiente (Figura 2.14, a). Reportes
similares se encuentran en la literatura clasica asociada a la quimica de los
pirroles y porfirinas.®> Estas condiciones son similares a las usadas en la
sintesis para el cloruro de acido (Figura 2.7).

a) Formacioén reactivo de Vilsmeier

NN +CO + CO,

0] Cl Cl

Reactivo de Vilsmeier
(Solido blanco)

b) Formilacion regioselectiva del pirrol a partir del reactivo de Vilsmeier publicada por Warashina

o CH,ClI,

t.a.
0.1 0/0 99.90A)

Figura 2.14. a) Formacioén del reactivo de Vilsmeier. B) Formilacion
regioselectiva de pirroles reportada por Sobral.

Por otro lado, Burgess'® reporta en 2008 la sintesis de BODIPYS no
sustituidos en la posicion meso (similares a H-BDP) a partir de pirroles
formilados (Figura 2.15), y demuestra que la reaccion es catalizada por la
presencia de reactivos del tipo Vilsmeier dando rendimientos superiores a

90%.

H i. POC|3, CH2C|2
N 25°C
| )—CHO

ii. Et;N, BF30Et,
25°C

92%

Figura 2.15. Sintesis de BODIPYS no sustituidos a partir de pirroles
formilados propuesta por Burgess.'

De esta manera, se postula que, al realizar la sintesis de cloruro de
acido, se genera el reactivo de Vilsmeier que induce la formilacion del pirrol
y subsiguiente formacion del H-BDP. Esta hipotesis es confirmada por el
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hecho de que se forma mas H-BDP que lo esperado (observacion en
concordancia con el trabajo de Burgess), y la presencia del intermediario
monosustituido (6 y 9), refuerza la idea de que el pirrol es consumido por
una via alternativa a la del I-BDP (Figura 2.16).

/

—N
Ruta de formacion del H-BDP Cl
/ \ /O  —
N
/ H
/'ll X Ruta mas favorecida
Cl
s
N
H
e
N | —
H

Ruta de formacion del I-BDP

|
Figura 2.16. Rutas propuestas por las cuales el reactivo pirrdlico se

consume.

Esto explicaria porque no se encuentran reportes de esta sintesis
usando el cloruro de acido precursor obtenido en el laboratorio. Una
alternativa para explorar prospectivamente consiste en obtener el cloruro
de acido con una mayor pureza realizando una destilacion al vacio, técnica
utilizada habitualmente para purificar este tipo de compuestos.” Esta
metodologia es adecuada para escalas mas grandes que las trabajadas en
esta tesis.

En conclusion, se pudieron obtener BODIPYS sustitutos en la posicion
meso con iodurosy bromuros de arilo para sustituidos. Se exploraron dos de
las vias de sintesis clasicas para estos compuestos, y se indago en el hecho
de que sintetizar cloruros de acido en baja escala para llevar a cabo la sintesis
no resulta efectiva frente al uso del reactivo comercial.
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2.2.2. Sintesis de 3-hidroxicromonas

2.2.2.1. Introduccion

La segunda familia de fluoréforos seleccionados son las 3-
hidroxicromonas (3HCs). Estas moléculas pertenecen al grupo de los
flavonoides, y mas especificamente a las flavonas. Esta familia de moléculas
se encuentra en la naturaleza, predominantemente en el reino vegetal y son
ampliamente estudiadas por presentar una marcada actividad terapéutica.
La flavona (2-fenil-4H-chromon-4-ona) es la estructura basica de este grupo
de moléculasy por la cual lleva su nombre. A nivel estructural son cromonas
(cromen-4-onas) con un anillo aromatico en la posicion 2. Por otro lado, los
flavonoles o 3-hidroxicromonas son flavonas derivatizadas con un grupo
oxidrilo en el carbono 3. Cabe destacar que el nombre 3-hidroxicromona es
ampliamente utilizado en literatura, pero la denominacién correcta es 3-
hidroxiflavona. Sin embargo, a lo largo de esta tesis se adoptara el nombre
3-hidroxicromona (3HCs) para referirse a ellas. En la Figura 2.17 se muestra
ademas de su estructura basica, la numeracion adoptada de los atomos mas
importantes, asi como el rotulo que llevada cada uno de los tres anillos. Esta
informacion sera usada intensivamente en las siguientes secciones.

ch Oy O

Cromona Chalcona Flavanona

Flavona(2-fenil-4H-chromon-4-ona) Flavonol (3 Hidroxicromona)
Figura 2.17. Estructuras de algunos flavanoides

Estas moléculas muestran dos bandas de emision de fluorescencia.
Este fendmeno se explica por la existencia de una reaccion de transferencia
de proton del oxidrilo 3 al carbonilo 4 en estado excitado (ESIPT, capitulo
1.2.3). Por otro lado, las propiedades de emision de fluorescencia pueden
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modularse por modificacion estructural. La insercion de grupos dadores de
electrones en la posicion 2 genera moléculas que presentan un marcado
solvatocromismo mientras que la fuerza del grupo dador se correlaciona con
la sensibilidad del fluoréforo.® Cuando los grupos dadores son mas fuertes
se generan moléculas con mayor solvatocromismo. Este comportamiento
fotofisico vuelve a las 3HCs sustituidas excelentes candidatas para dar lugar
a sondas fluorescentes sensibles al entorno. (Ver capitulos 1.1.2 y 1.1.5).

Desde el punto de vista sintético los flavonoles, las flavonas y las
flavanonas comparten como precursor comun a las chalconas. Estas se
suelen sintetizar a partir de una condensacion de Claisen-Schmidt entre una
hidroxiacetofenona y un aldehido (Figura 218). En particular el anillo
aromatico de la acetofenona es lo que representa el anillo A mientras que el
aldehido el B. Una vez obtenida la chalcona lo que determina que especie
se forma es el paso de ciclacion llevado a cabo.

H,0,
KOH - @ c|
|
» 1. Br2 0
@ * @ @ | 2.KOH /EtOH
OH OH @
|e >

Condensacion de Claisen-Schidmit
= (2

Figura 2.18. Ruta para obtener las distintas flavonas. Las chalconas se

@]
o
o
o]
o]
&) -

(9]

)

TFA (Reflujo)

=)

muestran como precursor comun

En esta tesis se propone el uso de 3HCs como uno de los fluordforos
seleccionados para la sintesis de sondas fluorescentes sensibles al entorno.
Se sintetizaron 3HCs sustituidas en la posicion 4° con un grupo dador
dimetilamino por ser el grupo dador mas fuerte disponible mientras que se
eligen dos halogenuros en la posicion 7 para testear la reactividad de cada
uno frente a la reaccion de Sonogasahira.

Pagina |42



2.2.2.2. Rutas sintéticas precursoras

En la siguiente seccioén se realizard una descripcion de algunas de las
técnicas y/o métodos de sintesis para flavonas y 3HCs. Se comenzara
describiendo el método precursor, y luego se hara hincapié en la sintesis de
Algar-Flynn-Oyamada junto a todas sus variaciones.

Método de von Kostanecki

El método de Von Kostanecki (Figura 2.19) fue desarrollado a finales
del siglo XIX siendo una de las primeras técnicas reportadas para la sintesis
de flavonas.® De manera general, esta metodologia consta de dos pasos.
Una condensacion de Claisen-Schmidt entre un aldehido y una o-
acetofenona obteniendo una chalcona, que posteriormente es sometida a
una bromacidn/deshidirobromacién en solucién alcohdlica basica, dando
finalmente la flavona.

Metodo de Von Kostanecki

1. Br,

O
OR (0] Solucion acuosa
©i”/ | _ basica ‘fk/\‘ 2. KOH/EtOH
' |
o K@ Condensacion de OR 0] O
Flavona

Claisen-Schmidt
Chalcona

Figura 2.19. Sintesis de flavona por el método von Kostanecki.

La logica de obtener la chalcona intermediaria a partir de una
condensacion es transversal a la mayor parte de las metodologias
desarrolladas a posteriori.

Método de Karl von Auwers

Karl von Auwers sintetizé por primera vez la 3-hidroxiflavona en 1908
(Figura 2.20).”° Para llevar a cabo esta sintesis, el autor realizd la bromacion
de una aurona, seguido de una deshidrobromacion con KOH en solucion
alcohdlica, procedimiento similar al de von Kostanecki pero sin partir de una
chalcona.

Br, /ICHCI; 20°C

a®
KOH/EtOH

Figura 2.20. Sintesis de 3-hidroxiflavona por el método de von Auwers.
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Notablemente en el transcurso de la reaccion se propone la formacion
de una chalcona hidroxilada, que luego se cicla para dar las 3-hidroxyflavona
(Figura 2.21)

Bry

-

Figura 2.21. Mecanismo propuesto para el método de von Auwers.

Meétodo de Algar-Flynn-Oyamada

Una alternativa para obtener las 3-hidroxicromonas es la reaccion de
Algar-Flynn-Oyamada (AFO) reportada en 1934. Esta reaccion consta de la
ciclacion oxidativa de una chalcona producida por peroxido de hidrogeno
en medio basico (Figura 2.22). En la reaccion original se utilizaba una
solucion alcohdlica de hidroxido de potasio en caliente, metodologia comun
a los dos enfoques descriptos previamente.

0 H20, o
= KOH (Sol. Alcoholica)
¢ -
OH Reflujo

Figura 2.22. Reaccion de Algar-Flynn-Oyamada.

El mecanismo de esta reaccion ha sido discutido a lo largo de los anos
y actualmente no hay un consenso absoluto sobre el mismo (Figura 2.23). Se
postula que la chalcona se convierte en una flavanona, pero hay dos
propuestas sobre cual es el mecanismo de este paso.

o (@]
B , H,O
‘ \/U\ P ' ase, Hz0; [ ] O OH [O]
|O |O - OH"
OH © O
Mecanismo en discusion Flavanona Flavonol

Figura 2.23. Mecanismo sin resolver de la reaccion AFO.

Inicialmente, Algar y Flynn?° propusieron la formacion de un epdxido
etilénico que podia tomar dos caminos: Un ataque del oxidrilo en posicion 2
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al carbono alfa para dar una aurona o un ataque al carbono beta para dar la

flavanona:
e
\)e ,,,
(0] (0] 0.5 P‘@?"”
= HOO"/ OH" -
LTS O, e
OH (o} \T’%
\\\?Q
Epoéxido Intermediario AN
(0]
l OH [O]
"
Flavanona Flavonol

Figura 2.24. Mecanismo propuesto inicialmente para la reaccion AFQ.

Esta propuesta fue fundamentada a partir de un reporte de Baker y
Robinson? en el que previamente sintetizaron un epoéxido similar a partir de
una chalcona no hidroxilada bajo las mismas condiciones de reaccion
(Figura 2.25). Al tratar de reproducir la generacion del epdxido intermediario
a partir de la hidroxichalcona correspondiente, Algar y Flynn no tuvieron
éxito y por ende su propuesta no tuvo un sustento empirico.

Epoxido obtenido por Baker & Robinson (1932)

H20;
‘)J\/\‘ KOH (alc) ‘)J\/)\‘

Intento de Algar & Flynn (1934)
o H,0
202 O o

0]
O = KOH(aIc OH
OO0
OK oK" 0 O

Figura 2.25. Formacion del epoxido obtenido por Baker & Robinson
(Arriba). Intento fallido de Algar y Flynn (Abajo).

No aislado

En 1996 Patonay? logra obtener y detectar el epdxido intermediario,
utilizando dimetildioxirano como agente oxidante en lugar de las
condiciones utilizadas en la reaccion de AFO (Figura 2.26). En este trabajo se
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demuestra que puede suceder tanto el ataque en a para dar la aurona como
en B para dar la flavanona, y que este ultimo esta favorecido cuando los
sustituyentes R, y R, en el carbono B, estabilizan la carga parcialmente
positiva de este (es decir, con grupos dadores).

(e}
Ataque en OH
o R4
Ry 0" R,

0 Ry O>< 0 Ry
|
Z R, O S Ry —

Rj OH CHL 20 Ry OH 0
OH
. R4
Ataque en R3 0 Ra

Figura 2.26. Obtencion del epoxido intermediario obtenido por Patonay
usando condiciones de reaccion distintas a las AFO.

En contrapartida a la propuesta de Algar y Flynn, en 1965 Dean y
Podimuang?®® desestimaron la formacién del epdxido intermediario
fundamentando que, en un medio fuertemente basico, el oxidrilo de la
chalcona se encuentra desprotonado, y la formacion del epdxido se tendria
gue dar por interaccion de dos particulas cargadas negativamente como lo
son la chalcona y el anidn hidrogeno peroxido, algo desfavorable
energéticamente segun los autores. El nuevo mecanismo propuesto se basa
en una ciclacion intramolecular concertada para dar el anion flavanona, que
luego es oxidado por el perdxido de hidrogeno para dar la flavanona (Figura
2.27). Finalmente, los autores consideran que se puede formar el
intermediario epdxido en chalconas que presentan sustituyentes como
metilo o metoxi en el carbono 5, lo que da lugar a auronas.
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-~ (oH
CO (O OH o
O ‘l‘) O g O oH [0l
oA O o O - OH- o O

Anion Flavanona Flavanona Flavonol

Figura 2.27. Mecanismo de AFO propuesto por Dean y Podimuang.

La realidad es que ninguna de las dos hipodtesis se pudo comprobar
experimentalmente hasta el momento. Con el aumento del poder de
computo, en los ultimos veinte anos, se han realizado simulaciones
computacionales para tratar de clarificar este dilema. Nuevamente, se
encontraron resultados contrapuestos que apoyan las dos posturas sin
llegar a un consenso. 2

Finalmente, Xianyan Shen et al., en 2017,% prueban sistematicamente
diversas condiciones de sintesis para la reaccion AFO. A partir de este
trabajo, se pueden extraer algunas reglas de reactividad para la formacion
de diversas 3HCs:

e Sihay sustituyentes en el carbono 5 que interaccionen estéricamente
con el carbonilo (y no necesariamente electronicamente) hay una
predominancia a que se obtenga la aurona.

e La formacion de flavanonas es propiciada por grupos dadores de
electrones en el carbono 4’ del anillo B, y en la posicion 7 del anillo A,
mientras que grupos sustractores en esta ultima posicion aumenta el
rendimiento de las auronas.

Independientemente del mecanismo preciso por el cual se da la
reaccion, esta serie de reglas se pueden usar para racionalizar los
rendimientos de las reacciones AFO.

Para finalizar es importante destacar que desde el punto de vista
experimental la reaccion AFO suele presentar variaciones en cuanto a los
rendimientos, que van de bajos a moderados. Una hipdtesis es que a
menudo se forman mezclas de reaccion complejas debido a que las
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flavanonas intermediarias precipitan en soluciéon impactando directamente
sobre el rendimiento y haciendo que el aislamiento del producto sea
complejo.?®

2.2.2.3. Protocolos actuales

Protocolo clasico

Diversas condiciones experimentales han surgido para la reaccion
AFO. Actualmente la implementacion mas frecuente es “one pot” como las
reportadas por Klymchenko,”® en donde la condensacién que da lugar a la
chalcona se realiza en tandem con la etapa oxidativa (Figura 2.28), en la que
se utiliza H.O, y metdxido de sodio a reflujo, durante un periodo corto de
tiempo (unos pocos minutos). Este enfoque tiene la problematica de que la
etapa oxidativa puede descontrolarse, generandose asi diversos
subproductos de oxidacion y reduciendo la reproductividad de los
rendimientos.

Otro enfoque extendido que utiliza la misma logica, pero aplicando
condiciones de reaccion mas suaves, en donde la etapa oxidativa se da a
temperatura ambiente usando una solucién acuosa de hidroxido de sodio y
H.O, a temperatura ambiente.?’ Esta alternativa es mas controlada, aunque
requiere prolongados tiempos de reaccion.

T
| \—R Condensacion de 0
= Claisen SN = N Reaccion AFO
' o R—:/ | —R ———»
* OH
7 OH Chalcona
Ri—
=
0]

Figura 2.28 Esquema general para la formacion de 3HCs usando la
reaccion AFO en su version “one-pot”.

Protocolo basado en pirrolidina

Una alternativa novedosa es la reportada por Wei Xiong et al., en 2020.2
Los autores desarrollaron una sintesis oxidativa aerdbica “one-pot” a partir
de 2-hidroxiacetofenona y benzaldehido en presencia de pirrolidina en agua
bajo condicion atmosférica que no requiere ningun reactivo agregado que
oficie de oxidante (Figura 2.29).
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Figura 2.29. Sintesis de 3HCs usando pirrolidina.

Los autores proponen un mecanismo en el que la pirrolidina genera
un zwiterion fenoxi iminio que luego es oxidado por el oxigeno singulete
presente en el aire (Figura 2.30). Esto genera una cascada de oxidaciones
qgue finaliza con una hidrdlisis obteniendo el flavonol correspondiente.

Fenoxi iminio

Figura 2.30. Mecanismo propuesto para la sintesis de 3HCs usando
pirrolidina.

Protocolo usando catalizadores de transferencia de fase

Dada la naturaleza heterogénea de la mezcla de reaccion, Nhu et al.?®
proponen la utilizacion de un catalizador de transferencia de fase (Figura
2.31) como un enfoque alternativo para mejorar la solubilidad del sustrato y
de los intermediarios. En este caso parten de la chalcona y se solubiliza en
una mezcla de etanol/dioxano en partes iguales. El medio bésico es
aportado por una solucion acuosa al 5% de NaOH (12 equivalentes) y H,O-
como agente oxidante. El catalizador de transferencia de fase usado es una
sal de amonio cuaternario, y tiene como objetivo solubilizar los
intermediarios de reaccion insolubles que se forman durante la formacion
de la 3HC. Los rendimientos reportados por el autor aumentan respecto a la
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técnica convencional, siendo mayores a 50% en general. Los tiempos de
reaccion oscilan entre las 2y 48 horas.

— Etanol/Dioxano OH
X X . R
R | R > .
= = Sal de amonio cuaternario
OH —R
NaOH 5%
H,0,

Figura 2.31. Sintesis de 3HCs usando catalizadores de transferencia de
fase.

2.2.2.4. Sintesis de Br-3HC

La ruta sintética tradicional para obtener Br-3HC, comienza por la
obtencién de la acetofenona 10 mediante un reordenamiento de Fries a
partir de 3-bromofenol y cloruro de acetilo. El producto de esta reaccion es
sometido a una condensacion de Claisen con 4-dimetilaminobenzaldehido
obteniéndose la chalcona 11 intermediaria, que es usada sin aislar en la
reaccion de AFO para obtener la Br-3HC correspondiente (Figura 2.32). En
las siguientes secciones se detallara cada una de estas reacciones y las
variantes exploradas.

AICl5
—_—
Br OH O

10 L 1" _ Br-3HC 12 !

Reordenamiento Condensancioén Reaccién AFO
de Fries de Claisen

Figura 2.32. Sintesis de Br-3HC a partir de 3-bromofenol.

La reaccion de reordenamiento de Fries, consta del reordenamiento
del grupo acilo de un acetato de fenilo a un anillo aromatico para dar
acetofenonas y es catalizada por acidos de Brgnsted o de Lewis como HF,
AlCls, BF3, TiCls o SNnCl.. Los acidos se utilizan en exceso estequiomeétrico,
especialmente los acidos de Lewis, ya que forman complejos con reactivos
y productos.

Cuando se utiliza AlICls, como acido de Lewis, el mecanismo involucra
la complejacion del oxigeno fendlico con el tricloruro de aluminio, lo que
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permite la formacién de un carbocation acilo (Figura 2.33).26 Este ultimo
ataca al anillo aromatico, tanto en posicion orto como en para, dando una
mezcla de isdbmeros.

— — 0]
. CIJI .
:0 Al 0 Cl Cl
.. Ccl7/cl C, @ ArC! el
)J\o: - )J\O'@‘Cl o‘é"m Br on
Orto
; iC
g o (I)I o \—/ | )‘:O\
— Complejacion +? Carbocation acilio - Br OH
Para

Figura 2.33. Mecanismo de reordenamiento de Fries.

La proporcion de los isdbmeros puede ser modulada ajustando las
condiciones experimentales?® ¢ La formacion del isébmero orto se ve
favorecida a mayores temperaturas, menores tiempos de reaccion vy
solventes no polares.

Se exploran dos procedidmientos sintéticos para obtener Ia
acetofenona 10 a partir de 3-bromofenol. El primer procedimiento consta de
dos pasos, que son obtener el éster fendlico 13 y luego llevar a cabo el
reordenamiento de Fries (Figura 234). Mientras que el segundo
procedimiento puede realizarse “one-pot”. Para este caso el éster fendlico se
genera in situ y se realiza el reordenamiento en un solo paso experimental
(Figura 2.35).

En primera instancia se realiza |la acilacion del oxidrilo fendlico del 3-
bromofenol con anhidrido acético a temperatura ambiente. El éster fendlico
obtenido es purificado por cromatografia en columna, obteniéndose un
aceite amarillo palido en un 80% de rendimiento. El aceite es mezclado con
AlClz a 150 °C obteniéndose la acetofenona 10 en un 65% de rendimiento. El
rendimiento global de |la reaccion es de 52%.

: H2804 (Cat) o) 150 °C
Br OH r © Br OH

B ——————
O o B
)J\ok 80% 65% 10

Figura 2.34. Sintesis de la acetofenona 10 de dos pasos.
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Como alternativa se utiliza un protocolo previamente explorado en el
grupo de investigacion, en donde se realiza el reordenamiento en un solo
paso (“one pot”).’! Para esto se agita 3-bromofenol con cloruro de etanoilo en
1,2-dicloroetano a temperatura ambiente por 15 minutos. En esta primera
instancia, se produce la acilacion del oxidrilo fendlico in situ. Luego se
adiciona AlCls que actua como acido de Lewisy se lleva la mezcla de reaccion
a reflujo (84 °C) durante toda la noche. El isbmero orto se obtiene con un
rendimiento del 56 % luego de purificar por cromatografia en columna.

) o)
i /©\ - /(:fj\ )D\
+
)J\ 1,2 Dicloroetano +
Cl Br OH 6 oG Br OH Br OH
56% 27%

Figura 2.35. sintesis de la acetofenona 10 de un paso.

La eleccion del 1,2-dicloroetano sobre el diclorometano se encuentra
relacionada con el hecho que permite mayores temperaturas de reaccion, y
es menos polar, por lo que estas condiciones experimentales aumentan la
proporcion del isbmero orto.

Se observa que, en términos de rendimiento globales, esta reaccion
“‘one pot” (Rto = 56%) es comparable a la reaccion en dos pasos (Rto = 52%)
pero simplifica la ruta al reducir un paso de sintesis y purificacion.

El espectro de RMN protonico de la acetofenona 10 (Figura 2.36)
muestra el patron de acoplamiento esperado para los protones aromaticos
de esta molécula. La senal ubicada en 7,05 ppm se desdobla como dos
dobletes (J =19y 8,5 Hz) con valores tipicos de acoplamiento orto y meta en
anillos aromaticos congruente con los esperados para el H-5. Estas
constantes de acoplamiento (J = 8,5 Hz) se ven reflejadas en el doblete de
7,57 ppm asignado al H-6 y el doblete a 7,18 ppm (J = 1,9 Hz) asignado al H-3.
Por otro lado, los desplazamientos son congruentes con las asignaciones.
Asimismo, se observa un singlete a 2,61 ppm correspondiente al CHz de la
cetona y otro a 12,34 ppm que integra para un solo proton, correspondiente
al OH del fenol.
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Figura 2.36. Espectro RMN-'H (CDCls;, 500 MHz) de la acetofenona 10.

Una vez obtenida la acetofenona 10, se sintetiza la Br-3HC
correspondiente siguiendo la ruta “one-pot”: En primer lugar, se realiza una
condensacion de Claisen (Figura 2.27, a) en la que se obtiene la chalcona
intermediaria 11 que es sometida sin aislar a una reaccion de AFO (Figura
2.37.b).

o NaOCH, / DMF NaOCH, /H,0,
l O /—\ o
N L,
s | a Br OH N~

| Br
Br OH v
Chalcona 11 \/

NaOH / MeOH ]
a € NaOH (2N) /H,0,  Br-3HC12

o

Figura 2.37. Esquema de sintesis de 3-HC en condiciones suaves (abajo) y
fuertes (arriba).

Para la sintesis de Br-3HC se exploraron las dos condiciones de
reaccion mas reportadas en literatura. Por un lado, una condicion agresiva
gue utiliza metoxido de sodio como base, en DMF, para realizar la
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condensacion de Claisen. Esto da como resultado la chalcona intermediaria
Tl que se somete sin purificar a la reaccion de AFO con mas metoxido de
sodio y H,O- a reflujo durante unos minutos. El producto final se obtiene con
un 20% de rendimiento. Sin embargo, esta condicién de sintesis resulta poco
reproducible ya que si se excede el tiempo de reflujo se generan muchos
subproductos que disminuyen aun mas el rendimiento.

Por otro lado, una condicién mas suave, que utiliza hidroxido de sodio
como base para la condensacion y el solvente de reaccion es metanol.
Posteriormente, el paso oxidativo se realiza con una solucion acuosa de
hidroxido de sodio y H,O, a temperatura ambiente hasta desaparicion de los
reactivos monitoreada por CCD. Los tiempos de este paso son variables y
van desde 5 hasta 14 horas. El rendimiento obtenido es de 30% y es
reproducible en repetidos intentos, por lo que se selecciona este método
para la sintesis de este tipo de compuestos.

El work-up es similar en ambos casos y consta de neutralizar el crudo
de reaccion llevandolo a pH= 4, en frio. De esta forma, se obtiene un
precipitado naranja que esfiltrado y lavado con agua fria sin requerir un paso
adicional de purificacion.

n 2
8 =
%) |
OCWOIOINNMNNNNOODS © oo 0 CHs
rrOO0QONNNNDODOSYS o N 5
WOBWHBBWONNNNNNNN N~ © o
A s e T [ N
H-3 H-5 H-8 H-6 H-2
H-3’ H-2'
il 1] i
L l I L
o ¥ o o ¥
(=3 =i < o [s2)
S5 S S S S
oo =) = o ©
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82 81 80 7

Figura 2.38. Espectro RMN-'H (CDCls, xO0 MHz) de Br-3HC.
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El espectro de RMN protonico (Figura 2.38) muestra un patron de
sustitucion similar al del reactivo acetofenona 10 (sefales ubicadas en 7,49;
777 y 807 ppm correspondiente a H-6, H-5 e H-8). En este caso la
herramienta de deconvoluciéon de picos integrada en el software de analisis
Mestre Nova permite identificar que las senales correspondientes a H-5y H-
8 son dobletes de dobletes, y la segunda constante de acoplamiento
J = 0.38 Hz corresponde al acoplamiento de protones aromaticos para. Por
otro lado, se suman dos sehales aromaticas que integran a dos protones
cada una (7,49 y 8,15 ppm), correspondientes al anillo B. Estas sefales tienen
un patron de acoplamiento caracteristico de anillos aromaticos para
sustituidos (dos dobletes con J = 8,7 Hz). Se confirma también la existencia
de dos metilos equivalentes como un singulete en 3,08 ppm que integra
para 6 protones, con un desplazamiento congruente con los de un N,N-
dimetilanilino.

Como alternativa, se explora la ruta que implementa el uso de
pirrolidina como base para obtener 3HCs a partir de acetofenonas y
aldehidos (Figura 2.39). Esta alternativa se presenta como mas simple y
reporta buenos rendimientos comparado con la via clasica.

H
(e} e N 0
o0 ~
—_—
+ . [ .
Br OH N Are, HoO g OH l\‘l/ Br
\

50°C, TA

Figura 2.39 Sintesis de Br-3HC usando pirrolidina.

Se mezcla la acetofenona 10 con 4-dimetilamino benzaldehido en
agua y se adiciona pirrolidina. La reaccion se lleva a 50 °C durante 48 horas.
Al monitorear la reaccion por CCD se observa la formacion de la chalcona 11
sin notar avances en el paso oxidativo para dar el producto buscado. El
intermediario chalcona es aislado mostrando un 35 % de rendimiento.

Si bien en bibliografia, los autores reportan que se obtienen 3HCs
como producto en un 80% de rendimiento, luego de varios intentos donde
solo de genera la chalcona, se concluye que, para esta combinacion de
reactivos en particular, la reaccion no avanza en el paso oxidativo.

Al analizar el espectro de RMN 'H (Figura 2.40) se observa que las
sefales en 7,04 (dd), 7,19 (d) y 7,76 (d) que muestran el mismo patron de
desdoblamiento que la acetofenona 10, correspondientes a los protones H-
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6, H-8 y H-5 respectivamente. Por otro lado, las sefales ubicadas en 6,69 y
7,57 ppm son las Unicas de la zona aromatica que corresponden a dos
protones equivalentes y que muestran igual constante de acoplamiento (J
= 8,7 Hz) correspondiente al anillo aromatico B para sustituido. Finalmente,
se observan dos sefales correspondientes a los protones H-3y H-2 ubicadas
en 736y 7,93 ppm que muestran constante de acoplamiento de J=15Hz
congruente a acoplamiento entre protones trans de alquenos.

—13.39
03
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69

69
—3.07

H2 H5H3 H3 e HZ CHs
OH H3” RS He2 H
5 o 2 2
6 = !
f ey [ O > O
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1 TN J{ M
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00
2.341

T T T T T T T T T T T

T
13.5 13.0 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
ppm

Figura 2.40. Espectro RMN-'"H (CDCl5;, 500 MHz) de chalcona 11.

2.2.2.5. Sintesis de I-3HC

Se plantea la sintesis de I-3HC dado que los ioduros de arilo muestran
un mejor desempeno en la reaccion de acoplamiento de Sonogashira (ver
capitulo 2.3.2.2) que los bromuros de arilo. Para llevar a cabo esta sintesis se
repite la sistematica utilizada para la obtencion de Br-3HC.

En primer lugar, se realiza el reordenamiento de Fries de un solo paso,
usando 3-iodofenol (Figura 3.40), obteniéndose un 50% de rendimiento para
el isdmero orto (acetofenona 13) y 30 % del para.
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Figura 2.41. Sintesis de la acetofenona 13 via reordenamiento de Fries en
un paso.

El espectro de RMN protdnico de la acetofenona 13 (Figura 3.41)
muestra un patron de desplazamientos distinto al de la acetofenona 10.
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Figura 2.42. Espectro RMN-'H (CDCls, 500 MHz) de acetofenona 13.
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Figura 2.43. Comparacion de las senales de RMN-'H entre la acetofenona
10 (arriba) y la 13 (abajo).

Las sefales correspondientes a los hidrégenos H-6 y H-3 se invierten
en la acetofenona 13, de tal manera que la primera sefnal se desplaza a
campos mas altos y la segunda a campos mas bajos respecto a las sefales
equivalentes en la acetofenona 10 (Figura 2.43). Los singletes en 2,66 ppm
correspondiente al CHz de la cetona y 12,25, correspondiente al OH se
mantienen igual.

Al llevar a cabo la sintesis de la I-3HC 15 con la acetofenona 13 y 4-
dimetilamino benzaldehido utilizando la via clasica “suave” se obtienen
rendimientos muy bajos (5%) y muchos productos de descomposicion. La
sintesis se prueba en repetidas ocasiones sin éxito.

O
| NaOH(ac)
. _NaOH O O _ H0,
| OH N/ Metanol OH N~ Metanol, ta. |

| Reflujo

5% |

chalcona 14 I-3HC 15
Figura 2.44 Sintesis de I-3HC.

El analisis del espectro de RMN protonico (Figura 2.45) es similar al de
Br-3HC, salvo por la inversion en los protones H-8 y H-5 heredado de la
acetofenona 13. Las senales a 6 6,81 y 8,16 ppm que integran para dos
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protones cada uno, corresponden a los protones H-2/2" y H-3/3" del anillo

aromatico B de la cromona.
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Figura 2.45. Espectro RMN-'H (CDCls;, 500 MHz) de I-3HC.

Como alternativa a la ruta clasica de sintesis, se propone sintetizar la
chalcona usando una ruta de la pirrolidina/acido acético, y luego el paso
oxidativo se realiza por oxidacion con sales de amonio cuaternario como

catalizadores de fase. (Figura 2.40)

H
0 0 N 0
' Q /
* Ac. Acéti O O
_ Ac. Acético ~
| OH |\|1 ta.2h | OH T
O O Etanol/Dioxano
OH TBAB

NaOH 5%
H,0,

* TBAB = Bromuro de tetrabutil amonio

Figura 2.46. Ruta alternativa para la sintesis de I-3HC.

Se mezcla la acetofenona 13 obtenida previamente con 4-
dimetilaminobenzaldehido y se adiciona una mezcla de pirrolidina/acido
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acético en agua a 0 °C. La reaccion se lleva a temperatura ambiente y se
agita durante 2 horas. Se obtiene la chalcona 14 con un rendimiento del 20 %
luego de purificar por cromatografia en columna.

Para obtener la I-3HC se mezcla la chalcona antes obtenida con H,0O,
en una mezcla de dioxano/etanol 11 y se adiciona NaOH 5% junto con el
catalizador de transferencia de fase. La reaccion se agita durante 48 horas
hasta chequear desaparicion del reactivo por CCD. Al llevar a cabo el work-
up el producto que inicialmente se veia en la CCD, se descompone
paulatinamente y solo se obtienen trazas.

2.3. Sintesis de sondas

2.3.1. Reaccion de Sonogashira:

La formacion de enlaces carbono-carbono llevada a cabo por
acoplamiento de un carbono sp terminal y un sp? de un halogenuro de arilo
(o vinilo) catalizada por paladio, es comunmente denominado
“Acoplamiento de Sonogashira” en honor a Kenkichi Sonogashira que, junto
a colaboradores, estudiaron esta reaccion en la década de 1970.32 El reporte
original usaba sales de cobre(l) como co-catalizador y aminas como base
(Figura 2.47).

Cat. [Pd(0)]
R1—: + X_R2 > R1 — R2
Base (Amina o inorganicas)
R4 = Arilo, alquilo, R,= Arilo, vinilo Cu(l)
-SiRg X=1, Br, Cl, OTf

Figura 2.47. Reaccion de Sonogashira.

El uso de sales de cobre(l) como co-catalizador aumenta la efectividad
de la reaccion, pero trae consigo la generacion de productos indeseables
como el homoacoplamiento de los alquinos, e impone condiciones
experimentales muy controladas como una estricta exclusion de oxigeno en
la mezcla de reaccion. Es por esto que Heck y Cassar exploraron el
acoplamiento usando condiciones libres de cobre.** 3% En los reportes de
estos autores se muestra que los rendimientos son aceptables si se aumenta
la temperatura de reaccion respecto a los acoplamientos que utilizan cobre.

Este tipo de reaccion se sigue optimizando hasta el dia de hoy ya que
existe una dependencia marcada respecto los sustratos usados, y se han
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desarrollado una amplia variedad de protocolos, variando los ligandos del
catalizador, la base y el solvente, para optimizar segun sea cada caso.*

El mecanismo de esta reaccion aun no esta completamente develado,
siendo el ciclo del cobre el menos estudiado. Actualmente se acepta la idea
de que ocurre un ciclo tipico de formacion de enlaces C-C, donde el primer
paso es una adicion oxidativa (AO), seguido de transmetalacion (TM) y
finalmente, una eliminacién reductiva (ER) (Figura 2.48, a). El paso de TM no
ocurre cuando la reaccidn transcurre en ausencia de cobre. (Figura 2.48, b)

a) b)
Ar———R Halogenuro de Arilo
Ar——= Halogenuro de Arilo
Producto
L,Pd® Producto —X
Ar _Ar
! <
L,—Pd—=R LaPd=>x L, Pd-
Pd—=R ‘X
\rﬂ/
Base HX Alquino terminal
»/_\ Ar- Pd X
CuX Cu—=-R
Base
Base + H——R Base HX

Alquino terminal

Figura 2.48. Mecanismos propuestos para la reaccion de Sonogashira. a)
Usando cobre como co-catalizador, b) condicion libre de cobre.

El paladio se puede encontrar en dos estados de oxidacion: O y +2. El
ciclo comienza con una AO que requiere la existencia de Pd(0). Esta especie
reducida se puede adicionar directamente (Pd(PPha)4, Pdz(dba)s, etc) o bien
se adicionan sales de Pd(ll) como PdCl,(PPhs), que se reducen in situ en las
condiciones de reaccion. Se considera que este paso es el limitante, y la
identidad del haléogeno en el sustrato tiene un rol clave: Los ioduros son mas
reactivos que los bromuros, y estos que los cloruros.

En paralelo, ocurre el ciclo del cobre que, si bien aun no se conoce en
detalle, la hipotesis aceptada es que en un primer paso el alquino es
desprotonado por la base, que suele ser una amina. Luego la especie
formada se coordina con el cobre y se produce la TM hacia el paladio. El ciclo
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principal finaliza con una RE, obteniéndose el producto y recuperando el
catalizador de paladio (0) para reiniciar el ciclo.

El mecanismo de la version libre de cobre es aun menos conocido,
pero estudios recientes sugieren que el mecanismo es similar al descripto
antes, siendo el ciclo del cobre llevado a cabo por otra molécula de paladio.*®

En esta seccion, se estudiara la implementacion de la reaccion de
Sonogashira en la generacion de sondas fluorescentes acoplando los
BODIPYS y 3HC halogenados descriptos en la seccion anterior, con ligandos
especificos de proteinas. Los ligandos deberan estar apropiadamente
funcionalizados con grupos alquinos, lo que permitira su acoplamiento con
los fluordéforos.

2.3.2. Sondas selectivas para Anhidrasa Carbodnica
humana 2

El primer sistema proteico seleccionado como modelo es la Anhidrasa
Carbonica humana 2 (hCAll). Esta proteina se encuentra ampliamente
caracterizada y se conocen una diversidad de moléculas pequehas que
interaccionan con su bolsillo hidrofébico®” Es estable y no requiere
condiciones experimentales complejas para su manipulacion. Por otro lado,
se dispone del plasmido para sintetizarla, y las condiciones de expresion en
bacterias Escherichia Coli recombinantes son estandar para su produccion.

Las benzosulfonamidas son unas de las familias de ligandos mas
caracterizados para este sistema y para las cuales se conoce mejor el
mecanismo de interaccion con los sitios de union de diversas hCA. El grupo
sulfonamida es la funcidon responsable de que se produzca la unién a la
proteina®*®, y por ende quien aporta la selectividad de este tipo de ligando. Es
por este motivo, que se seleccionan como ligandos para la generacion de
sondas especificas de hCAlL.
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Figura 2.49. Interaccion de las benzosulfonamidas con los residuos del
sitio de union en hCAII.

Se plantean generar tres ligandos distintos, una amida, un éstery una
amina (Figura 2.50) como linker para incorporar el grupo alquino al ligando.
La amina se diferencia por tener un espaciador mas largo y con mayor
libertad conformacional, los que nos permitira estudiar que ocurre cuando
el fluoroforo se aleja del bolsillo hidrofébico. Por otro lado, los ligandos son
funcionalizados de tal manera de no afectar la zona de la sulfonamida que
es la region de la molécula que da especificidad por el sistema proteico.

/ H
0.0 =*# .

SO2NH2 SOzNHQ SOZNHZ
L-Ester L-Amida L-Amino

Figura 2.50. Ligandos propuestos para hCAIl.

2.3.2.1. Sintesis de ligandos funcionalizados

Derivados de acido

Para obtener los ligandos que son derivados de acido (éster y amida)
se utiliza el enfoque clasico para este tipo de moléculas: Una sustitucion
nucleofilica a un acilo. Esta reaccion consiste en dos etapas, en donde en
primer lugar se produce una adicion de un nucledfilo al acilo y
posteriormente se produce la eliminacion del grupo saliente (Figura 2.51, a).
Para que la reaccion sea efectiva, tiene que existir unido al carbono
carbonilico, un buen grupo saliente. Es por esto que se suelen utilizar
derivados de acidos, como los cloruros y anhidridos (Figura 2.51, b), o en otro
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caso se buscan estrategias de activacion del oxidrilo acidico, para
transformarlo a este en un buen grupo saliente y favorecer la sustitucion
(Figura 2.52.a).% Las carbodiimidas son los activantes mas extensamente
utilizados para este fin, y la eleccion de un agente u otro depende de las
condiciones experimentales, puesto que generan ureas como subproductos
(Figura 2.52.b) y la solubilidad de estas dependen de la carbodiimida que les
da origen. Por ejemplo: el subproducto generado al utilizaar DCC es
comunmente insoluble en la mayoria de los solventes y a pesar de poder ser
filtrados suelen quedar trazas, mientras que las urea proveniente del EDCI
son muy solubles en agua y se eliminan con un work-up acuoso simple.

a) Etapas en la susticuién nucleofilica a acilo
O
O) :0; () . Le
PN R—f‘éL - J v
R L R Nuc
Nuc: ) Nuc
Adicion Sustitucién

b) Derivados de acido con buenos grupos salientes

] (0] (0] le) le)

N GV S Y |

R® 0O R R7™07 "SR

Figura 2.51 a) Etapas en la sustitucion nucleofilica a acilo para dar
derivados de acido. b) Derivados de acido con buenos grupos salientes.

N=C=N
EDCI DCC
b
R R R
\ . - (0]
0O  N=C=N j\ HN Nuc )iy
)J\ — R o/C\\N’R R”™ "Nuc
R OH
Acido activado 0
R. R
N)J\N
H H
Subproducto

Figura 2.52 a) Estructura de los agentes activantes EDC| y DCC. b) Via de
activacion producida por los activantes en la sustitucion nucleofilica a
acilo. Se muestra la urea que se obtiene como subproducto.
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En este caso la sustitucion se realiza con propargil alcohol y propargil
amina para dar los derivados de acido, éster y amida respectivamente. Para
esto, se exploran dos rutas distintas de activacion del carboxilo. Por un lado,
se activo el acido 4-sulfamoilbenzoico por formacion del derivado clorado
con cloruro de tionilo a reflujo (Figura 2.53, ruta A) y por otro lado usando
EDCI como agente acoplante (Figura 2.53, ruta B). La diferencia clave es que
la ruta A requiere dos pasos y condiciones de reaccidon mas agresivas que la
ruta B que se realiza en un paso unico. La ruta A es explorada en la sintesis
del L-Ester, mientras que la B para ambos derivados, L-Ester y L-Amida.

Ruta A
Z
Oy OH OxCl on OO P
socl, /
E——
Reflujo
SO,NH, SO,NH, SO,NH,
L-Ester
Ruta B
O+__OH =
i. EDCI/HOBT, THF, DIPEA © X\/
0°C 15 minutos
ii. t.a., ON /—x
SO,NH, // SO,NH,
X =N (L-Amida)
O (L-Ester)

Figura 2.53. Obtencion de derivados por a) formacion de cloruro de dcido,
B) usando agentes acoplantes tipicos de la sintesis de péptidos.

Para sintetizar el cloruro de acido se parte del acido 4-
sulfamoilbenzoico que es reflujado en SOCI; a 100 °C durante toda la noche.
Se usan gotas de DMF para catalizar la reaccion. Luego se realiza una
destilacion al vacio para remover el exceso de cloruro de tionilo y se obtiene
un solido amarillo palido. Para eliminar las trazas de cloruro de tionilo que
pueden haber quedado, se realizan multiples destilaciones azeotrdpicas en
rotavap usando tolueno.*°

El producto se utiliza sin purificacion adicional en el paso de
derivatizacion, que se lleva a cabo disolviendo el cloruro obtenido en
propargil alcohol. La reaccion se agita durante toda la noche, y luego de este
periodo de tiempo, se realiza una cromatografia flash en columna, usando
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Ciclohexano/Acetato de etilo en una relacién 60:40 respectivamente como
fase movil, obteniéndose un 52% de rendimiento del producto buscado.

El espectro de RMN proténico del ligando L-Ester (Figura 2.54)
muestra el patron de acoplamiento para esperado para los protones
aromaticos de esta molécula. La sefnal ubicada en 8,15 ppm es un doblete
(J = 8,11 Hz) que tiene la misma constante de acoplamiento que la senal
aromatica ubicada en 7,98 ppm, asignandose a los protones H-2/2" y H-1/1°
respectivamente.
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Figura 2.54. RMN 'H (DMSO-ds, 500MHz) del ligando L-Ester.

Si bien la multiplicidad de las sehales en 5,00 ppm y 3,66 ppm No se
resuelven claramente en el espectro, con la ayuda de las deconvoluciones
espectrales que aporta el software de analisis Mestre Nova, se puede
determinar que la primera es un doblete y la segunda un triplete de
constante de acoplamiento similar (J = 2,7 Hz). Esto es congruente con un
acoplamiento entre el protdon alquinico terminal H-4, con los hidrogenos del
metileno CH, (H-3).

El acoplamiento usando agentes activantes de acidos carboxilicos se
lleva a cabo mezclando en THF el acido 4-sulfamoilbenzoico, junto con
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HOBLt, y DIPEA. La mezcla es llevada a O °C y se adiciona EDCI. Luego de 15
minutos se adiciona el propargilo (alcohol o amina segun corresponda) y
mantiene la reaccidon a temperatura ambiente durante toda la noche. Se
realiza un work-up acuoso en donde los subproductos del EDCI son
solubilizados, y el producto buscado precipita. Este es el motivo por el cual
no se usa DCC, puesto que los subproductos de este precipitan en la misma
condicion que el producto buscado. Se realiza una extraccion de la fase
acuosa con acetato de etilo obteniendo mas producto precipitado. Los
solidos obtenidos son agitados en éter etilico, y filtrados sin necesidad de
una purificacion posterior. De esta manera obtenemos el producto L-Amida
y L-Ester en un 70 y 80 % de rendimiento respectivamente.

El espectro de RMN proténico del ligando L-Amida (Figura 2.55)
muestra el mismo comportamiento que del ligando L.-Ester con la
diferencia que ahora la sefal correspondiente para los hidrégenos del
metileno CH. (H-3) muestra un patron de desdoblamiento de doble
dobletes. Las constantes de acoplamiento indican que acopla con la senal
en 3,15 ppm correspondiente al H-4 alquinico, pero también con la senal el
9,14 ppm, que corresponde al protén N-H del grupo amida.
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Figura 2.55 RMN 'H (DMSO-ds, 500MHz) del ligando L-Amida.
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Derivados amino con espaciador largo

El ligando L-Amina se sintetiza partiendo del reactivo 4-
aminoetilbenzosulfonamida. El enfoque adoptado consiste en tosilar el
alcohol propargilico para luego llevar a cabo una sustitucion nucleofilica con
el reactivo antes mencionado (Figura 2.56).

NH»
SO,CI THE T Acetonitrilo
on KOH Tos _ DIPEA
7 S
Vi 60% /) 28%

- SOzNH, SO,NH,
Cl-Tos

L-Amino

Figura 2.56. Ruta de sintesis del ligando L-Amina.

En primer lugar, se realiza el tosilato, disolviendo cloruro de tosilo en
THF seco a 0°C, entonces se adiciona el alcohol propargilico. Luego de unos
minutos se adiciona hidroxido de potasio y se mantiene la temperatura en
0°C durante media hora. La reaccion se lleva a temperatura ambiente
durante tres horas y es finalizada adicionando agua. Se lleva a cabo una
extraccion con éter, y tras purificar por cromatografia liquida en columna, se
obtiene un 60% de rendimiento del alcohol tosilado.

El espectro de RMN proténico de la molécula propargil-tosilato
(Figura 2.57) muestra el patron de desplazamientos y desdoblamientos
esperados para los protones aromaticos para sustituidos que indican la
presencia del grupo tosilo. Por otro lado, también se observa las sefales del
hidrogeno alquinico H-4 y los hidrégenos metilénicos CH, (H-3) con un
comportamiento similar al observado en los ligandos L-Ester y L-Amida,
donde el protén alquinico acopla con el metileno.
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Figura 2.57 RMN 'H (CDCls;, 500MHz) del compuesto propargil-tosilato.
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El segundo paso de sustitucion nucleofilica se realiza mezclando la 4-
aminoetilbenzosulfonamida y el tosilato en acetonitrilo y se adicionan gotas
de DMF hasta disolucion de los reactivos. Luego se adiciona DIPEA Yy se agita
durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego del work-up y
purificacion por cromatografia en columna obtenemos el producto con un
rendimiento del 28 %.

El espectro de RMN protdnico del ligando L-Amina (Figura 2.58)
muestra el mismo comportamiento que para los ligandos L-Ester y L-Amida
respecto a los protones aromaticos H-1/1" y H-2/2” junto con los protones
involucrados en el grupo CH, del propargilo H-5y H-6. Los protones H-3y H-
4 se identifican como un multiplete que integra para cuatro protones (2+2)
en la zona de 2,76-2,80 ppm y muestra un patron de desdoblamiento
complejo.
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Figura 2.58. RMN 'H (DMSO-d6, 500MHz) del ligando L-Amino.

2.3.2.2. Sondas derivadas de hCAII-BDP

Una vez obtenidos los ligandos funcionalizados se realiza la reaccion
de Sonogashira para obtener las sondas selectivas de hCAIl usando como
fluordforos los BODIPYs precursores obtenidos en el capitulo 2.2 (Br-BDP (1)
y I-BDP (2))

Partiendo de I-BDP (2)

Para llevar a cabo este acoplamiento, se toma como referencia los
protocolos reportados en bibliografia para ioduros de arilo (Figura 2.59.A).%
En un vial conico purgado con N; y sellado se mezcla el I-BDP, el ligando a
acoplar y PdCly(PPhs).. Paralelamente se burbujea N, en una mezcla de
trietilamina/ dimetilformamida (TEA/DMF) 11. Finalmente se adiciona Cul al
vial cénico y se traspasa con una jeringa o canula la mezcla TEA/DMF. La
reaccion se sumerge en un bano a 80 °C durante dos horas. Se usa este
protocolo general para las tres sondas sintetizadas a partir del I-BDP.
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Atmosfera Inerte
Pd(PPh;),Cl,

Li
gando cul
/ ,
Vi TEA/DMF
80 °C

BDP-Ester BDP-Amida BDP-Amina
20 % 35% 13 %

Figura 2.59 A) Condiciones de los acoplamientos de Sonogashira entre I-
BDP y los ligandos de hCAIl; B) Sondas derivadas de BODIPYs selectivas
para hCAlII.

Para la sintesis de la sonda BDP-Amida se usa el protocolo general
descripto arriba,y como work-up se evapora el crudo de reaccion y se lofiltra
por un lecho de celite. El crudo obtenido es insoluble en los distintos
solventes organicos utilizados, y muy polar por lo que se realiza una primer
cromatografia flash en fase reversa, usando un gradiente de elucion que va
de Metanol/Agua 11 a 90% de metanol. Luego se realizan varias
cromatografias en capa delgada preparativa con una fase movil compuesta
de Diclorometano/Metanol 92:8 para obtener finalmente el producto en un
35% de rendimiento.

El espectro de RMN proténico de la sonda BDP-Amida (Figura 2.60)
muestra el comportamiento esperado para los protones aromaticos H-9/9°
y H-8/8° del ligando L-Amida (8,03 y 793 ppm; J = 87 Hz) y los
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correspondientes al bencilo de la posicién meso del BODIPY, H-6/6 "y H-5/5°
(762y 737 ppm;J =85 Hz). La senal diagndstica para la identificacion de la
sonda es la ubicada en 4,38 ppm asignada al metileno H-7. Esta sefnal en el
ligando L-Amida es un doble doblete puesto que acopla con el protéon
alquinico terminal y con el correspondiente a la amida. En este caso, la
multiplicidad del H-7 es solo un doblete con una constante de acoplamiento
J = 547 Hz congruente con un acoplamiento CH,-NH sin mostrar
acoplamiento con un protdén alquinico terminal dado que el alquino ha
reaccionado con el anillo aromatico del BODIPY.
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Figura 2.60. RMN'" (DMSO-ds, 500MHz) de la sonda BDP-Amida.

Las senales alifaticas correspondientes a la estructura del BODIPY
tienen el comportamiento esperado y son similares a las del I-BDP (Figura
2.9).

La sintesis del BDP-Ester es similar a la de BDP-Amida, sin embargo,
la purificacion se lleva a cabo realizando multiples cromatografias en capa
delgada preparativa sin pasar previamente por una fase reversa. Se obtiene
un 20% de rendimiento del producto buscado.

Cabe destacar que los productos obtenidos son considerablemente
insolubles en la mayoria de los solventes organicos, pero también en aguay
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en las purificaciones se produce una marcada difusion de productos
fluorescentes tanto en la columna cromatografica como en la CCD
preparativa, incluso adicionando acidos o bases al solvente de corrida.

El acoplamiento entre el ligando L-Amina y el fluoréforo I-BDP se
realiza de la misma manera que sus dos analogos descriptos antes, y la
purificacion se realiza mediante cromatografia flash en fase normal usando
un gradiente de Diclorometano/Metanol de 0 a 10% del solvente mas polar
obteniendo un 13% de rendimiento en el producto deseado.

Por otro lado, se explora una alternativa de sintesis (Figura 2.61) que
consiste en acoplar primero el alcohol propargilico al I-BDP dando lugar al
compuesto BDP-Propargilo 16 y luego realizar la tosilacion de este para
obtener el compuesto BDP-Ts 17. Seguidamente, se realiza la sustitucion
nucleofilica usando el reactivo 4-aminoetilbenzosulfonamida:

Atmosfera Inerte Cl-Tos
HO Pd(PPh;),Cl, DMAP
Cul TEA
/ —
Y/ TEA/DMF DCM, 0°C
80 °C
95% 35%
16 17

Acetonitrilo

DIPEA, t.a /©/\/NH2
H2NOZS/©/\/ H,NO,S

BDP-Amina

Figura 2.61. Ruta alternativa para la sintesis de la sonda BDP-Amina.

El acople entre el alcohol propargilicoy el I-BDP obteniéndose un 95 %
de rendimiento del producto BDP-Propargilo 16. Posteriormente se lleva a
cabo la tosilacion de este, agitando a 0°C en DCM seco y adicionando a la
mezcla, cloruro de tosilo, TEA y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) por dos
horas. Luego de purificar por cromatografia liquida se obtiene el producto
BDP-Ts 17 en un 35 % de rendimiento
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Finalmente se realiza la sustitucion nucleofilica mezclando la 4-
Aminoetillbenzosulfonamida y el BDP-Ts 17 en acetonitrilo. Se adicionan
gotas de DMF hasta disolucion de los reactivos y luego se adiciona DIPEA.
La mezcla se agita durante toda la noche a temperatura ambiente dando
un rendimiento del 60% tras purificacion.

Si se consideran los rendimientos de ambas rutas partiendo del
propargil alcohol, la ruta alternativa rinde un 21% mientras que la directa un
2%, lo que representa una notable mejora. Es importante remarcar que el
rendimiento de la reaccidon de Sonogashira entre I-BDP y alcohol
propargilico, es mucho mas eficiente (95%) que los acoplamientos realizados
usando las sulfonamidas funcionalizadas. En gran parte el bajo rendimiento
de estas reacciones podria asociarse a la alta insolubilidad de Ia
benzosulfonamidas, tanto en la mezcla de reaccidén como a la hora de
realizar las purificaciones, incluso usando cromatografia en fase reversa.
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Figura 2.62. RMN 'H (DMSO-ds 500MHz) de la sonda BDP-Amina.

El espectro de RMN protdnico de la sonda BDP-Amina (Figura 2.62)
muestra concordancia en los desplazamientos respecto a los espectros
aislados de L-Amina y I-BDP. Desde el punto de vista de la multiplicidad, se
replica el mismo comportamiento que en L-Amida, en donde el metileno
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(H-7) que se encuentra entre el grupo alquino y el amino (H-7) pasa de ser
un doblete en el ligando, a un singulete en la sonda.

Partiendo de Br-BDP

La mayoria de las referencias bibliograficas para este tipo de
acoplamientos en BODIPYs estan referenciadas al I1-BDP, pero existe una
escasa cantidad de publicaciones con Br-BDP. Luego de realizar varios
intentos de acoplamientos usando las mismas condiciones que para I-BDP,
se obtuvieron rendimientos muy bajos, menores a un 5 %. Es por esto por lo
gue se decide explorar la reactividad de esta molécula para poder encontrar
de manera racional, condiciones de reaccion que sean favorables, puesto
gue el protocolo de reaccion no es transferible del I-BDP al Br-BDP.

Para encontrar condiciones de reaccion efectivas para la reaccion de
Sonogashira con Br-BDP, se realiza una investigacion bibliografica.
Habitualmente se suele asociar la reactividad de los halogenuros de arilo, a
la fuerza de enlace X-Ar de este. Analizando estos valores, es evidente que el
enlace I-Ar es el mas débil (I = 272, Br = 337, Cl = 402 KJ.mol”). Sin embargo,
en 2008, Heiden*? realizd estudios cinéticos de la reaccién de Sonogashira y
reveld que la diferencia en la reactividad no se correlaciona estrictamente
con las variaciones en la fuerza de estos enlaces.

Por otro lado, Heiden encontré que la reactividad disminuye para
halogenuros de arilo sustituidos con sustractores de carga en la posicion
para. Cabe mencionar que esta tendencia depende del tipo de halogenuro.
La reactividad de los ioduros es menos sensible a los efectos electréonicos,
mientras que los cloruros muestran una variabilidad significativa
relacionada con el grado de activacion. Los bromuros son mas propensos a
comportarse como los ioduros bajo la influencia de sustractores de carga y
similares a los cloruros en el caso contrario. Este pivoteo de los bromuros se
encuentra correlacionado con las entropias de activacion. Si bien, Heiden y
otros autores realizan diferentes hipodtesis sobre el mecanismo en relacion
con los halogenuros de arilo, no hay un consenso ni pruebas experimentales
concretas.* 44

En lo que respecta al Br-BDP se |o puede considerar un bromuro
deficiente en electrones puesto que el grupo BODIPY es un sustractor de
carga*. Siguiendo la linea de lo encontrado por Heiden, se esperaria una
elevada reactividad de este sustrato respecto a la reaccion de Sonogashira,
pero la evidencia experimental demuestra lo contrario.
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Para poder racionalizar este hecho se realizan simulaciones
computacionales para encontrar cuan desactivada se encuentra la zona del
bromuro de arilo en el Br-BDP en relacion con otros bromuros de arilo que
se usaran como referenciay asi encontrar una correlacién con la reactividad.
Para esto se eligid el enfoque de la teoria del funcional de densidad (DFT) y
se calculd la superficie de potencial electroestatico (ESP) (ver capitulo 3.2.3
para detalles). El potencial electroestatico se encuentra definido como el
trabajo necesario para mover una carga puntual desde en un punto de
referencia a otro dentro de un campo electromagnético:

Z J r)dr’
Rpr ) |r/-1]

Esta magnitud aislada puede ser visualizada como la densidad

electronica en cierto punto. La ESP es una representacion tridimensional en
la que se grafica el potencial electroestatico en torno a la topologia
molecular. Regiones con potenciales positivos (rojo) tienden a interactuar
favorablemente con nucledfilos, y regiones negativas (azul) con electrofilos.

Se usan las ESP de tres bromuros de arilo con diferentes grados de
activacion/desactivacion como referencia: 4-bromoanisol (4-OMe), 4-
bromonitrobenceno (4-Nitro) y bromobenceno (4-H). Luego se calcula la
ESP para el Br-BDP para asi ubicarla en algun punto entre las moléculas de
referencia usadas como validacion del método.

La ESP mostrada en la figura 2.63 muestra una densidad de carga en
la regidon del bromo que se hace mas negativa (azul) a medida que aumenta
el poder donante de carga de grupos sustituyentes en para, es decir, se hace
mMas negativa al ir de 4-Nitro a 4-OME pasando por 4-H.

Esta observacion valida la efectividad del método computacional ya
gue es el comportamiento que se observa experimentalmente. Por otro
lado, para Br-BDP, se puede identificar que, si bien el esqueleto del BODIPY
€s un grupo sustractor de carga, no es tan eficiente como el grupo nitro,
puesto que la region del bromuro en el Br-BDP se encuentra ortogonal al
esqueleto del BODIPY. Esto explicaria en principio la disminuida reactividad
observada.
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ESP (Kcal/Mol)

ﬂ 40.00
~ 24.00
8.00

-8.00

~24.00

4-Nitro Br-BDP 4-OMe -40.00

Figura 2.63. ESP para la serie 4-Nitro, Br-BDP, 4-H y 4-OMe.

Una alternativa al estudio de la ESP es el analisis de los orbitales
moleculares de frontera (FMO por sus siglas en inglés, frontier molecular
orbital). En el reporte de Heiden, se encuentra una correlacion entre la
energia del orbital molecular de mayor energia ocupado (HOMO) y la
entalpia de activacion, lo que se traduce en una mayor reactividad. Al
analizar las energias de los FMOs (Figura 2.64) se puede determinar que la
energia del orbital HOMO -3 (-7,29 eV) de Br-BDP (que es el orbital
predominante en el anillo aromatico) cae a energias intermedias entre el 4-
Nitro (-7,51 eV) y 4-H (-7,09 eV). Este resultado refuerza la conclusidn
obtenida al analizar la ESP.

4-Nitro Br-BDP 4-H
. -0.5957 “
-1 LMo ‘
2 ] 21294 "
e — -2,4985
1 LMo —— ;
3- LUMO
; i[: i

Energy [eV]
A

1 70890 .
e HOMO
84 HOMO

Figura 2.64. Diagrama de FMOs para las moléculas 4-Nitro, Br-BDP y 4-H.

En conclusion, a partir de las simulaciones computacionales se pudo
determinar que el Br-BDP muestra una menor deficiencia electronica que
lo esperado y por ende la reactividad se distancia de los ioduros de arilo. Es
por esto por lo que para encontrar condiciones de reaccion adecuadas se
deben adaptar los protocolos y usar procedimientos que favorezcan la
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reactividad para bromuros de arilo parcialmente desactivados respecto a la
reaccion de Sonogashira.

Gu muestra que para bromuros de arilo sustituidos con grupos
carboxilos, existe una marcada dependencia del rendimiento con la
temperaturay que a partir de 85 °C la reaccion se completa en un 85%.46 Por
otro lado, encuentra condiciones de reaccion para este tipo de bromuros de
arilo que consta en eliminar el Cul como co-catalizador, y adicionar
piperidina (10 equivalentes). El autor muestra también que, para los ioduros
de arilo, la temperatura no afecta tan marcadamente a los rendimientos del
acoplamiento, en sintonia con el reporte de Heiden. Con el fin de encontrar
las condiciones de reaccion adecuadas para acoplar el Br-BDP, se exploran
cuatro condiciones de reaccidn que constan de variar la temperatura,
catalizador, base y solvente.

Atmosfera Inerte
Catalizador de Paladio
Cul o Piperidina

Ligando

Solvente

Figura 2.65. Acoplamiento entre Br-BDP y distintos ligandos probando
condiciones de reaccion.

Tabla 2.1. Condiciones de reaccion para al acople de Br-BDP y L-
Amida/Amina. Se utiliza un reactor sellado en todos los casos

ol . Temp. .
Condicién Catalizadores Solvente °C) Ligando R (%)
PdCl;(PPhs), (8 mol %) Cul 8 .
1 TEA 70 L-Amida trazas

mol %

PdCIlx(PPhs) (8 mol %) Cul 8 .
2 THF 70 L-Amida 2
mol % TEA 10 eq

3 Pd(PPhsz)4+ 8 mol % Cul 8 mol % ACN 70 L-Amida 5

4 PdCl,(PPhs); piperidina 10 eq THF 85 L-Amina 25%
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En la condicion 1, se utiliza TEA como solvente, mientras que en la
condicion 2 se usa el mismo catalizador, pero THF como solvente. En la
condicion 3 se lleva a cabo un cambio tanto en el catalizador de paladio
como en el solvente. Estas tres reacciones se realizaron a 70 °C. La condicién
4 reproduce condiciones experimentales reportadas por Gu.

Si bien los rendimientos aumentan hasta el 25%, valor mas cercano a
los acoplamientos con I-BDP, no se reproducen los citados en bibliografia.
La utilizacion de sulfonamidas presenta varias complicaciones
experimentales, previamente mencionadas como una baja solubilidad en
solventes organicos, tanto polares como no polares, y una elevada polaridad.
Estas caracteristicas, junto con la pequena escala de trabajo y la complejidad
de los crudos obtenidos, afectan el rendimiento final. Durante los pasos de
purificacion, especialmente al realizar cromatografia, el compuesto tiende a
precipitar, dispersandose a lo largo de todo el camino de elucion.

Como conclusion, se lograron obtener tres sondas especificas para
hCAIl usando BODIPYs como fluordforo con linkers de diferente longitud y
funcionalidad. Se explord la reactividad de la reaccion de Sonogashira
usando I-BDP y se estudid la reactividad del Br-BDP en dicha reaccion,
encontrandose condiciones adecuadas para los acoplamientos a partir de
ambos fluoroforos.

2.3.2.3. Sondas derivadas de hCAIlI-Cromona

Se sintetizan las sondas especificas de hCAIl derivadas de 3HC con los
ligandos L-Amida y L-Amina. Es importante tener en cuenta que para las
3HCs no se pueden utilizar temperaturas de reaccién mayores a 80 °C, ya
qgue, en medio basico, como el utilizado en la reaccién de Sonogashira, el
fluordforo tiende a descomponerse.

Sonda 3HC-Amino

Elacoplamiento entre Br-3HC y L-Amina se realiza usando el protocolo
de Sonogashira para bromuros explorado en la seccion 2.3.2.2 (Figura 2.66).
En un vial cénico purgado con N;se disuelve en THF el Br-3HC, L-Amina,
PdCl;(PPhs), y finalmente 10 equivalentes de piperidina. Como las 3HCs son
poco estables a altas temperaturas, se decide llevar a cabo la reaccion a 75°C.
Luego de dos horas se finaliza la reaccién evaporando el solvente. La
purificacion se lleva a cabo haciendo una primera separacion en columna
por cromatografia normal usando DCM/Metanol como solvente de corrida.
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El producto no se obtiene con gran pureza por lo que se realizan multiples
cromatografias en placa preparativa. Se obtiene la sonda 3HC-Amina con un
rendimiento del 6%. Los bajos rendimiento se pueden atribuir a la limitacion
de la temperatura, que no puede superar los 80°C debido a Ia
descomposicion del fluoroforo, y la insolubilidad de la sulfonamida.

PdCI,(PPh;), SO,NH,

H Piperidina
THF
—_—
75°C, 4h N~
NH |
SO,NH; 3HC-Amina

6%
Figura 2.66 Sintesis de 3HC-Amina a partir de L-Amina y Br-3HC.

El espectro de RMN proténico de la sonda 3HC-Amina (Figura 2.67)
muestra concordancia en los desplazamientos respecto a los espectros
aislados de L-Amino y Br-3HC (Figura 2.58 y 2.38). Las seflales de los protones
H-5, H8 y H6 correspondientes al esqueleto de la 3HC se pueden resolver
correctamente y se ubican en los desplazamientos 8,02, 7,79 y 7,41 ppm
respectivamente. Los protones correspondientes a los metilenos del
ligando, H-12 y H-13 muestran una forma similar a los que se observan en la
sonda BDP-Amina (Figura 2.62), mientras que los protones metilénicos H-11
resultan en un singulete, prueba de que el alquino terminal ha reaccionado.
Por otro lado, se pueden identificar los protones del grupo sulfonamida en
7,27 ppm.
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Figura 2.67 RMN 'H (DMSO-ds, 500MHz) de la sonda 3HC-Amina.

Sonda 3HC-Amida

El acoplamiento entre Br-3HC y L-Amida se realiza utilizando el
protocolo previamente descripto para la sintesis de 3HC-Amina. La
purificacion se lleva a cabo sin un work-up previo, haciendo una primera
separacion en  columna por  cromatografia normal usando
Diclorometano/Metanol como solvente de corrida. Posteriormente se realiza
una segunda purificacion en columna flash de fase reversa usando
Metanol/Agua como solvente de corrida. Para obtener el producto con
mayor grado de pureza se realizan varias purificaciones utilizando
cromatografia en placa preparativa. Se obtiene el producto con
rendimientos estimados menores al 5% de rendimiento.
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PdCl,(PPhj),

Piperidina
DMF
_—
H,NO,S
75°C, 4h 272
SO,NH, -
(0]
3HC-Amida
<5%

Figura 2.68 Sintesis de 3HC-Amida a partir de L-Amida y Br-3HC.

El espectro de RMN proténico de la sonda 3HC-Amida (Figura 2.69)
muestra un patrén de sefales similares al de la sonda 3HC-Amina. En este
caso las sefales aromaticas H-13/13" del fragmento benzosulfonamida en
8,05 ppm se solapan con el protéon H-5 del esqueleto de la 3HC. El resto de
las senales se identifican y son coherentes en desplazamiento y en
acoplamiento. La senal del hidrogeno H-11 acopla con el NH del grupo amida
como ocurre en la sonda BDP-Amida y el ligando L-Amida. En la zona de
76 ppm se identifican las senales caracteristicas del catalizador
Pd.Cl>(PPhs), como impureza.
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Figura 2.69 RMN 'H (DMSO-ds, 500MHz) de la sonda 3HC-Amida.
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2.3.3. Sonda selectiva para proteinas de union a

acidos grasos (FABP)

Otro sistema propuesto a estudiar es la proteina de union a acidos
grasos (FABPs, por sus siglas en inglés). Estas proteinas desempefan un
papel crucial en la coordinacion de las respuestas lipidicas dentro de las
células y su funciéon se encuentra estrechamente relacionada con diversas
vias metabdlicas e inflamatorias. De los nueve tipos de FABPs presentes en
esta familia en esta tesis se utilizara como blanco la FABP2 (o intestinal).*’

Los ligandos mas estudiados para las FABPs son los acidos grasos de
cadena larga. Para este caso se utilizara uno de 5 carbonos, que presenta un
alquino terminal y fue adquirido comercialmente (Figura 2.70).

2.3.3.1. Sonda BDP-Ac

El acoplamiento entre Br-BDP y el ligando de FABP-2 se realiza
usando el protocolo de Sonogashira para bromuros previamente explorado
(Figura 2.70). En un vial conico purgado con N;se disuelve en THF el Br-BDP,
acido 5-hexinoico, PdCL;(PPhs), y finalmente 10 equivalentes de piperidina.
La reaccion se sumerge en un bano a 85°C durante tres horas. Luego de este
periodo de tiempo se evapora el crudo, y se lo disuelve en DCM.
Posteriormente se acidifica la solucion con HCI 15% V/V y se realizan
extracciones con DCM. La purificacion se realiza por cromatografia liquida
en columna flash utilizando un gradiente de ciclohexano, acetato de etilo y
un 1% de acido acético para obtener el producto en un 40% de rendimiento
del producto puro.

HO
o PdCI2(PPh3)2
Piperidina
+ THF
\\ 85 °C, 3h
BDP-Acido
40 %

Figura 2.70. Sintesis de BDP-Acido a partir de Br-BDP y dcido 5-hexinoico.
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El espectro de RMN proténico de la sonda BDP-Acido (Figura 2.71)
muestra el comportamiento esperado tanto para los fragmentos del BDP
como para los del acido 5-hexinoico. Las senales metilénicas
correspondientes a H-7, H-8 y H-9 coinciden con los reportados en
bibliografia para el ligando libre,*®y en el espectro medido se encuentra una
correlacion l6gica con la multiplicidad de sefnales, puesto que H-7 y H-9 se
muestran como tripletesconJ=71Hzy 7,0 Hz respectivamente, congruente
con las constantes de acoplamiento de la sehal asignada a H-8 en 1,98 ppm
correspondiente a un doble triplete superpuesto.
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OO0 750
7.26 CDCI3
723
N\7.21
II Va
\

I
TI
v n

42.00{ %
11971 =
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Figura 2.71 RMN 'H (CDCls, 500MHz) de la sonda BDP-Acido.

2.3.4. Sonda derivada de morfolina

En el marco de una colaboracion se sintetiza una ultima sonda
derivada de BODIPY que consiste en el acoplamiento entre el I-BDP (2) y el
ligando N-propargilmorfolina para dar lugar a la sonda BDP-Morfolina
(Figura 2.72). Las sondas derivadas de morfolina se utilizan habitualmente
para realizar mediciones en liposomas.“®

Para obtener la sonda BDP-Morfolina se utiliza el protocolo general
descripto en la seccion 231 y se usa como reactivos |-BDP y propargil
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morfolina comercial. Luego de tres horas de reaccion y de comprobar
desaparicion del alquino por CCD se evapora el crudo de reaccion y se lo
filtra por un lecho de celite. La purificacion se realiza por cromatografia flash
en columna usando como fase fija silica normal y como fase movil se utiliza
un gradiente de Ciclohexano/Acetato de etilo que comienza en O y llega
hasta 60% del solvente mas polar. El producto se obtiene con un
rendimiento del 29%.

PdCI,(PPh3),
Cul
TEA/DMF

80°C
29 %

BDP-Morfolina

Figura 2.72 Sintesis de la sonda BDP-Morfolina a partir de |-BDP y
propargil morfolina.

El espectro de RMN proténico de la sonda BDP-Morfolina (Figura 2.73)
muestra las sefales alifaticas para el fragmento BODIPY sin modificaciones
sustanciales, y similares a las del resto de las sondas analizadas previamente.
Por otro lado, se identificas los metilenos correspondientes a la morfolina H-
8/8° y H-9/9" en desplazamientos de 2,71y 3,81 ppm respectivamente. Estos
desplazamientos son coherentes con los reportados en bibliografia para
este tipo de molécula.*®%° La multiplicidad de estas sefales es determinada
a partir de la herramienta de deconvolucion de picos implementada en el
software Mestre Nova, observandose dos tripletes con J = 482 Hz.
Finalmente se identifica el metileno (H-7) como un singulete con un
desplazamiento en 357 ppm comparable con los desplazamientos del
mismo metileno en las sondas BDP-Amina (3,63 ppm) y 3HC-Amina
(3,66 ppm).
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Figura 2.73 RMN 'H (CDCl5;, 500MHz) de la sonda BDP-Morfolina.

2.4. Conclusiones

En este capitulo se presentaron las sintesis de distintas sondas
fluorescentes sensibles al entorno derivadas de 3-hidroxicromonas vy
BODIPYs.. Se emplearon métodos tradicionales y actuales para su sintesis.
En el caso de los BODIPYs, se utilizaron aldehidos y derivados de acido como
precursores, evaluando el uso de cloruros de acido tanto comerciales como
sintetizados en el laboratorio. Se observé que los cloruros de acido
sintetizados en el laboratorio introducen impurezas que reducen la
eficiencia de la reaccion. Para el fluoroforo Br-3HC, la adopcion de rutas
modernas, como el uso de piperidina o catalizadores de transferencia de
fase, no mejoro los rendimientos.

Se investigd la reaccion de acoplamiento de Sonogashira para la
sintesis de las sondas fluorescentes, utilizando ioduros y bromuros de arilo
acoplados a los fluoroforos, analizando su reactividad y optimizacion. Se
obtuvieron 7 sondas fluorescentes: 5 especificas para la proteina hCAll, 1 para
FABP2 y una ultima derivada de morfolina para estudiar sistemas similares
a liposomas.
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En la sintesis de sondas especificas para hCAll, los rendimientos fueron
menores a lo esperado debido a problemas de solubilidad de los ligandos
derivados de sulfonamidas, lo que afectd negativamente los resultados de |a
reaccion de Sonogashira.

2.5. Detalles Experimentales

Los solventes utilizados, tanto para las reacciones como para la
purificacion, fueron destilados. En el caso del DCM seco, el proceso de
secado se llevd a cabo agitando el solvente con hidruro de calcio CaH-
seguido de destilacion. Por otro lado, para el THF, se empled la misma
metodologia, pero el secado se realiza utilizando sodio metalico.

Todos los compuestos fueron purificados por cromatografia en
columna empleando silicagel Merck® (Kieselgel 60, 63-200 um) y/o
cromatografia preparativa usando Merck® PF254. El seguimiento de las
reacciones se realizé con placas de silicagel Merck® precubiertas F-254 para
CCD.

Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados mediante
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), y los compuestos finales fueron
adicionalmente caracterizados mediante Espectrometria de Masa de Alta
Resolucion.

2.5.1. Sintesis de BODIPYs

2.5.1.1. Br-BDP (1)

Br

/ig . (é Gotas de TFA, i) p-Cloroanil
CHZCIZ 3 h, ta. i) BF3.(OEt),,
—~ P
\ NH HN Y TEA, t.a., ON 2
25%

Dipirrometano Intermediario
En un baldn, se mezcla el 2,4-dimetil-3-etilpirrol (4,65 mmol, 0,573 g)
con el 4-bromobenzaldehido (1,62 mmol, 300 mg) y se disuelve en DCM seco
y atmosfera de N.. Luego de 2 horas de reaccion, se confirma que los
productos reaccionaron mediante la aparicion de una mancha poco polar
roja en la CCD. Una vez confirmado esto, se adiciona p-cloroanil (1,62 mmol,
397 mg) y se deja reaccionar. Luego se adiciona TEA (13 mmol, 1,3g) y BF:OEt;
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(13 mmol, 1,8 g) y se agita toda la noche. El baldn se torna verde y se observa
la aparicion de fluorescencia. A continuacion, se adiciona H,O y se extrae con
DCM. Posteriormente se lava la fase organica con NacCl (s.s.), H.O, se seca con
Na.SOy, filtra y evapora al vacio.

La purificacion se lleva a cabo por cromatografia Flash liquida usando
un gradiente de Ciclohexano/Acetato de etilo 100:0 hasta 80:20 y se obtiene
el producto impuro, que se precipita disolviéndolo en una minima cantidad
de DCM y adicionando éter etilico obteniéndose agujas rojas/oscuras en un
25% de rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) § 7,63 (d,J = 8,3 Hz, 2H, H-6/6 "), 718 (d,J = 8,3
Hz,2H, H-5/57),2,53 (s, 6H, H-4/4 "), 231 (c,J = 7,6 Hz, 4H, H-2/2"),1,31 (s, 6H, H-
1/17),098 (t,J =7,6 Hz, 6H, H-3/3 "),

2.5.1.2. 1-BDP (2)

Obtencion de cloruro de acido

Via cloruro de tionilo Via cloruro de oxalilo
HO O Cl (@] HO o
SOCl, C,0,Cly
DMF (gotas) DCM
Reflujo t.a.
80% 88%

Via cloruro de tionilo

Se mezcla acido 4-iodobenzoico (495 mg 2 mmol) con gotas de DMF
y cloruro de tionilo recién destilado (5 ml, 78 mmol). La mezcla se lleva a
reflujo durante toda la noche. Posteriormente, se realiza una destilacion al
vacio para quitar el exceso de cloruro de tionilo del crudo. Finalmente se
realizan tres evaporaciones azeotropicas usando tolueno como co-solvente
en rotavap obteniéndose un aceite amarillo que es filtrado por celite en
Ciclohexano/Acetato de etilo 1]1. El aceite obtenido es enfriado solidificando
como un solido amarillo palido (80%).

Via cloruro de oxalilo

En un balén de dos bocas previamente secado en estufa de vacio y
purgado con presion positiva de Nj, se mezclan acido 4-iodobenzoico (506
mg 2,02 mmol) con gotas de DMF y DCM (10 ml). La emulsion blanca
obtenida se lleva a 0°C y se adiciona cloruro de oxalilo (0,3 ml 4 mmol)
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cuidadosamente con una corriente de N.. La mezcla se lleva a temperatura
ambiente y se agita por cuatro horas. Luego se evapora el solvente en
rotavap y se realizan tres lavados con tolueno. Se obtiene un sélido amarillo
palido en un 88% de rendimiento.

Sintesis de I-BDP (2)

Cl 0]
\ . CH,Cl, BF;.(OEt),,
NH 3 dias ~ X A\ TEA, t.a.,
N\ NH N=x ON
Dipirrometeno I-BDP 2

En un balén de dos bocas conectado a una linea de Shlenk con presion
positiva de N, se adicionan 24-dimetil-3-etilpirrol (4,65 mmol, 0,573 g),
cloruro de 4-iodobenzoilo (1,86 mmol, 0,5 g) y DCM (250 mL). La mezcla se
deja agitando durante tres dias. Luego, se adiciona BFzOEt; (15,8 mmol, 2,1
g), TEA (12 mmol, 1,2 g) y se deja agitando durante toda la noche. La solucion
se torna verde. A continuacion, se adiciona H>O y se extrae con DCM.
Finalmente, se lava la fase organica con NaCl (s.s.), H.O, se seca en Na;SO.,,
filtra y evapora al vacio.

La purificacion se lleva a cabo por cromatografia Flash liquida usando
un gradiente de Ciclohexano/Acetato de etilo 100:0 hasta 80:20 y se obtiene
el producto impuro, que se precipita disolviéndolo en una minima cantidad
de DCM y adicionando éter etilico obteniéndose agujas rojas/oscuras en un
30% de rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCI3) § 7,83 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-6/6 "), 7,04 (d, J =
8,0 Hz, 1H, H-5/5"), 2,52 (s, 3H, H-4/4 "), 2,30 (g, J = 7,6 Hz, 2H, H-2/27), 1,31 (s,
3H,H-1/17),0,98 (td,J = 7,6, 0,7 Hz, 1H, H-3/3"),

3C NMR (101 MHz, CDCI3) § 154,19 (BDP),138,56 (BDP), 138,29 (Ar),
138,21(6/6 “), 135,42 (BDP), 133,07 (BDP), 130,52 (BDP), 130,32 (5/5),94.55 (Ar),
1712 (2/27),14,68 (3/37),12,60 (4/47),12,03 (11")

Caracterizacion de subproductos 5y 6

H-BDP (5):
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RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6§ 6,94 (s, TH, H-5), 2,49 (s, 6H, H-4/4 "), 2,38 (q,
J=76Hz 4H, H-3/37),2,16 (s, 6H, H-1/17),1,06 (t,J = 7,6 Hz, 6H, H-2/2")
Subproducto monosustituido 6:

RMN H (500 MHz, CDCls) § 7,80 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-6/6 "), 7,36 (d, J =
8,4 Hz, 2H, H-5/5"), 2,38 (g, J = 7,5 Hz, 4H, H-2), 2,25 (s, 3H, H-4), 1,91 (s, 3H, H-
1), 1,05 (t, J = 7,6 Hz, 3H, H-3),
Determinacion cuantitativa de I-BDP (7) y subproductos 8y 9

Cl ) HN A\
i. CH,Cl, 3 dias O
I\ + —
N ii. BF5 (OEt),, *
| TEA rt, ON
|
9
6% 20% 4%

Se repite el protocolo utilizado en la sintesis del I-BDP 2 pero partiendo
de 2,4-dimetilpirrol (2,1 mmol, 217 pL), cloruro de 4-iodobenzoilo (1,05 mmol,
280 mg), BF:OEt; (7 mmol, 1,1 ml) y TEA (6,1 mmol, 1,68 ml)

Caracterizacion de H-BDP 8

RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7,04 (s, TH, H-4), 6,04 (s, 2H, H-2/2"), 2,53 (s,
6H, H-3/37), 2,25 (s, 6H, H-1/17).
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2.5.2. Sintesis de 3HCs

2.5.2.1. Sintesis de Br-3HC

Acetofenona 10

Via reordenamiento de Fries en dos pasos

0]

/@\ H,S0, (Cat) o 150°C /@5}\
—_— )J\ _—
Br OH o Br O Br OH

o)
)J\O)K 80% 65%

| 5.94-] L

2.0

En un balén seco y purgado bajo una corriente de N> se mezcla 3-

bromofenol (5,7 mmoles, 986 mg) y anhidrido acético (17,32 mmoles, 1,76 g).

Luego se adicionan algunas gotas de acido sulfdrico y se agita a

temperatura ambiente durante dos horas. El crudo de reaccion es volcado

en HCI 2% frio y se realizan tres extracciones con DCM. Posteriormente se

seca la fase organica con Na.SO,, se filtray se evapora en rotavap. Se adiciona

tolueno para realizar la extraccion completa del remanente de acido acético

formado. Se obtiene un aceite palido que es utilizado sin purificar (80% de

rendimiento) en el siguiente paso de reaccion.

Pagina |91



El aceite obtenido previamente es llevado a 150°C en un balon bajo
atmosfera inerte y se adicionan lentamente en porciones 2 equivalentes de
AlClz (4,56 mmoles, 606 mg). Luego de tres horas se vuelca el crudo de
reaccion lentamente en HCI 2N en frio y se realizan tres extracciones con
diclorometano. Posteriormente se seca la fase organica con Na,SOy, se filtra
y evapora en rotavap. La purificacion se realiza mediante columna flash de
silica con Ciclohexano/Acetato de etilo 98:2. El rendimiento obtenido es de
65% y el rendimiento global es del 52%

Via reordenamiento de Fries en un paso

6 0 Q
i = /5©5J\ )D\
+
)k 1,2 Dicloroetano +
Cl Br OH Br OH Br OH
3

84 °C

56% 27%

En un baldn seco y purgado bajo una corriente de N, se mezclan 3-
bromofenol (4,6 mmoles, 989 mg) y cloruro de acetilo (11,5 mmol, 902 mg)
en 25 ml de 1,2 dicloroetano seco. La mezcla se agita durante 15 minutos.
Luego se adiciona AlClz (13,8 mmoles, 1,8 g) y la mezcla se lleva a reflujo (84°C)
durante toda la noche. Se vuelca el crudo de reaccion lentamente en HCI 2N
en frio y se realizan tres extracciones con diclorometano. Posteriormente se
seca la fase organica con Na.SO. se filtra y evapora en rotavap. La
purificacion se realiza mediante columna flash de silica con
ciclohexano/Acetato de etilo 98:2. Se obtuvieron 544 mg (2,53 mmol) del
compuesto 10. El rendimiento es de 56% para el isobmero orto y 27% para el
isomero para.

RMN 'H (500 MHz, CDClz) 6 12,34 (s, TH, OH), 7,58 (d,J = 8,5 Hz,1H, H-6 ), 7,19
(d,J =19 Hz, 1H, H-3), 7,06 - 7,03 (dd,J =19y 8,5 Hz, TH, H-5), 2,61 (s, 3H, CH3).
EMAR. CsH;O,Br. Calculado[M+H]": 213,3621. encontrado: 213,3628

Br-3HC (12)

Via clasica (suave)

0 0
\
/@\)k K©\ NaOH HO/NaOH (Ac)
+
Br OH " MeoH Br OH Meo"'

Reflujo

chalcona 30%
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En un baldn con 15 ml de metanol, se mezclan la acetofenona X (1,86
mmol, 400 mg), hidréxido de sodio (18,6 mmol, 744 mqg) y 4-dimetilamino
benzaldehido (1,86 mmol, 277 mg). La mezcla se lleva a reflujo (65°C) durante
toda la noche. La soluciéon pasa de un color amarillo traslucido a la formacion
de un precipitado poco soluble naranja correspondiente a la chalcona. Se
lleva el crudo de reaccion a temperatura ambiente y se adiciona 15 ml de
una solucion acuosa de NaOH 2N, y 2 ml de H,O, 30%. Luego de 2 horas de
agitacion se observa por CCD la desaparicion de la chalcona y la aparicion
de un producto fluorescente.

El crudo de reaccion es volcado en agua con hielo y se acidifica con
HCI hasta un pH de entre 4 y 5. Se filtra el precipitado naranja y se lava con
agua. El producto no requiere otro paso de purificacion y se obtiene en un
30% de rendimiento (0,56 mmol, 200 mg).
RMN 'H (CDCls, 600 MHz,) § 817 - 8,14 (d,J = 9,3 Hz, 2H, H-3/37), 8,08 (dd, J =
8,7,0,4 Hz,1H, H-5),7,77 (dd,J =17, 0,4 Hz, 1H, H-8), 7,50 (dd, J = 8,7, 1,7 Hz, TH,
H-6), 6,80 - 6,79 (d, J = 9,3, 2H, H-2/2"), 3,08 (s, 6H, CHs).
RMN BC (CDCls, 151 MHz) § 172,05, 155,23, 151,67, 146,97, 137,20, 129,39, 128,01,
127,23,126,76, 121,24,120,00, 117,90, 111,70, 40,20.

Via pirrolidina

H
o O‘ N 6 5 O 2 2°
+ . 3 O R SR
Br OH No Alre, HO g oH 277 I\‘l/ Br
\ 8

50°C, TA

Se disuelven la acetofenona 10 (0,215 mmol, 46 mg) y 4-dimetilamino

benzaldehido (0,215 mmol, 32 mg) en la minima cantidad posible de
metanol. La mezcla se ahade en un baldén que contiene pirrolidina (2,15
mmol, 152 mg) y 15 ml de agua. La reaccion se agita a 50 °C toda la noche. Se
observa la formacion de chalcona intermediaria pero no del producto
buscado. El crudo es volcado en agua, y neutralizado con HCI para obtener
un sélido naranja en un 35% de rendimiento correspondiente a la chalcona
1 (0,075 mmol, 26 mmol).
RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6 13,39 (s, TH, OH), 7,93 (d,J = 15,1 Hz, 1H, H-2), 7,76 (d,
J=8,7Hz, 1H, H-5), 757 (d,J = 8,7 Hz,2H, H-37 /3" "), 7,36 (d, J = 15,1 Hz, TH, H-
3),719 (d,J =19 Hz, TH, H-8), 7,05 (dd, J = 8,6, 2,0 Hz, TH, H-6), 6,69 (d,J = 8,8
Hz, 2H, H-2"/2" "), 3,07 (s, 6H, CHs)
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2.5.2.2. Sintesis de I-3HC

Acetofenona (13)

6 ¢ 0
@\ AICI3 5
D|cloroetano +
I OH | OH
3

84 °C

50% 30%

En un baldn seco y purgado bajo una corriente de N, se mezclan 3-
iodofenol (2,27 mmoles, 500 mg) y cloruro de acilo (5,67 mmol, 445 mg) en
25 ml de 1,2 dicloroetano seco. La mezcla se agita durante 15 minutos. Luego
se adiciona AlCls (5,67 mmoles, 7,54 mg) y la mezcla se lleva a reflujo (84°C)
durante toda la noche. Se vuelca el crudo de reaccion lentamente en HCI 2N
en frio y se realizan tres extracciones con diclorometano. Posteriormente se
seca la fase organica con Na.SO. se filtra y evapora en rotavap. La
purificacion se realiza mediante columna flash de silica con
ciclohexano/Acetato de etilo 98:2. Se obtiene la acetofenona 13 en un 50% de
rendimiento (1,13 mmol, 297 mg).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6 12,25 (s, TH, OH), 7,42 (d, J = 1,7 Hz, TH, H-3), 7,41-
7,39 (d,J = 8,4 Hz,1H, H-6), 7,26 (dd, J = 8,4 y 1,6 Hz, TH, H-5), 2,60 (s, 3H, CHs).

I-3HC (15)

0 0
| NaOH(ac)
' NaOH O O MO,
| OH Metanol OH Metanol, TA

Reflujo

chalcona I-3HC

En un balén con 15 ml de metanol, se mezclan la acetofenona 13 (0,76
mmol, 200 mg), hidroxido de sodio (7,6 mmol, 304 mqg) y 4-dimetilamino
benzaldehido (0,76 mmol, 114 mg). La mezcla se lleva a reflujo (65°C) durante
toda la noche. La soluciéon pasa de un color amarillo traslucido a la formacion
de un precipitado poco soluble naranja correspondiente a la chalcona
intermediaria. Se lleva el crudo de reaccion a temperatura ambiente y se
adiciona 7 ml de una solucién acuosa de NaOH 2N, y 1 ml de H.O, 30%. Luego
de 2 horas de agitacion se observa por CCD la desaparicion de la chalconay
la aparicion de un producto fluorescente.

El crudo de reaccidn se vuelca en agua con hielo y se acidifica con HCI
hasta un pH de entre 4y 5. Se filtra el precipitado naranja y se lava con agua.
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El producto no requiere otro paso de purificacion y se obtiene en un 5% de
rendimiento (0,03 mmol, 13 mg).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 817 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3/3 "), 8,00 (d,J =1,5 Hz,
1H, H-8), 7,92 (d,J = 8,4 Hz, TH, H-5), 7,70 (dd, J = 8,3, 1,4 Hz, TH, H-6), 6,81 (d, J
= 8,8 Hz, 2H, H-2/2"), 3,08 (s, 6H, CHs).

2.5.3. Sintesis de ligandos selectivos para hCAlIl

2.5.3.1. L-Amina

HN
S0,Cl THE 0=8=0 Acetonitrilo 3~ 4

o o DIPEA
/// ' O
60% 28% 2 2

SO2NH; SO,NH,

Cl-Tos 16

L-Amina

Paso 1: Tosilacion

En un baldn se disuelve cloruro de tosilo (4,1g, 21,3 mmol) en 11 ml de
THF seco a 0°C y se adiciona alcohol propargilico (1 g, 17,8 mmol). Luego de
unos minutos se adicionan hidroxido de potasio (4,6 g, 88 mmol) y se
mantiene la temperatura en 0°C durante media hora. La reaccion se lleva a
temperatura ambiente durante tres horasy se finaliza adicionando 10 ml de
agua. Se llevan a cabo tres extracciones con éter etilico, y tras purificar por
cromatografia liquida en columna con un gradiente de Ciclohexano/Acetato
de etilo 85/75 a 70/30, se obtiene un 60% de rendimiento del producto
buscado (16).
RMN 'H (500 MHz, CDCI3) § 7,82 (d,J =81 Hz, 1H,H-117),7,36 (d,J = 81 Hz, 2H,
H-2/27), 4,69 (d,J = 2,5 Hz, 2H, H-3), 2,47 (t,J = 2,5 Hz, TH, H-4), 2,45 (s, 3H, CH3),
Paso 2: Sustitucion

En un baldén secado en estufa y purgado bajo una corriente de N, se
mezclan 4-aminoetilbenzosulfonamida (493 mg, 2,38 mmol) y propargil-
tosilato (508 mg, 2,38 mmol) en 12 ml de acetonitrilo. Se adicionan gotas de
DMF hasta disolucidon de los reactivos. A continuacion, se adiciona 1T ml de
DIPEA y se agita durante toda la noche a temperatura ambiente.
Finalmente, se evapora el crudo de reaccion y se purifica por cromatografia
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liquida en columna utilizando DCM/Metanol al 5% del Ultimo obteniéndose
un aceite traslucido que cristaliza rindiendo el producto L-Amina en un 28.
RMN 'H (500 MHz, DMSO-de) 6§ 7,73-7,72 (d,J = 8,6,2H, H-117), 7,40 -7,39 (d, J
= 8,5 Hz,2H, H-2/27), 7,27 (s, 2H, SO2-NH>), 3,33 (s, TH, NH), 3,32 (d, J = 2,5 Hz,
2H, H-5), 3,04 (t,J = 2.5 Hz, TH, H-6), 2,80 - 2,76 (M, 4H, H-3 y H-4).

RMN C (126 MHz, DMSO-de) 6 144,82, 141,77,129,05, 125,58, 82,99, 73,58, 49,09,
37,21, 3512.

EMAR. C;H4:N,O,S. Calculado[M-H]: 237,0700, encontrado: 237,0698

2.5.3.2. L-Amida

H 4
Ox_OH O N_FZ
i. EDCI/HOBT, THF, DIPEA 3
0°C 15 minutos ;
2 2
1 .
ii. Rt, ON /NHZ 1
SO,NH, // SO,NH,

70%

Se disuelve acido 4-sulfamoilbenzoico (500 mg, 2,48 mmol) en 30 ml
de THF. Posteriormente se adiciona HOBt (201 mg, 1,5 mmol) y DIPEA (415 pl,
16 mmol) y la mezcla se lleva a 0 °C. A continuacion, se adiciona EDCI (521 mg,
3,36 mmol). Luego de 15 minutos, se adiciona propargil amina (238 uL, 3,75
mmol), se lleva a temperatura ambiente y se reacciona durante toda la
noche. Se evapora el crudo de reaccion y se suspende en 30 ml de agua
obteniéndose un precipitado, que se filtray corresponde al producto. La fase
acuosa obtenida en el filtrado se extrae con acetato de etilo obteniéndose
mas producto precipitado. Los sélidos obtenidos son agitados en éter etilico,
filtrados y lavados con agua fria sin necesidad de una purificacion posterior.
El rendimiento luego de secar en estufa es de 70%.

RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) 6§ 9,13 (t,J = 5,5 Hz, TH, NH), 8,00 (d,J = 8,8 Hz, 2H,
H-2/27),7,90 (d,J = 8,7 Hz, 2H, H-1117), 7,49 (s, 2H, SO2-NH>), 4,08 (dd, J = 5,5,
2,6 Hz, 2H, H-3), 3,15 (t,J = 2,5 Hz, TH, H-4).

RMN "C (126 MHz, DMSO-de) 6 165,12, 146,63, 136,83, 128,14, 125,87, 81,16, 73,30,
28,80.
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2.5.3.3. L-Ester

Ruta A
Pz
O«__OH O+__Cl on © o _#
socl, /
—_—
Reflujo
SO,NH, SO,NH, SO2NH;
Cloruro de acido L-Ester
52%
Ruta B
=4
Os_OH 0. _0._*
i. EDCI/HOBT, THF, DIPEA \3/
0°C 15 minutos
2 2
ii. Rt, ON /OH ! T
SO5NH, // SO,NH;

80%
Ruta A

Se refluja acido 4-sulfamoilbenzoico (297 mg, 1,47 mmol) en 50 ml de
cloruro de tionilo a 100 °C durante toda la noche. Se usan gotas de DMF para
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catalizar la reaccion. Luego se realiza una destilacion al vacio para remover
el exceso de cloruro de tionilo y se obtiene un sdélido amarillo palido. Para
eliminar las trazas de cloruro de tionilo que pueden haber quedado, se
realizan multiples destilaciones azeotrdpicas en rotavap usando tolueno.

El cloruro de acido se mezcla con 8 ml de propargil alcohol y se agita
durante toda la noche a temperatura ambiente. La purificacion se lleva a
cabo por cromatografia flash, usando Ciclohexano/Acetato de etilo en una
relacion 60:40 respectivamente como fase movil, obteniéndose un 52% de
rendimiento del producto buscado.

Ruta B

Se disuelve acido 4-sulfamoilbenzoico (234 mg, 1,16 mmol) en 15 ml de
THF. Posteriormente se adiciona HOBt (100 mg, 0,75 mmol) y DIPEA (119 ul,
0,8 mmol) y la mezcla se lleva a O °C. A continuacion, se adiciona EDCI
(267 mg, 1,87 mmol). Luego de 15 minutos, se adiciona propargil alcohol
(110 uL, 1,73 mmol), se lleva a temperatura ambiente y se reacciona durante
toda la noche. Se evapora el crudo de reaccion y se suspende en 30 ml de
agua obteniéndose un precipitado, que se filtra y corresponde al producto.
La fase acuosa obtenida en el filtrado se extrae con acetato de etilo
obteniéndose mas producto precipitado. Los solidos obtenidos son agitados
en éter etilico, filtrados y lavados con agua fria sin necesidad de una
purificacién posterior. El producto L-Ester se obtiene con un 80% de
rendimiento.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-de) § 8,15 (d, J = 8,1 Hz, 2H, H-2/2"), 7,98 (d, J = 8,
Hz, 2H, H-1/17), 7,59 (s, 2H, SO.-NH), 5,00 (d,J = 2,6 Hz, 2H, H-3), 3,65 (t,J = 2,7
Hz, TH, H-4),

2.5.4. Sintesis de sondas

Procedimiento general para las reacciones de Sonogashira

Un vial conico de 4 ml se purga mientras que se burbujea N> en una
mezcla de TEA/DMF 11. Posteriormente se introducen bajo atmdsfera de N,
los sustratos a acoplar y el PACl,(PPhs).. Se continda la purga del vial de
reaccion durante cinco minutos y se adiciona Cul. Finalmente se traspasa
con una jeringa o canula la mezcla de TEA/DMF al vial y se sumerge en un
bano de glicerina a la temperatura de reaccidon segun cada caso. El work-up
constiste en la evaporacion directa el crudo de reaccion y filtracion en lecho
de celite.
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En las reacciones que usan bromuros de arilo, no se utiliza Cul y en
lugar de utilizar TEA/DMF 11 se utiliza piperidina y el solvente segun
corresponda.

2.5.4.1. BDP-Amina

Acople directo

Las cantidades de cada reactivo son: 20 mg (0,04 mmol) de I-BDP, 30
mg (0,12 mmol) de L-Amina y 5mg (7 umol) del catalizador de paladio. Se
adiciona una punta de espatula de Cul y se utilizan 2ml de la mezcla de
solventes. La temperatura es de 75 °C y se agita durante tres horas. La
purificacion se realiza mediante cromatografia flash en fase normal usando
un gradiente de DCM/MeOH de 0 a 10% del solvente mas polar. El
rendimiento es de 13%.

Sintesis indirecta

Atmosfera Inerte
Pd(PPh3),Cl,
Cul

HO,

Y/

TEA/DMF
80 °C

95%

35%

Acetonitrilo
DIPEA

—_—

TA

60%

Paso 1: Obtencion del compuesto 17

Para esta reaccion se utiliza el protocolo general para las reacciones
de Sonogashira. Las cantidades de cada reactivo son: 30 mg (0,06 mmol) del
I-BDP 2,9 mg (0,16 mmol) de propargil alcohol, 4 mg (7 umol) del catalizador
de paladio y una punta de espatula de Cul. Se utilizan 2 ml mezcla de la
mezcla de solventes. La temperatura de reaccion es de 75°C. Luego de
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cuatro horas de reaccion se evapora el crudo de reaccion, se re-suspende en
acetato de etilo y es filtrado en un lecho de celite. La purificacion se realiza
por cromatografia flash usando Ciclohexano/Acetato de etilo 9:1 obteniendo
un 35 % de rendimiento del producto 16.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 6§ 7,56 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,46 — 7,16 (M, 2H), 4,54 (s,
2H), 2,53 (s, 6H), 2,30 (9, J = 7,5 Hz, 4H), 1,29 (s, 6H), 0,98 (t,J = 7,6 Hz, 6H),

26 CDCI

N In © o < < MANOON N OWY
ninNNANN n n MmN NOoaa
NNNNNN < NANNANAN - =00
— TN I N [N
H-6 H-5 H-7 H-4 H-2 H-1 H-3
H-6" H-5 H-4 H-2 H-1"

2.001
2.86]

T T T T T T T T T T T
3.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
ppm

Paso 2: Tosilacion del producto 16 (17):

La reaccion de tosilacion se realiza mezclando el compuesto 16 (25 mg,
0,058 mmol), cloruro tosilo (25 mg, 0,13 mmol), DMAP (5 mg, 0,04 mmol) y
TEA (8 pL, 0,058 mmol) en 2 ml de DCM seco. Luego de agitar durante toda
la noche se vuelca el crudo de reaccion sobre éter etilico formandose un
precipitado rojizo que es lavado con una solucion de NaCl saturado y luego
con agua. La purificacion se realiza por cromatografia flash usando
Ciclohexano/Acetato de etilo 82 obteniendo un 95 % de rendimiento del
producto BDP-Ts 17.

Paso 3: Sustitucion:

La reaccion de tosilacion se lleva a cabo mezclando BDP-Ts (17) (12 mg,
20 pmol) y aminosulfonamida (6,1 mg, 3 pmol) en 2 mL de acetonitrilo seco.
Posteriormente, se adiciona DIPEA (20 ul 0,18 mmol) y se agita durante toda
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la noche a temperatura ambiente. Finalmente se evapora el crudo de
reacciony se purifica por cromatografia flash usando DCM/MeOH 95:5 como
solvente de elucion. Se obtiene el compuesto BDP-Amina con un
rendimiento del 60%.

RMN H (500 MHz, DMSO-ds) § 7,74 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-9/9 ), 7,57 (d, J
=83 Hz 2H, H-6/6"), 7,44 (d,] = 8,4 Hz, 2H, H-8/8 "), 7,36 (d,J = 8,3 Hz, 2H, H-
5/57), 727 (s, 2H, SO2NH2), 3,63 (s, 2H, H-7), 2,93 (t, J = 7,4 Hz, 2H, H-10), 2,83
(t,J =75 Hz, 2H, H-1), 2,43 (s, 6H, H-4), 2,29 (q,J = 7,6 Hz, 4H, H-2/2"), 1,27 (s,
6H, H-1/17),0,94 (t,J = 7,6 Hz, 6H, H-3/3"),

RMN 3C (126 MHz, DMSO-d®) § 153,47 (BDP), 144,67 (cuat. Ligando)
141,86(cuat. ligando), 139,68(BDP), 138,01(BDP), 134,57(BDP), 132,77 (BDP),
132,12 (6), 129,79(BDP), 129,14 (8), 128,61 (5), 125,64 (9), 123,57 (BDP), 82,35
(Alquino), 49,27 (10), 38,03 (7), 35,14 (M), 16,43 (2), 14,55 (3), 12,30(4), 11,49 (1).

EMAR. C:H:BF:N,O,S. Calculado[M+H]* : 617,2939. encontrado:

617,2945
Asignacion | 6 H 6C
9 774 | 125,64
6 757 |132,12
8 7,44 | 129,14
5 736 | 128,01
7 363 |38,03
10 293 | 49,27
n 283 | 3515
4 2,43 12,30
2 229 |16,43
1 127 | 11,49
3 0,94 | 14,55
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2.5.4.2. BDP-Amida

ﬁ
——

A..d._.._\,‘.L,JN_“..__..?‘: ] O
&

H P Atmosfera Inerte
O N~ Pd(PPh,),Cl,
Cul
.
TEA/DMF
75°C
SO,NH,

35%

Las cantidades de cada reactivo son: 70 mg (0,15 mmol) de I-BDP 2,
70 mg (0,3 mmol) de L-Amida, 9,82 mg (0,014 mmol) del catalizador de
paladioy 0,79 mg (0,07mmol) de Cul. Se utiliza 5ml de la mezcla de solvente
y una temperatura de 75 °C. La purificacion se lleva a cabo mediante una
cromatografia flash en fase reversa, usando un gradiente de elucion que va
de Metanol/Agua 11 a 9:1. Luego se realizan varias cromatografias en capa
delgada preparativa con una fase movil compuesta de DCM/MeOH 92:8. El
producto BDP-Amida se obtiene con un 32% de rendimiento.

RMN 'H (500 MHz, DMSO-de) 6§ 9,26 (t,J = 5,4 Hz, TH, NH), 8,04 (d,J = 8,8
Hz, 2H, H-9/9 "), 7,93 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-8/8 "), 7,61 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-6/6 "),
7,51 (s, 2H, SO2-NH2), 7,36 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-5/5" ), 4,38 (d, J = 5,4 Hz, 2H, H-
7), 242 (s, 6H, H-4/4"), 2,27 (c, J = 7,4 Hz, 4H, H-2/2"),1,26 (s, 6H, H-1/1"), 0,92
(t,J =74 Hz 6H, H-3/3"),

RMN BC (126 MHz, DMSO-ds) & 165,59 (carbonilo), 15396 (BDP),
146,95(ligando), 140,00 (BDP), 138,44 (BDP), 137,09 (ligando), 135,34 (BDP),
133,26 (BDP), 132,74 (6y 6 7),130,17 (BDP), 129,08 (5y 57),128,52(9y 97), 126,20
(8y 87),123,49 (BDP), 88,66 (alquino), 81,71 (alquino), 29,95 (7),16,84 (2y 27),
1496 (3y37),1271 (4y 47),1N90 1y 1).
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EMAR. C33H358F2N403S. Ca|CU|adO[M+H]+

: 617,2575. encontrado: 617,2565
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Asignaciéon |8 H s§C

9y9-
8y8"
6yo6’
5y5°
7
4y 4’
2y2°
1y1’
3y3’

8,04
793
7,61

7,36
4,38
2,42
2,27
1,26

0,92

128,52
126,20
132,74
129,08
29,95
12,71
16,84
11,90

14,96
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2.5.4.3. BDP-Ester

Atmosfera Inerte
Pd(PPhj3),Cl,
Cul

TEA/DMF
75°C

SO,NH,

35%

Las cantidades de cada reactivo son: 20mg (0,040 mmol) de I-BDP 2,
20 mg (0,080 mmol) de L-Ester, 1,9 mg (0,0054 mmol) del catalizador de
paladio y una punta de espatula de Cul. Se utilizan 2ml de la mezcla de
solvente y una temperatura de 75 °C. La purificacion se lleva a cabo
mediante una cromatografia flash en fase reversa, usando un gradiente de
elucion que va de Metanol/Agua 11 a 91 Luego se realizan varias
cromatografias en capa delgada preparativa con una fase movil compuesta
de DCM/MeOH 92:8. El producto se obtiene con un 20% de rendimiento

RMN 'H (400 MHz, CDCI3) § 8,26 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H-9/9 "), 8,03 (d, J =
8,2 Hz, 2H, H-8/8"), 7,60 (d,J = 7,8 Hz, 2H, H-6/6 "), 7,28 ( 2H, H-5/5"), 4,96 (s,
2H, H-7),2,52 (s, 6H, H-4/4"), 229 (g, J = 7,5 Hz, 4H, H-2/27),1.28 (s, 6H, H-1/1"),
0,97 (t,J =75 Hz 6H, H-3/3").
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2.5.4.4. BDP-Morfolina

Atmosfera Inerte
Pd(PPh;),Cl,
Cul

TEA/DMF
75°C

Las cantidades de cada reactivo son: 30 mg (0,06 mmol) de I-BDP 2,
20 mg (0,16 mmol) Propargil morfolina, 5 mg (7 pmol) del catalizador de
paladio y una punta de espatula de Cul. Se utilizan 2 ml de la mezcla de
solventes y una temperatura de 75°C. La purificacion se realiza por
cromatografia flash en columna usando como fase fija silica normal y como
fase movil se utiliza un gradiente de Ciclohexano/Acetato de etilo que
comienza en 0O y llega hasta 60% del solvente mas polar. El producto se
obtiene con un rendimiento del 29%.

RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7,55 (d,J =82 Hz,2H, H-6/6 "), 7.24 (d,]J =8.2
Hz, 2H, H-5/57), 3.81 (t, J = 4.8 Hz, 4H, H-9/97), 3.57 (s, 2H, H-7), 2.71 (t, ] = 4.8
Hz, 4H, H-8/8 "), 2.53 (s, 6H, H-4/4 "), 2.30 (9, J = 7.5 Hz, 4H, H-2/2"),1.30 (s, 6H,
H-1/17),0.98 (t,J = 7.5 Hz, 6H, H-3/3").

RMN BC (126 MHz, CDCI3) § 154,03(BDP), 139,21 (BDP), 138,22(BDP),
135,85 (BDP), 132,94 (6 y 6 ), 132,37 (BDP), 130,54 (BDP), 128,47 (5y 57), 123,45
(BDP),66,80 (9y97),52,44 (8y 87),4807 (7),1708 (2y27),14,61 (3y 37),12,53
(4y47),1188(1y1),

EMAR. C3Hz:sBF:N:O. Calculado[M+H]* : 504,3003. encontrado:
504,3013

2.5.4.5. BDP-Ac

Atmosfera Inerte
Pd(PPh;),Cl,
Piperidina

}
2

THF
85 °C, 3H
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Para este caso se utiliza el protocolo para bromuros de arilo: se
mezclan 40 mg (0,09 mmol) de Br-BDP, 19,4 mg, (0,18 mmol) de acido 5
hexinoico, 6 mg, (8,5 umol) del catalizador de paladio y 103 uL (1 mmol) de
piperidina. Se disuelve todo en 10 ml THF y se lleva a una temperatura de
85°C. La purificacion se realiza por cromatografia liquida en columna flash
utilizando un gradiente de ciclohexano, acetato de etilo y un 1% de acido
acético para obtener el producto en un 40% de rendimiento del producto
puro

RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7,51 (d,J = 8,4 Hz,2H, H-6/6 "), 7,22 (d,] = 8,4
Hz, 2H, H-5/57), 2,61 (t,J = 7,1 Hz, 2H, H-9), 2,56 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H-7), 2,52 (s,
6H, H-4/47), 2,30 (q,J = 7,6 Hz, 6H, H-2/27),198 (p, J = 7,1 Hz, 2H, H-8), 1,30 (s,
6H, H-1/17),0,98 (t,J = 7,6 Hz, 6H, H-3/3"),

RMN BC (126 MHz, CDCls) 8§ 177,77 (carbonilo), 154,08 (BDP), 139,55
(BDP), 138,41 (BDP), 135,44 (BDP), 133,02 (BDP), 132,35 (6 y 6 ), 130,72 (BDP),
128,52 (5y 57), 124,35 (BDP), 90,13 (alquino), 81,24 (alquino), 32,70(9), 23,70 (8),
1897 (7),17,21 (2y 27),14,75(3y 37),1266 (4y 47),1202 (1y 1°).

EMAR. CxHx:BF:N.O,. Calculado[M-H]" : 489,2530. encontrado:
489,2530
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*llu-‘.» iy

[EEeRer)

Correlaciéon HSQC
Asignaciéon | 8 H s§C
6yo6’ 7,51 132,35
5y5° 7,22 | 128,52
9 2,61 32,70
7 2,56 |18,97
4y 4 2,52 | 12,66
2y2° 2,30 | 17,21
8 1,98 23,70
1y1” 1,30 12,08
3y3’ 0,98 | 14,75

2.5.4.6. BHC-Amino

PdCI,(PPh;),
Piperidina
THF

_

75°C, 4h

3HC-Amino
6%

Se utiliza el mismo protocolo que para BDP-Acido, pero la
temperatura es de 75 °C. Las cantidades utilizadas son: 55 mg (0,15 mmol) de
Br-3HC, 71 mg (0,3 mmol) del L-Amina, 16 m, (0,022 mmol) del catalizador de
paladio, 148 pL (1,5 mmol) de piperidinay en 7 ml de THF. La purificacion se
lleva a cabo mediante una cromatografia flash en fase reversa, usando un
gradiente de elucién que va de MeOH/Agua 11 a 90% de metanol. Luego se
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realizan varias cromatografias en capa delgada preparativa con una fase
movil compuesta de Diclorometano/Metanol 92:8.

RMN 'H (500 MHz, DMSO-de) § 813 (d, 7 =9,2 Hz, 1TH, H-37/3" "), 8,03 (d,
J=8,2Hz 1H, H-5),7,79 (s, 1H, H-8), 7,74 (d,J = 8,2 Hz, TH, H-6), 7,44 (d, J = 8,4
Hz, 2H, H-15/15"), 7,40 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-14/14"), 6,85 (d, J = 9,3 Hz, 2H, H-
27/277),3,66 (s, 2H, H-11), 3,02 (s, 6H, CHs), 2,92 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H-12), 2,84 (d,
J=7,0 Hz, 2H, H-13).

EMAR. C;sH27NzOsS. Calculado[M+H]*: 518,1755. encontrado: 518,1750

2.5.4.7. BHC-Amida

H
0 N/ PdCI,(PPhs),
Piperidina
DMF
+ .
Br HoNO,S 13 12°1
_ 75°C, 4h
SO,NH
2NF32 13 NH

12 o)

3HC-Amida
<5%

Se utiliza el mismo protocolo que para BDP-Acido, pero la
temperatura es de 75 °C. Las cantidades utilizadas son: 35 mg (0,097 mmol)
de Br-3HC, 36 mg (0,177 mmol) del L-Amida, 97 uL (0,97 mmol) de piperidina,
10 mg (0,014 mmol) del catalizador de paladioy 4 ml de THF como solvente.
La purificacion se lleva a cabo mediante una cromatografia flash en fase
reversa, usando un gradiente de elucion que va de MeOH/Agua 11 a 90% de
metanol. Luego se realizan varias cromatografias en capa delgada
preparativa con una fase movil compuesta de DCM/MeOH 92:8 %.

RMN 'H (500 MHz, DMSO-de) 6 9,32 (t, J = 5,2 Hz, 1H, NH), 8,14 (d, J = 8,8
Hz, 2H, H-3/37), 8,14 (m, 3H, H-1313" y H-5), 7,93 (d, J = 8,5 Hz, 3H, H-12/12"),
7,83 (s, 1H, H-8), 7,43 (d,J = 8,6 Hz, 1H, H-6), 6,84 (d,J = 9,2 Hz, 2H, H-2/2"), 4,42
(d,J =52 Hz 2H, H-1), 3,02 (s, 6H, CHs3),
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3.1. Espectroscopia

3.1.1. Absorcion

Los espectros de absorcion se tomaron en un espectrofotometro de
absorcion de doble haz Shimadzu UV-3600 en cubetas de cuarzode 1cm de
paso optico (Precision Cells Inc.). La linea de base se obtiene utilizando aire,
y en lugar de utilizar el doble haz, se toma el espectro del solvente como
referencia y luego se resta en cada espectro tomado. Todos los espectros
fueron adquiridos con un nivel de velocidad media y 1 nm de ancho
espectral.

3.1.2. Emision estacionaria

Los espectros de emision se obtuvieron en un espectrofluorémetro PTI
QM40, utilizando cubetas de fluorescencia de cuarzo de 1cm de paso optico
(Precision Cells Inc). Se utilizaron celdas de 80 L para las titulaciones y de
300 pL de volumen para las medidas simples (Figura 3.1).

En cada determinacion se utilizé el mismo ancho de rendija a la
entrada y salida de los monocromadores de excitacion y de emision. El valor
se ajustd entre 0,5 mm y 1 mm, correspondiendo a un ancho espectral de 2
a 4 nm en cada monocromador. Se buscd obtener una sefal en el maximo
en el orden 10° cuentas, procurando estar siempre por debajo del nivel de
saturacion del detector.

Los espectros de emision se adquirieron en un intervalo espectral con
limite inferior 10 nm por encima de la longitud de onda de la luz de
excitacion, para evitar la deteccion de luz dispersa. Se utilizé una funcion de
correccion provista por el equipo que compensa la sensibilidad variable que
presenta el canal de deteccion a la luz de distintas longitudes de onda. Tanto
los espectros de emision como los de excitacion fueron adquiridos con un
tiempo de exposicion de 0,1 segundos en pasos de 1 nm. Para el caso de las
titulaciones de florescencia, se chequea por absorcion que la absorbancia
sea menor a 0,1 para evitar efectos de filtro interno.

Los derivados de I-BDP fueron excitados a 490 nm mientras que el H-
BDP a 480 nm. Las 3HCS son excitadas a 420 nm.
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Figura 3.1. o) Esquema del espectrofluorometro PTI QM40 utilizado. b)
Celdas utilizadas para las determinaciones de fluorescencia.

3.1.3. Anisotropia de fluorescencia

La anisotropia de fluorescencia (r) es una medida del grado de
polarizacion de la luz producida en la emision fluorescente, y esta
relacionado a la orientacion relativa de los momentos de transicion para la
absorcion y la emisidon. A su vez, la anisotropia puede disminuir por la
presencia de procesos que despolaricen la emision, como un movimiento
rotacional, una transformacion en estado excitado o una transferencia de
energia. En soluciones isotropicas, el valor maximo de r es igual a 0,4 y
corresponde a una alineacion exacta entre el momento de transicion de
absorcion y de emision para la molécula en estudio, en ausencia de procesos
gue despolaricen la emision durante el tiempo que dura la misma. Se
pueden obtener valores negativos de hasta -0,2, correspondientes a un
angulo de 90° entre el momento de transicion de absorcion y el de emision
(también en ausencia de cualquier proceso de despolarizacion).

Para conocer el valor de r de una solucion es necesario medir la
intensidad de fluorescencia excitando con luz polarizada en una dada
direccion y detectando la emision en una direccion paralela (I;) y en una
perpendicular (I.) a la direccion de excitacion. En la Ecuacion 2.1 se puede
ver la relacion entre estos parametrosy r:
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Las mediciones de anisotropia se realizaron en el espectroflurémetro
PTI-QM40, previamente mencionado. Con el objetivo de conocer I, e I, se
uso el tipico procedimiento que utiliza dos polarizadores de pelicula de
polimero colocados entre la muestra y cada uno de los monocromadores.
Los polarizadores poseen un mecanismo para el movimiento de su eje de
forma tal de permitir el paso de luz polarizada perpendicular al plano de
incidencia (plano vertical) o paralela al mismo (plano horizontal). En la figura
3.2 se muestra un esquema tomado del trabajo de Vinegoni', donde la luz de
excitacion esta polarizada en direccion vertical y la deteccion de la emision
puede alternar entre la polarizacién vertical, I (por vertical-vertical), o
perpendicular, lvy (vertical-horizontal). Dado que la sensibilidad del canal de
emision es diferente para luz polarizada en sentido vertical y horizontal, es
necesario realizar una correccion para obtener I, e | a partir de lwu y lw. La
misma consiste en realizar una excitacion horizontal y detecciones en
direccion horizontal (Iun) y vertical (lav), para obtener finalmente el factor de
correccion (Ecuacion 3.2):

I Iyyl
G =1 _ vwii 3.2]
IHH IyHI)|

Con el factor de correccion determinado la anisotropia se puede

obtener como la ecuacion 3.3:
lyy—Glyy

r = —- [3.3]
Iyy+2GIyH

Figura 3.2. Esquema de medicion de anisotropia de fluorescencia con
polarizadores tomado del trabajo de Vinegoni.
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3.1.4. Emisidnresuelta en eltiempo

Los experimentos de fluorescencia resuelta en el tiempo se realizaron
en un equipo IBH Horiba-Jovin-lvon Time Correlated Single Photon
Counting. La técnica de Time Correlated Single Photon Counting (TCSPC) se
basa en la utilizacion de una fuente de luz pulsada (laser o diodo laser) a
frecuencias en el orden de los MHz y la posterior deteccion de fotones
individuales provenientes de la muestra. El tiempo transcurrido entre el
pulso de luz y el arribo del primer foton al detector es usado a través de
muchas repeticiones del experimento para obtener un histograma de
tiempo de arribo de fotones. En esta técnica es importante lograr que la
probabilidad de detectar dos fotones con un unico pulso sea baja. Como
regla general, se debe obtener una tasa de emision de la muestra que valga
el 1-3% de la frecuencia de excitacion.

Para las mediciones de derivados de BODIPY se utilizé como fuente
de excitacion un diodo laser Horiba Jobin Yvon 405 nm LED, con <100 ps de
ancho de pulso y 1 MHz de frecuencia de repeticion. Si bien la longitud de
onda no se corresponde con el maximo de excitacion, el ancho del pulso del
laser hace que la medida sea mas rapida. El monocromador de excitacion se
fijo en 410 nm. La obtencion del pulso se llevé a cabo utilizando un vidrio
dispersor esmerilado dispuesto a 45° en lugar de la muestra. La emision se
colecté a 540 nm. Las rendijas de ambos monocromadores, que poseen
siete posiciones (1, 2, 4, 6, 8, 16 y 32), se colocaron en posicion 16 para la
medicion del pulso. Al introducir la muestra, se trabajé con ambas rendijas
en 32 (maxima apertura). En estas mediciones se coloco un filtro GG495
(Schott, 2 mm) para evitar la llegada de luz dispersa al detector, asi como un
polarizador ubicado en el angulo magico para evitar efectos de polarizacion.
La adquisicion se realizd hasta llegar a 10.000 cuentas en el maximo,
trabajando en un rango de 50 ns con 8192 canales (6,86 ps/canal).

Después de registrar los pulsos y decaimientos, se realizaron
deconvoluciones mono- y biexponenciales utilizando el programa IBH Data
Station. Adicionalmente, se empleo la libreria lifefit de Python para ajustar
una serie de exponenciales mediante una reconvolucion iterativa con la
funcion de respuesta del instrumento (IRF).

Pagina| 120



3.1.5. Medidas de fluorescencia en lector de placas

Para las medidas de fluorescencia en placas, se utilizdé un lector de
placa Pherastar fs, con un modulo optico armado a partir de un filtro de
excitacion de 490 nm, un espejo dicroico que oficia de filtro pasa altos, y un
filtro de emision de 540 nm. El esquema del mddulo se muestra en la figura
3.3.a. La placa utilizada usada fue una placa opaca de 92 wells para
fluorescencia del tipo nunc.

a b

@® O Filtro de excitacion
@ @ Espejo dicroico
@ O Filtro de emision

N

[===21

Figura 3.3. a) representacion del moédulo optico utilizado para medir
intensidad de fluorescencia en lector de placas. b) Placa genérica opaca
para medir fluorescencia.

Se realiza un ajuste de ganancia mapeando la placa y determinando
el pocillo que presenta mayor intensidad de fluorescencia. Una vez ajustada
la ganancia, se realiza una calibracion de la distancia focal. Se realiza una
lectura promedio orbital en la que el equipo toma medidas en distintas
zonas del pocillo y promedia el valor de estas. La senal se lee desde la
superficie.

3.1.6. Deconvoluciones espectrales

Los espectros de fluorescencia de las 3HCs en solventes apolares
muestran dos bandas de emision, asignadas a los estados excitados N*y T*
(Capitulo 1.1.3).2 Debido a la naturaleza solvatocrémica de las 3HCs, estas
bandas varian en posicion y en relacion de intensidades (Ratio N/T).
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Dado que las dos bandas de emision se superponen parcialmente en
algunos compuestos y solventes, se suelen realizar deconvoluciones
espectrales para reconstruir el espectro final como la suma de las bandas
simuladas. Para las 3HCs, estas deconvoluciones se realizan comUnmente
utilizando funciones gaussianas (Gau, ecuacion 3.4) o log-normal (LN,
ecuacion 3.5). Las funciones LN son preferidas para representar los espectros
de emision de fluoroforos ya que los espectros no suelen ser simétricos
debido a las interacciones soluto-solvente.® A partir de la determinacion de
las bandas simuladas, se pueden obtener de manera sistematica y precisa
los parametros de posicion de maximo y area bajo la curva, a diferencia con
la identificacion visual de los maximos aparentes de cada banda.

4 _mw?
fApno)= ——e 202 [3.4]
_@n (X);u)z
A e 20
flx; A n0)= T " [3.5]

En solventes polares proticos, se genera una tercera especie que
produce una tercera banda de emision: una banda anidnica (banda A, figura
3.4). Esta banda corresponde a una forma "desprotonada" donde el grupo
hidroxilo en la posicion 3 es afectado por puentes de hidrogeno con el
entorno, lo que impide la ESIPT. Ignorar la aparicion de esta tercera especie
produce una desviacion de la linealidad observada en solventes aproticos
entre la posicién de Ny las relaciones de area N/T con la polaridad. Caarls y
Celej*> demostraron que, al realizar deconvoluciones espectrales avanzadas
y tener en cuenta esta tercera especie, la linealidad de N y T se mantiene, y
las desviaciones provienen de una incorrecta interpretacion de los
espectros.
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Banda A

Figura 3.4. Esquema completo del ciclo ESIPT para FE en presencia de

solventes proticos.

En esta tesis se realizaron deconvoluciones espectrales con el pagquete
de Python Imfit, utilizando una funcion log-normal (LN) incluida en el
paquete, de tres parametros (Posicion, forma y area, ecuacion 3.5) para
representar con precision las bandas de emision en términos de parametros
espectrales. La banda de emision de T* es ligeramente mas ancha por lo que
se adiciona una tercera funcidn LN a cada espectro para mejorar su
representacion. Esta banda tiene un sentido fisico asociado a la separacion
de un modo vibracional, y es dependiente de la banda T en la distancia que
hay entre ellas. La banda sera llamada banda vibronica (Banda V, figura 3.5)
a lo largo de este texto para mayor comprension. De esta manera la banda
T completa queda representada por la funcion LN T y V. En los solventes
proticos o entornos acuosos se adiciona una cuarta funcién LN asociada a la
especie A.
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Figura 3.5. Resultado de una deconvolucion espectral para 3HCs en

solventes aproticos (izquierda) y proticos (derecha).

Un detalle para tener en cuenta es que si se da total libertad a los
parametros de las bandas estas pueden tomar multiples representaciones
gue no tienen sentido fisico pero que ajustan muy bien al espectro. Es por

esto por lo que se utilizan restricciones a la hora de ajustar los parametros
de las bandas LN:

- Se limita la distancia entre la banda T y la banda vibrénica auxiliar V,
de tal manera que la diferencia sea de entre 800 y 1500 cm™ (caracteristica
de las vibraciones de anillos aromaticos)

- Serealiza un ajuste “asistido” en base a la correlacion experimental que
hay entre los pardmetros tales como posicion del maximo de Ny ratio N/T,
con ETso

- La banda A se ubica a longitudes de onda mayores que la N y la
distancia entre estas dos varia en torno a los 20 nm

3.2. Simulaciones computacionales

3.2.1. Docking Molecular

El docking molecular es una técnica computacional utilizada para
predecir como una molécula, se une a una proteina u otra macromolécula.
Es una herramienta ampliamente utilizada en el campo del descubrimiento
de farmacos. El objetivo de esta simulacién implica predecir la mejor manera
(comunmente denominada pose) en que una molécula pequena (ligando)
se une a una molécula mas grande (receptor), como una proteina. Luego, se
preparan las estructuras de ambas moléculas. La estructura tridimensional
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del ligando se ajusta para asegurar que tenga la geometria y las cargas
correctas, mientras que la estructura del receptor generalmente se obtiene
de datos experimentales como la cristalografia de rayos X.

A continuacion, se generan multiples conformaciones del ligando, lo
gue permite explorar cdmo puede encajar mejor en el sitio de unién del
receptor. Estas conformaciones se colocan en el sitio de union del receptor,
utilizando diferentes algoritmos que buscan las mejores posiciones. Para
cada conformacion y posicion, se calcula la energia de interaccion entre el
ligando y el receptor. Energias bajas indican interacciones favorables,
mientras que energias altas indican interacciones desfavorables.

La mejor conformaciony posicion del ligando se selecciona en funcion
de la energia de interaccion mas baja, lo que constituye la prediccion de
como el ligando se une al receptor. Finalmente, se analizan los resultados
para entender las interacciones clave, como los puentes de hidrégeno e
interacciones hidrofdbicas, y se refinan las predicciones si es necesario
utilizando métodos mas avanzados o datos adicionales.

Los dockings moleculares fueron realizados con el software Protein-
Ligand ANTSystem (PLANTS).® Este software utiliza un algoritmo de
busqueda estocastica que trata al ligando y a la proteina como flexibles.

Para hCAIl se utilizo el PDB 3HS4 que fue cristalizado con el ligando
acetazolamida. El ligando cristalizado es superpuesto con la molécula a
estudiar y luego es eliminado. Se realiza una minimizacion local para relajar
el sistema. Tanto el ligando como la proteina son preparados con el software
chimera en donde se asignhan cargas de Gasteiger. Para la proteina FABP2
se usa el PDB 2miji co-cristalizado con keterolac y se utiliza la misma
metodologia que para hCAIl Las interacciones 2D son analizadas con el
software Discovery Studioy VMD.

3.2.2. Dinamica Molecular

La dinamica molecular (MD) es una técnica computacional que
calcula la trayectoria de los atomos y moléculas a lo largo del tiempo de
simulacion. A diferencia de los métodos computacionales cuanticos, la MD
se basa en la mecanica clasica y el marco temporal de las simulaciones van
desde unos pocos nanosegundos a microsegundos. Las trayectorias surgen
como resultado de integrar las ecuaciones de Newton para cada atomo de
un sistema a estudiar.
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Para seguir la dinamica de un sistema de muchas particulas con
diversos potenciales de interaccion, se calcula la fuerza sobre cada particula
teniendo en cuenta la influencia de sus vecinos en cada instante. Las
trayectorias pueden ser trazadas permitiendo que las particulas se
desplacen bajo una fuerza constante durante un breve intervalo de tiempo,
recalculando luego la nueva fuerza para el proximo intervalo de tiempo
corto, y asi sucesivamente.”

El potencial que experimentan los atomos en un modelo bioldgico se
caracteriza por lo que se denomina un campo de fuerzas. Este campo de
fuerzas incluye la energia potencial resultante del movimiento de los
enlaces, los angulos, las torsiones y las componentes electrostaticas y se
encuentra parametrizado de manera empirica para cada tipo de atomo.

De manera simplificada, el algoritmo de MD se puede resumir en una
secuencia de pasos:

1. Condiciones iniciales: Proporcionar una configuracién inicial del
sistema que consista en las posiciones r; y las velocidades v; de los
atomos en el tiempo t. Calcular la energia potencial U que surge de las
interacciones.

2. Calcular fuerzas: Las fuerzas que actUan sobre cada atomo se
obtienen de U. Este es el paso que consume mas tiempo, ya que las
fuerzas surgen de las interacciones entre atomos y dependen de una
amplia variedad de parametros.

ou
Fi= —7[26]

3. Encontrar nueva configuracion: Las posiciones de los atomos en el
siguiente intervalo de tiempo t+6t se obtienen resolviendo la ecuacion
del movimiento de Newton utilizando métodos numeéricos.

4. Iteracién: Se actualiza la configuracion inicial con la nueva
configuracion y se repite el proceso por tantos pasos como sea
necesario.

Para la MD realizada para el sistema BDP-Amina/hCAIll se hizo un
docking inicial utilizando la sistematica descripta en la seccion 3.2.1. Luego
el sistema es preparado los paquetes. antechamber (preparacion vy
parametrizacion del ligando), pdb4amber (preparacion de la proteina y
tleap (preparacion y parametrizacion del complejo) incluidos en la suite de
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Ambertools 2023. Se utilizo el software OpenMM para realizar la MD. Se
realizaron 5 pasos de minimizacion previos utilizando potenciales armonicos
decrecientes para minimizar el sistema poco a poco. El paso final de
produccion deriva en una trayectoria de 100 ns.

3.2.3. Métodos cuanticos (QM)

Para la realizacién de simulaciones usando métodos QM se utilizd el
enfoque de la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) para el calculo de
propiedades moleculares, y la utilizacion de métodos semi empiricos (GFN-
XTB) para busquedas conformacionales. Para el primer caso las geometrias
son minimizadas con el nivel de teoria segun cada caso y luego se realiza un
calculo de frecuencias para corroborar que la estructura minimizada es el
maximo global. De este par de simulaciones surgen los orbitales
moleculares de frontera, junto con las propiedades electromagnéticas de las
moléculas.

Las simulaciones computacionales DFT correspondientes al capitulo 2
se realizaron con el software ORCA utilizando el par de bases/funcional
B3LYP/6-311++G(d,p).

Las simulaciones computacionales del capitulo 4 para la molécula
BDP-Amino se realizaron utilizando el software xtb y la utilidad CREST. Xtb
emplea métodos de quimica cuantica semiempiricos, mientras que CREST
es una herramienta de muestreo de conformeros basada en el método GFN-
XTB. El modelo de BDP-Amina se cred en el software Avogadro, donde se
llevd a cabo una minimizacion estructural inicial. La estructura resultante
fue luego minimizada con xtb a nivel GFN-XTB y utilizada como punto de
partida para la busqueda de conformeros con CREST.

Las simulaciones computacionales correspondientes al capitulo 5 se
realizaron con los recursos computacionales de la Dra Verdnica Sanchez de
(INQUIMAE-CONICET) utilizando el software Gaussian 09. Todas las geometrias
se optimizaron mediante DFT para el estado fundamental y TD-DFT para el
estado excitado, ambos en fase gaseosa. Se probaron tres niveles de teoria
usando como referencia la molécula FE: CAM-B3LYP/TZVP, B3LYP/6-31+g y
PBEOQ/TZVP. Este Ultimo proporciona una mejor aproximacion respecto a los
resultados experimentales, y es ampliamente usado en bibliografia para el
calculo de 3HC. Después de la optimizacion de la geometria, se realizaron
calculos de frecuencias para verificar la ausencia de frecuencias imaginarias,
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confirmando que se alcanzé un minimo global. Las fuerzas del oscilador se
calcularon a partir de la geometria optimizada del estado fundamental
utilizando el método de “Linear Response”(LR). Se utilizé el programa
Multiwfn para calcular el Gradiente de Densidad Reducida (RDG). El
software VMD se empled para representar graficamente orbitales y
moléculas.

3.3. Obtencion de proteinas

La proteina hCAIl fue expresada a partir de un plasmido pET51b_HCAII
gue contiene el gen codificante para esta. El plasmido incluye una secuencia
gue codifica una cola de histidinas (His-Tag) al final del gen proteico, lo que
facilita la posterior purificacion de la proteina. También incluye el promotor
T7, que permite controlar la expresion del gen, y un gen que aporta
resistencia al antibidtico ampicilina. Los pasos para obtener la proteina
fueron:

Transformacion y selecciéon de bacterias: Las células competentes de
Escherichia coli BL21 (DE3) se transforman con el plasmido. Las bacterias
transformadas se cultivan en un medio de cultivo Luria-Bertani (LB) que
contiene ampicilina para seleccionar solo aquellas células que han
incorporado el plasmido.

Induccion de la expresion: Una colonia de bacterias transformadas se
inocula en un Erlenmeyer con medio de cultivo LBy se incuba hasta alcanzar
una densidad Optica (absorbancia a 600 nm) de 0,5 medida por
espectroscopia de absorcion. La expresion de hCAIl se induce ahadiendo el
agente inductor IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido), al medio de
cultivo. Este activa el promotor T7 y la maquinaria transcripcional comienza
a producir grandes cantidades de hCAlIl.

Cosecha de células y lisis: Luego del periodo de induccién (toda la noche),
las células se cosechan por centrifugacion y se resuspenden en buffer de
lisis. (Tris, 80 mM, NaCl 300 mM, Tween 0,01%, imidazol 15 mM, PMSF 1T mM
pH=8,8). Las células resuspendidas se lisian mediante sonicacion para liberar
el contenido intracelular, incluyendo la proteina hCAlII.

Purificacion de la proteina: La proteina hCAIll, que contiene la cola de
histidinas, se purifica mediante cromatografia de afinidad con His-Tag. El
lisado celular se pasa a una columna de agarosa de 1 mL de volumen muerto
unida a niquel (HisTrap HP, Amersham Biosciences), donde las histidinas de
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la proteina se unen fuertemente al metal. Las impurezas se eliminan
mediante lavados con un buffer de baja concentracion de imidazol (Tris, 20
mM, NaCl 300 mM, imidazol 15 mM, pH=8). Finalmente, la proteina hCAIl se
eluye de la columna con un buffer de alta concentracién de imidazol (Tris,
20 mM, NaCl 300 mM, imidazol 200 mM, pH=8)), que compite con la His-Tag
por los sitios de union al niquel. Finalmente se realiza un filtrado en
centrifuga usando un filtro Amicon® de 5 mL con una membrana de 10 Kda
de poro. La solucion filtrada se resuspende en buffer HEPES (50 mM, pH =
7,2).
Verificacion de pureza: La pureza de la proteina hCAIll purificada se verifica
llevando a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
utilizando un marcador de peso molecular.

La proteina HSA es adquirida comercialmente (A1887, Sigma-Aldrich)
y la proteina FABP-2 es provista por el Dr. Lisandro Falomir Lockhart
(INIBIOLP-CONICET)
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Capitulo 4

Determinaciones en

sistemas proteicos
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4.1. Introduccion

La magnitud que determina la fuerza de la unién entre una molécula
pequena con una proteina (Reaccion A) es la variacion de energia libre tras
la union (Ecuacion 4.1).

Ka P = Proteina

P + = PL L = Ligando
PL = Complejo Ligando-Proteina  poa.cion A
AGO= -RTInK [4.1]

La técnica mas directa para obtener los valores de AG es la calorimetria
de titulacion isotérmica (ITC) que mide el calor liberado en la reacciéon A. De
manera indirecta, la constante de afinidad (Ka) que es proporcional a la
energia libre de Gibbs, se puede determinar mediante técnicas como la
resonancia magnética nuclear, el uso de ligandos radioactivos y métodos
espectroscopicos como absorcion y emision.™ En todos los casos, se realiza
una titulacion y, a partir del ajuste de la respuesta de la senal con modelos
de union ligando proteina se obtiene el valor de Ka. En particular, las técnicas
de fluorescencia permiten desarrollar ensayos simples, utilizando
concentraciones de sondas en el rango de 0,1-1 uM y obteniendo resultados
rapidamente.

El objetivo principal de esta tesis es encontrar una metodologia que
permita determinar si una molécula es un ligando de una proteina, es decir,
si se une al sitio de unidén o no. Para esto se sintetizaron distintas sondas
fluorescentes (capitulo 2) especificas a los sistemas proteicos propuestos
(hCAIl, FABP). Segun la hipdtesis inicial, al producirse la union de la sonda
con la proteina con una constante de afinidad Kj, habra un cambio de senal
de fluorescencia debido a la naturaleza de los fluoréforos elegidos que son
sensibles al entorno. Luego cuando se introduce un ligando especifico de la
proteina estudiada, y si la K; es al menos del mismo orden que la de la sonda,
se espera un nuevo cambio en la sefal por desplazamiento total o parcial
del sensor.

Para que el ensayo sea efectivo, la sonda tiene que mostrar una
constante de afinidad intermedia. Si la unién es débil, cualquier molécula
gue interaccione débilmente con el bolsillo hidrofébico de la proteina podria
desplazar la sonda, y se obtendrian una multitud de falsos positivos. Por el

Pagina |133



contrario, si la afinidad es muy elevada, no se detectarian muchos ligandos
con menor capacidad de union, pero que aun se unen los suficientemente
fuerte. Por ello, la constante de afinidad (o su inversa, la constante de
disociacion) es una magnitud importante a considerar. Por un lado,
proporciona informacion sobre la utilidad de la sonda para el ensayo, y por
el otro, si el valor obtenido se encuentra en el rango de lo reportado, indica
gue la metodologia es precisa y robusta.

En este capitulo se presentan los resultados de un ensayo de union de
la sonda con la proteina, que permite determinar la constante de afinidad
de la molécula por el sistema. Este dato es relevante porque establece un
valor umbral de referencia: cualquier molécula que desplace a la sonda
tendra una constante de afinidad similar o mayor. Ademas, se desarrolla un
ensayo de desplazamiento de la sonda por un ligando especifico de la
proteina blanco. Este ensayo permite determinar, a partir de medidas de
fluorescencia y la constante de afinidad de |la sonda previamente calculada,
la constante de afinidad de la molécula estudiada.

4.1.1. Determinacion de constantes de afinidad de las

sondas

De manera general la union entre una molécula y una proteina puede
caracterizarse como:

Kinn [PrmLnl
mP+nL == P,L Kmn = —— "
men ™ P

En donde Py L son la proteina y el ligando, respectivamente, y Kmnn €s
la constante de equilibrio para la reaccion de unién ligando-proteina. La
problematica basica a la hora de determinar la constante de equilibrio es
gue las concentraciones implicadas en la expresion son las concentraciones
libres, las cuales a priori se desconocen. Se considerarda un sistema de
estequiometria 1a 1 para llevar a cabo el desarrollo matematico y encontrar
una expresion util para calcular la constante de equilibrio. Para este sistema
la reaccion de formacion del complejo PL es:
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Y su constante de equilibrio queda expresada como:

_[prL]
K,= TPIL] [4.2]

El objetivo es encontrar una expresion que permita encontrar los
valores de K, en funcion de la sefal de fluorescencia F que puede expresarse
en términos de las concentraciones de cada especie y sus coeficientes de
fluorescencia:

F= fplPl+ filL] + fu[PL] [4.3]

Los términos f, corresponden a los coeficientes de fluorescencia para
cada especie (analogos al coeficiente de extincion molar). La ecuacion 4.3 se
puede simplificar si hay especies que no presentan una emision de
fluorescencia significativa. Este caso suele ser el de la proteina si la emision
de la sonda se da a longitudes de onda mayores a 400 nm, por lo que se
puede reducir la expresion a:

F = f[L] + fu[PL] [4.4]

Dado que las concentraciones libres no son conocidas, pero si lo son
las concentraciones totales [Ploy [L]o se puede plantear un balance de masa
como:

[Plo= [P] + [PL] [4.5]
[L]o= [L] + [PL] [4.6]

Despejando [P] y [L] en las ecuaciones 45y 4.6 y reemplazamos en la
expresion de la constante de equilibrio 4.2, aplicando producto de binomios
en el denominador obtenemos la ecuacion 4.7:

[PL] _ [PL]
([Plo=[PLD([LIo—[PL])  [PL]*=([Po]+[LoDIPL]+([Po][Lo])

K,= [4.7]

La expresion anterior es una ecuacion cuadratica, y sila reorganizamos
obtenemos:

[PL12 = [PLI([Po] + [Lo] + =) + ([Pol[Lo]) = 0 451

Si consideramos la raiz real de la ecuacion 4.8 se obtiene a la ecuacidn 4.9;
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[PL] =

N |-

{([P]o+[L]o + )= (Lo + o +2) - 4[P]O[L]o}

a

[4.9]

El segundo término de la ecuacion 4.4 queda determinado ya que
ahora tenemos una expresion para [PL] en funcion de magnitudes

conocidas y solo una incégnita a calcular, que es Kai. Resta evaluar el primer

término, que es la concentracion libre de L. Por ello, se puede reemplazar [L]
despejando de la ecuacion 4.6 del balance de masas:

F = fi([L]o = [PLD + fu[PL] = filLlo + [PLI(fi—f1) [4.10]

El primer término de la ecuacidén anterior f/[L]o no es mas que el
background introducido por el ligando, es decir su emision basal en las
condiciones medidas. Este valor se muestra como F, en las siguientes
ecuaciones. Ahora la concentracion libre del complejo queda en funcion de
la fluorescencia como:

F-F,
PL] = —— 4.11
[PL] UFpi=11) : |
Y si reemplazamos [PL] por la ecuacion 4.9 y reorganizamos obtenemos la

ecuacion 4.12;

N |-

{([P]o+[L]o + )= (Lo + o +2) - 4[P]O[L]o})

[4.12]

AF == FAPL <

En donde AF = F-Foy Fap. €S fp-fi
Con esta expresion, las variables desconocidas son Ki, que es lo que

gueremos determinar y también F4p.. Para obtener las variables incognitas
se hace una titulacion (Figura 4.1) en la que la concentracion de ligando [L]o
se mantiene fijo y se varia la concentracién total de proteina [P]o. El motivo
por el cual la concentracion de ligando se mantiene constante en este caso
deriva de asegurar que los cambios en la emision sean debido a la presencia
de la proteina, y que no existan efectos relacionados al cambio de
concentracion del fluordforo, como puede ser la formacion de eximeros o
agregados moleculares. A partir de una regresion no lineal de los datos con
el modelo presentado en la ecuacion 412 se determinan las variables

incognitas, obteniéndose asi la Ka. A fines practicos se reemplaza K, por Kp

Pagina |136



(Ko = 1/Ka) ya que las unidades de la constante de disociacién son
concentraciones, lo que hace que las comparaciones sean mas directas e
intuitivas.

El modelo que surge de la ecuacion 4.12 es llamado modelo 1. Ademas,
se explorara un modelo mas simplificado, que se llamarda modelo 2, que
proviene de la expresion 4.13:

B P,
F = ﬁ [4.13]

Esta ecuacion es la utilizada por el software comercial GraphPad para
el modelo de unidén a un sitio. Si bien la estequiometria esperada para todos
los sistemas planteados en esta tesis es 1.1, se usara adicionalmente el
modelo de unién a dos sitios del software comercial antes mencionado, para
realizar una comprobacion rapida de dicha estequiometria.

Ajuste de isoterma a modelo de unién de un sitio

x 1.0 _.. E;t:tseexperimentales . . -.
m ‘—””—-
= 038 e
7
Lt o’ ¢
O 0.6 /‘/
! 0.4 '.:
L s
0.21 ¢
0.0{ ¢
0.10
0.05 = " = Residuales
0.00{ = S
-0.05 .d'. .
-0.10
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75
[Proteina]

Figura 4.1. Ejemplo de ajuste de una isoterma de titulacion con un
modelo de union a un sitio

4.1.2. Determinacion de constantes de afinidad de

ligandos competitivos

Una vez formado el complejo ligando proteina, se introducen al
sistema ligandos competitivos que desplazan al ligando fluorescentes:
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PL + | =—— Pl + L

La constante de unidn del ligando competitivo K, también puede
obtenerse realizando titulaciones de fluorescencia. El modelo es mas
complejo dado que la concentracion del complejo PL que es la que tiene
correlacion de fluorescencia depende tanto de Kp como de K, y de la
concentracion del ligando competitivo I. Esto hace que en lugar de obtener
una ecuacion cuadratica como la ecuacion 4.8 se obtenga una ecuacion
CUbica (Ecuacion 4.14). Para este tipo de problemas se suele plantear una
solucion numeérica utilizando el método iterativo de Newton.

A[PL]® + B[PL)* + C/PL]+ D =0 [4.14]

Por otro lado, Blay y colaboradores* reportan una solucién analitica
aproximada, que acelera el proceso de calculo, que corresponde a una
implementacion mas simple y puede aplicarse a una titulacion de
fluorescencia en la que se varia la concentracion del ligando competitivo.

A=Kp +K; +[L]o + [I]o — [Po [4.15]
b=Kp([Ilo — [Plo) + K;([1]o — [Plo) + KpK; [4.16]
g= — KpK;[P]o [4.17]

—2a3+9ab—27g> [4.18]

t = arccos
2./(a®-3b)3

[P] = 2/(@@=3b) cos () - £ [4.19]

_ [PLiL
[PL] = & im [4.20]
F = B+ fy.[PL] [4.21]

Mediante ajuste no lineal se determina la constante del ligando
competitivo K. Es importante destacar que primero se debe determinar la
constante de disociacion de la sonda (Kp), puesto que es un parametro fijo

Pagina 138



utilizado en el modelo de desplazamiento, donde la concentracion del
complejo sonda-proteina ahora depende tanto de Kp como de K,

4.1.3. Diseno de experimentos

Para llevar a cabo los ensayos y titulaciones de fluorescencia, es
fundamental considerar que las concentraciones de sonda fluorescente, y
de la proteina deben definirse con precision. El rango de concentraciones de
la sonda se determina por la técnica de deteccidn utilizada. En particular, la
emision de fluorescencia permite trabajar en rangos de entre 0,1 uMy T mM
dependiendo del rendimiento cuantico de los fluordforos.®> Los BODIPYs
utilizados en esta tesis muestran rendimientos cuanticos elevados en la
mayoria de los entornos (0,6 - 0,9) a excepcidon de en agua y nos permite
explorar rangos de concentraciones del orden de los 0.1 uM. Mientras que,
las cromonas si bien muestran una marcada emision de fluorescencia en
entornos no polares, requieren una concentracion mas elevada que los
BODIPYs puesto que su rendimiento cuantico es considerablemente
menor. ©

La constante de disociacion esperada determina qué concentracion
debe elegirse para la proteina. Wilcox” realizando simulaciones determino
los rangos de concentracion de titulante relevantes para obtener resultados
de titulacion mas confiables. Las reglas generales que se obtienen son:

e SiKp > [Sonda)o (por lo tanto, Ka bastante bajo) en al menos un orden
de magnitud seria aconsejable recopilar varios puntos de datos en el
rango de 1-20 equivalentes de proteina anadidos.

e Si Kp < [Sonda]o es esencial obtener tantos puntos como sea posible
entre O-1 equivalentes de proteina anadidos.

e Si Kp = [Sonda]o, se obtiene una buena determinacion en cualquier
lugar dentro del rango de 0 a 10 equivalentes de proteina anadidos

Una relacion general a la que llega Hirose® es:

1
E. KD S [P]total S 10KD [422]

De esta manera como el rango de concentraciones de la sonda es fijo,
a la hora de disenar los experimentos la Unica variable que se puede ajustar
libremente para obtener los mejores resultados posibles es la concentracion

de la proteina.
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4.1.4. Tipo de determinaciones

En la siguiente seccion se describiran los procedimientos
experimentales de las determinaciones llevadas a cabo. Para la titulacion de
fluorescencia se adoptaron dos enfoques (secuencial e independiente)
mientras que en el ensayo de desplazamiento con ligandos especificos uno
(secuencial).

4.1.4.1. Determinacion de unién simple

Se denomina determinacion de uniéon simple a un ensayo que consta
de una medida Unica en la que se incuba la sonda con la proteina, en buffer
y se toma o bien un espectro de fluorescencia o se hace una lectura rapida
de la intensidad de fluorescencia en el maximo de emision utilizando un
lector de placas. Estas medidas son cualitativas y forman parte de un primer
acercamiento al estudio de como se comporta el sistema. Un cambio en la
sefal a partir de este ensayo no es garantia de unién entre la sonda y la
proteina, pero es un indicio de que algo esta ocurriendo. Por el contrario, si
Nno hay cambios en la sefal, se puede descartar la existencia de la unién entre
los pares.

4.1.4.2. Titulaciones de union

La titulacion de fluorescencia con su posterior ajuste a un modelo de
union es una determinacion cuantitativa en la que se mide la emision de
fluorescencia del fluoroforo a una concentracion fija, en relacion con el
aumento de concentracion de proteina. Para una dinamica de union
ligando-proteina se espera una grafica del tipo asintdtica, en la que se llega
a una meseta (Figura 4.1). Luego se ajustan los datos utilizando los modelos
desarrollados en la seccion 4.1.1. Si los datos se ajustan correctamente al
modelo, se puede confirmar que existe una unidn entre las dos partes, y se
puede determinar su constante de afinidad y su estequiometria. En el caso
contrario, se deben explorar modelos alternativos mas complejos, que
incluyan otras estequiometrias, u otros fendmenos como el cooperativismo.

En esta tesis se llevan a cabo dos tipos de titulaciones: secuenciales e
independientes (Figura 4.2). La titulacion secuencial involucra dos
soluciones: una solucion a titular, que se encuentra en la cubeta de
fluorescencia usada para la medicion, y que consta en la sonda fluorescente
en buffer a una concentracion fija; y la solucion titulante, que esta
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compuesta por la proteina blanco en buffer, junto con la sonda a la misma
concentracion que en la cubeta de medida. La concentracion de la sonda se
mantiene constante para que cualquier cambio en la intensidad de
fluorescencia se deba Unicamente a la interaccion del ligando fluorescente
con la proteina. En algunos casos, se adiciona una cantidad controlada de
DMSO para favorecer la solubilidad. Luego de cada agregado de solucion
titulante, se incuba durante cinco a diez minutos, segun corresponda.

El segundo tipo de titulacion consiste en realizar determinaciones
independientes, en las que se prepara una solucion para cada medida,
manteniendo constante la concentracion de la sonda fluorescente y el
porcentaje de DMSO, y variando las concentraciones de la proteina. Cada
solucion se incuba durante cinco a diez minutos, segun corresponda. Este
enfoque permite realizar varias medidas para un solo punto, lo que es util
para mitigar errores experimentales. Sin embargo, presenta la desventaja de
gue el consumo de proteina, que es el recurso habitualmente escaso, es
mayor.

a
Sonda + Buffer Agregados secuenciales de proteina
+= = - -
1 g 1 [
{ ‘ I
............ N E;;;’ E
3 H H i
Blanco Medidal Medida2 Medidan

Soluciones independientes de Buffer, sonda y proteina
Blanco  Solucién1  Solucién2  Solucién n

11717

Blanco Medidal Medida2 Medidan

Figura 4.2. Representacion de las titulaciones a) Secuenciales, b)
Independientes

El esquema de titulaciones con determinaciones independientes se
realiza tanto en el espectrofluorémetro como en un lector de placas. En este
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ultimo se obtienen un valor de intensidad a una longitud de onda fija dado
qgue el equipo no dispone de la funcidn para medir espectros completos.
Esta modalidad permite realizar titulaciones mas rapidas y replicadas.

4.1.4.3. Titulacion de desplazamiento

El ensayo de desplazamiento se realiza como una titulacion secuencial
en la que la soluciéon a titular se encuentra conformada por una una
concentracion fija de sonda, junto con la proteina a estudiar. Por otro lado,
la solucion titulante contiene a la sonda fluorescente y a la proteina en la
misma concentracion que la soluciéon a titular y ademas se adiciona el
ligando competitivo. Este experimento se realiza con el fin de estudiar que
ocurre con la sefnal cuando la sonda es desplazada y asi obtener una
constante de afinidad del ligando y comparar con los valores reportados en
bibliografia. Para realizar el ajuste se usa un modelo de desplazamiento que
es la resolucion analitica de la ecuacion de union competitiva, descripta en
la seccion 4.1.2.

4.2. Resultados

En las siguientes secciones se discutiran los resultados obtenidos a
partir de los ensayos previamente mencionados. En primer lugar, se utilizara
la proteina Sero albumina humana, que se caracteriza por su capacidad para
unir moléculas pequenas en general. Existen reportes en literatura en los
gue se emplean fluoréforos similares a los desarrollados en este trabajo
(como I-BDP y H-BDP). Esta disponibilidad de informacion facilita la puesta
a punto de las determinaciones y se utilizara para validar la metodologia
empleada. Luego, con los ensayos optimizados y validados, se evaluaran las
sondas especificas disenadas para detectar las proteinas hCAIl y FABP. En
aquellos casos donde se determine unidon entre sonda-proteina, se realizan
las determinaciones de desplazamiento.

4.2.1. Sistema Albumina de suero Humano

La Albumina sérica humana o Albumina de suero humano (HSA, por
sus siglas en inglés, Human Serum albumin) es una proteina ampliamente
estudiada debido a su papel crucial como transportador de compuestos
exdgenos, enddégenos y acidos grasos en el torrente sanguineo. Su
flexibilidad estructural y la presencia de tres dominios similares, [lamados
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dominio I, Il 'y lll, permiten esta funcion. Cada dominio se subdivide en dos
subdominios: IA, IB, lIA, 1B, llIIAy lIIB (Figura 4.3.a). Se han identificado varios
sitios de unidn en la HSA, siendo los mas importantes los ubicados en los
subdominios IlIA y IlIA, conocidos como sitios 1Ty 2, donde se unen la
warfarina e ibuprofeno, respectivamente (Figura 4.3.b). Como el modo de
uniony las constantes de afinidad de estas moléculas se conocen en detalle,
se suelen utilizar como marcadores de sitio.®

a
Dominio 3
Dominio 1
1I1B
Sitio 2 (Ib f ) { =
itio uprofeno 4 -
NIEO
(g
IIA
B Sitio 1 (Warfarina)
Dominio 2
b

OH O (0]
e .
0" ~0
Warfarina Ibuprofeno

Figura 4.3 a) Estructura de la proteina HSA con sus respectivos sitios
de union. b) Estructura de los ligandos warfarina e ibuprofeno. Adaptado
de Golianovad et.al.”®

Es debido a su capacidad para unir diversas moléculas que se utiliza la
HSA como el primer sistema en el cual se estudiara el comportamiento de
fluorescencia de la sonda BDP-morfolina, asi como los fluoréforos I-BDP (2)
y H-BDP (8)." Ademas, se llevaran a cabo ensayos de desplazamiento con los
ligandos warfarina e ibuprofeno. Ambos se unen a diferentes sitios de union
de la proteina y se emplean para caracterizar a qué sitio se une cada
fluoroforo estudiado.
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4.2.1.1. Determinaciones con |-BDP

Determinaciones simples en distintos medios

El fluordforo I-BDP (2) es tomado como modelo y se realizan una serie
de medidas cualitativas para conocer el comportamiento de fluorescencia
de los derivados BODIPY meso sustituidos en diferentes entornos. Primero,
se toman tres medidas independientes en buffer Tris (50 mM, pH =7,2),
DMSO y luego en una solucion 12 uM de la proteina HSA. En todos los casos,
la concentracion de la sonda es 0,1 uM.

Cuando el fluoréforo se encuentra en DMSO, la respuesta de
fluorescencia es 17 veces mayor que en buffer (Figura 4.4.a). Aunque el
BODIPY utilizado no muestra una alta sensibilidad a la polaridad ni a la
viscosidad cuando estas son bajas (ver capitulo 1.2.4), la hidrofobicidad
presente en este tipo de moléculas se traduce en una intensidad de
fluorescencia disminuida debido a la formacion de agregados que reduce la
concentracion del fluoréforo en soluciéon acuosa.”? Este tipo de respuesta es
frecuente en fluroforos organicos hidrofébicos o que son poco solubles en
soluciones acuosas.*

En presencia de la proteina, la intensidad de fluorescencia aumenta
tres veces respecto a la intensidad en buffer, y el maximo se desplaza 3 nm
hacia el rojo (Figura 4.4.b, verde). Este aumento en la intensidad de
fluorescencia se debe a una combinacion de la “desagregacion” del
fluoroforo para formar el complejo ligando-proteina® y el cambio en el
entorno del fluordforo. Sin embargo, no se alcanzan los niveles de emision
observados en DMSO, porque la concentracion de equilibrio del complejo
ligando-proteina es menor que la concentracion de ligando total. Este
resultado confirma que la determinacion cualitativa se realizd
correctamente y que el I-BDP se une a la proteina, como se reporta en
bibliografia.
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Figura 4.4 a) Intensidad de fluorescencia de I-BDP (0,1 uM) en DMSO, HSA
(12 uM) y Buffer Tris (50 mM, pH = 7,2) a Aem= 490 nm, b) Espectros de
emision de I-BDP (0,1 uM) en HSA (12 uM) y Buffer Tris (50 mM, pH = 7,2).

Como la intensidad de fluorescencia depende directamente de la
concentracion, se miden los tiempos de vida estacionarios del I-BDP en los
tres entornos diferentes. Los resultados se presentan en la figura 4.5. En
todos los casos, se observan dos componentes: una de tiempos de vida
cortos, alrededor de 0,2 ns, y otra mas larga, que varia entre 4,37 ns en DMSO
a 5,34 ns en HSA.

La componente corta del tiempo de vida de fluorescencia resulta
comparable en los tres entornos y no esta asociada con agregados del
fluoréforo, sino con inhomogeneidades en la solucién.'® Mientras que la
componente larga varia en valor y peso segun el entorno. Al anadir HSA, el
valor de esta componente larga aumenta levemente y su peso se duplica en
comparacion con el fluoréforo en solucidon acuosa. Este resultado indica que
la formacion del complejo ligando-proteina incrementa la contribucion de
la especie emisora. No obstante, los tiempos de vida de la componente larga
varian poco, lo que evidencia que la especie emisora es similar tanto en el
complejo ligando-proteina como en la solucién acuosa. Esto sugiere que los
cambios en la emision de fluorescencia se deben mas a la desagregacion
del fluoréforo que a modificaciones en su entorno.

Por otro lado, los tiempos de vida de la componente larga en DMSO
son 1 ns mas cortos que en solucion acuosa. Aunque el rotor utilizado no
presenta una marcada dependencia con la viscosidad del entorno, a
densidades bajas las interacciones soluto-soluto y soluto-solvente empiezan
a influir en el comportamiento de estos fluordforos (ver capitulo 1.2.4). Este
experimento, al ser independiente de la concentracion, confirma de manera
mas precisa que el I-BDP en solucion acuosa presenta un rendimiento
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cuantico reducido debido a la concentracion. A pesar de que los tiempos de
vida en solucion acuosa son mayores (y proporcionalmente relacionados
con el rendimiento cuantico), el DMSO muestra una intensidad de
fluorescencia 17 veces mayor con la misma concentracion de fluordforo.

T (ns) Pesos
0,19 86%
Buffer
) 516 14%
3 0,26 72%
HSA
534 28%
. . DMSO 024 41%
Tiempo (ns) 4137 59%

Figura 4.5. Curvas de decaimiento de tiempos de vida de I-BDP en DMSQO,
HSA (10 uM) y buffer Tris (50 mM, pH = 7,2), b) Tabla con valores los valores
de tiempo de vida y la contribucion de cada componente a la curva de
decaimiento (pesos).

Titulacion de fluorescencia en HSA

Se realiza una titulacion de fluorescencia secuencial por duplicado
para determinar la estequiometria de union, la constante de disociacion y
asi comparar con los datos bibliograficos para validar la metodologia
adoptada. En una cubeta se introduce una solucion base compuesta por I-
BDP O,1 uM en buffer Tris (50 mM, pH = 7,2) y se adicionan cantidades
crecientes de la solucion titulante conformada por la solucion base junto con
HSA 70 uM. El porcentaje final de DMSO es de 5% y se incuba 5 minutos entre
cada medida. Es importante destacar que se realizaron varias
determinaciones, puesto que el ensayo es considerablemente
irreproducible y muestra una marcada variabilidad entre titulaciones, asi
como una considerable tasa de fallo por problemas experimentales como
formacion de burbujas, problemas de pipeteo, etc. La Kp para este tipo de
moléculas en HSA (o su analoga bobina, BSA) se encuentra en el orden de
los 1-10 uM." De esta manera como punto de partida se puede asumir que la
Ko es mayor a la concentracion de la sonda y por ende se deben muestrear
concentraciones que representen al menos 20 equivalentes de la proteina
(Ver seccion 4.1.3).
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Figura 4.6 Titulacion de [-BDP (0,1 uM) con HSA a) Espectros de
fluorescencia de la titulacion. b) Isoterma de titulacion
(Ko = 4,09 uM y R? = 0,99).

Los espectros de fluorescencia obtenidos de los sucesivos agregados
de titulante (Figura 4.6.a) muestra un aumento en la sefal de un 600%. La
isoterma de titulacion (Figura 4.6.b) es ajustada con los distintos modelos de
union ligando-proteina descriptos en la seccion 4.1.4.2 (modelo 1, modelo 2y
modelo comercial para un sitio y modelo comercial para dos sitios).

La tabla 4.1 presenta los resultados de los distintos ajustes realizados.
Aunqgue el modelo comercial para dos sitios muestra un valor adecuado de
R? (0,987), el grado de incerteza en la determinacion de las Kp tiende a
infinito, por lo que este modelo se descartay se asume una la estequiometria
1a 1. Al comparar entre los tres modelos de unidn a un sitio, se obtienen
valores similares de Kp y R? superiores a 0,95. La falta de informacion sobre
las ecuaciones subyacentes y las aproximaciones potenciales empleadas en
el proceso de ajuste hace que el modelo comercial se descarte. Esto, junto
con la ausencia de mejoras significativas en comparacion con los modelos
propios, hace que esta opcion no sea la adecuada.

Tabla 4.1. Estudio de agjustes de isotermas mediante distintos modelos

Ko (1) uM Ko (2) uM R? AIC
Un sitio (modelo 1) 4,89 +/- 2,43 - 0,990 -97,99
Un sitio (modelo 2) 4,09 +/- 0,34 - 0,987 -99 64
Un sitio (comercial) 4,094 +/-0,85 - 0,987 -95,46
Dos sitios (comercial) 0,53 +/- INF 5,26 +/- INF 0,996 -104,9

Ko (1) = primer constate de disociacion

Ko (2) = segunda constante de disociaciéon para el modelo de dos sitios

AIC = criterio de Informacién de Akaike
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En cuanto a los modelos propios (ver seccion 411, modelo 1 y
modelo 2), ambos muestran valores de R?similares entre si. Por lo tanto, se
utiliza un criterio adicional, el Criterio de Informaciéon de Akaike (AIC, por sus
siglas en inglés, Akaike Information Criterion). Este criterio busca identificar
el modelo que mejor explica los datos con el menor numero de parametros,
penalizando tanto la complejidad del modelo (numero de parametros)
como la falta de ajuste (verosimilitud). Un modelo con un AIC mas bajo se
considera mas adecuado. El modelo 2 da un AIC menor y los intervalos de
confianza mucho mas acotados, indicando que es mas efectivo en relacion
con las variables utilizadas. Esto es coherente, ya que es una version
simplificada del modelo 1, con menos variables. Por |lo tanto, se optara por el
modelo 2 para el resto de las isotermas en este trabajo.

La Kp para I-BDP en relacion con HSA es de 4,09 uM para una réplica,
y 3,23 UM para el duplicado, valores comparables a los reportados en
bibliografia (3 uM).

Se repite la titulacion, pero midiendo anisotropia de fluorescencia en
lugar de intensidad. La anisotropia de fluorescencia es independiente de la
concentracion (ver capitulo 3.1.3), por lo que las Kp obtenidas utilizando esta
propiedad de fluorescencia sirven como referencia para ver cuan exacto es
el método de intensidad, puesto que la anisotropia no se ve afectada por los
fendmenos de agregacion.

La titulacion se realiza utilizando el mismo protocolo secuencial previo
y se toman espectros variando los polarizadores en el camino de emision y
excitacion. Luego, se calcula un valor de anisotropia para cada punto de la
titulacion. A partir de estos valores se obtiene la isoterma mostrada en la
figura 4.7. Los datos no ajustan con el modelo de dos sitios, pero si al modelo
de un sitio, obteniéndose una Kp = 3,3 uM. Comparando este valor respecto
al obtenido utilizando intensidad de fluorescencia (3,66 uM en promedio) se
puede concluir que el ensayo de fluorescencia es robusto, incluso con los
problemas de variabilidad entre medidas, y la agregacion del fluoréforo en
solucion acuosa.
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Figura 4.7 Isoterma de titulacion obtenida por anisotropia de
fluorescencia para el sistema I-BDP-HSA. Los valores obtenidos fueron
Ko =339 +/- 0,7y R? = 0,962.

Ensayo de desplazamiento
Confirmada la union del fluoroforo a la proteina, se realiza un ensayo

de desplazamiento que consta en anadir a una solucidén que contiene HSA 'y

I-BDP un ligando especifico de cada sitio (warfarina e ibuprofeno).
En primer lugar, se realiza una determinacion cualitativa de medida

unica para estudiar si hay cambios o no en la intensidad de fluorescencia
(Figura 4.8.a). Se observa que en presencia de warfarina la intensidad
decrece un 40 %, mientras que, con ibuprofeno, el cambio es poco
significativo respecto a la variabilidad experimental (<10%). De esta manera
se determina que el I-BDP es desplazado por la warfarina, y en consecuencia
su intensidad de fluorescencia decrece. Este es un resultado prometedor
para confirmar la hipdtesis de la dinamica de los cambios de intensidad de
fluorescencia, en relacion con si el fluordforo esta unido a la proteina, o ha

sido desplazado.
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Figura 4.8 Sistema |-BDP-HSA. a) Ensayo cualitativo de desplazamiento,
b) Espectros de emision para el ensayo de desplazamiento con warfarinag,
c) Isoterma de titulacion. Valores obtenidos: Kp = 6,1 uM R? = 0,97.

Se realiza unatitulacion de desplazamiento que consiste en titular una
solucion con contiene 10 uM de HSA y 0,15 uM del I-BDP, mientras que la
solucion titulante se encuentra compuesta por la misma concentracion de
HSA y fluoroforo, y ademas contiene warfarina 3,24 mM. Se incuba durante
5 minutos entre cada medida y el porcentaje final de DMSO es 5%. Los
4.8.b)
decrecimiento en la emision que tiende a estabilizarse a medida que

espectros de fluorescencia (Figura muestran un marcado
aumenta la concentracion de la warfarina. Al realizar el ajuste con el modelo
analitico de desplazamiento (Seccion 4.1.4.3), se observa una Kp = 6,15 uM
para la warfarina. Los valores reportados en bibliografia para este compuesto
oscilan entre 5y 6 uM,'”"° por lo que la metodologia adoptada arroja valores

precisos de Kp considerando las limitaciones del método.

4.2.1.2. Determinaciones con BDP-Morfolina

El segundo fluoréforo a estudiar es BDP-Morfolina. La figura 4.9
muestra la respuesta de fluorescencia de esta sonda en buffer, HSA, y
adicionando los dos ligandos competitivos correspondientes a cada sitio de
la proteina (warfarina e ibuprofeno). Las medidas se realizaron en buffer Tris
(50 mM, pH = 72), y una concentracion final de 20 uM de HSA. La
concentracion de la molécula fluorescente es 0,1 uM en todos los casos. La
respuesta de fluorescencia es similar a la que presenta I-BDP, por lo que se
podria confirmar que el fragmento morfolina de la molécula, no modifica
sustancialmente la capacidad de union de la sonda.

Por otro lado, se realizé una titulacion de fluorescencia con medidas
independientes, por triplicado en el lector de placas. Esta metodologia es
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mas rapida y reproducible, pero requiere una mayor cantidad de proteina,
gue es habitualmente el recurso mas escaso. La Kp fue de 5,33 uM siendo del
mismo orden que la obtenida para I-BDP. Este resultado destaca que la
titulacion secuencial es confiable puesto que se obtienen valores
comparables con los obtenidos empleando una metodologia mas robusta,
como los es la titulacion de medidas independiente en lector de placas, que

permite medir con mayor rapidez un mayor numero de réplicas.

Ajuste de isoterma a modelo de unién de un sitio
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Figura 4.9 Sistemma BDP-Morfolina-HSA. a) Ensayo cualitativo de
desplazamiento con BDP-Morfolina(0,1 uM), HSA (20 uM), b) Isoterma de
titulacion con barra de errores (n = 3). Kp = 533 +/~ 1,7 uM; R2 = 0,95.

4.2.1.3. Determinaciones con H-BDP

Existen reportes en donde se explora la union de H-BDP y analogos
similares con HSA, BSA (Sero Albumina bobina) y también con la proteina
Streptavidina.?®2 En todos los casos se reporta una emision de fluorescencia
gue decrecey se sugiere que ocurre FRET entre el fluoréforoy los triptéfanos
de las proteinas. Por otro lado, se determina una estequiometriala 1y una
Ko en el rango de 1-10 uM para la proteina BSA. Estas determinaciones se
realizaron utilizando las ecuaciones de Stern-Volmer para el quenching de
fluorescencia.?® Por otro lado, el sitio de unidn se sugiri6 mediante
simulaciones de docking molecular, indicando afinidad por el sitio IlA (sitio
de Warfarina) pero no de manera experimental.

Para extender la informacion sobre este sistema, se realizd una
determinacion cualitativa de H-BDP a una concentracion de 0,5 uyM en
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buffer Tris (50 mM, pH = 7,2), midiendo su intensidad de fluorescencia al
adicionar HSA (17 uM) y ligandos especificos de los sitios de la proteina
(warfarina e ibuprofeno), similar a la determinacion realizada para I-BDP. La
intensidad de fluorescencia decrecio en un 65 % al adicionar la proteina
(Figura 4.10.a), en linea con los reportes previos. Tanto warfarina como
ibuprofeno indujeron un aumento en la emision de fluorescencia (240 % y
50 % respectivamente).

Para confirmar la estequiometria de unidn, se realizé una titulacion de
fluorescencia secuencial de H-BDP (0,5 uM) con HSA (77 uM) en buffer Tris
(50 mM, pH 7,2), incubando durante 10 minutos tras cada adicion (Figura
410.b). La isoterma se ajusta con el modelo 2 de unién a un sitio,
obteniéndose una Kp = 1,31 uM, mientras que el ajuste con el modelo de dos
sitios no es efectivo ya que los intervalos de confianza tienden a infinito.

Las determinaciones cualitativas muestran aumento en la intensidad
de fluorescencia al adicionar warfarina e ibuprofeno. Sin embargo, el
aumento es 5 veces mayor para el primer ligando respecto al segundo. Estos
cambios pueden explicarse mediante dos fendmenos distintos. Por un lado,
a partir de confirmar que la estequiometria es 1.1, se puede llegar a la
conclusion de que el fluoréforo se une al sitio de warfarina (l1A). Esto se ve
reflejado en el aumento en la intensidad de fluorescencia cuando se
adiciona el ligando especifico, warfarina. Por otro lado, si bien la presencia
de ibuprofeno también induce un aumento en la emision, existen reportes
en los que se determina que este farmaco provoca cambios
conformacionales en la proteina.?* Considerando que se reporta una
transferencia de energia entre la proteina y el fluoréforo (FRET) y que esta
transferencia es dependiente de la distancia entre el aceptor y el dador®® se
puede concluir que los aumentos en la intensidad de fluorescencia
inducidos por ibuprofeno se encuentran asociados a una disminucion de
FRET por el cambio conformacional y no por desplazamiento de fluordforo.

Estos resultados confirman que la union del fluoréforo es especifica al
sitio de warfarina y que los cambios conformacionales inducidos por el
ibuprofeno en el sitio IIA afectan la eficiencia de quenching por FRET,
resultando en un aumento de la intensidad de fluorescencia. Los resultados
obtenidos refuerzan la validacion de la metodologia empleada puesto que
reproducen los comportamientos previamente reportados en literatura, y se
obtuvo informacion adicional.
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Figura 4.10. Sistema H-BDP-HSA a) Ensayo cualitativo de desplazamiento
b) Espectros de emision para la titulacion de fluorescencia de union, c)
Isoterma de titulacion (Ko = 1,31 +/- 0,22 uM; R2 = 0,93).

4.2.2. Sistema Anhidrasa Carbonica humanalll

Con el sistema hCAIl se comienza a aplicar la metodologia
desarrollada en las secciones anteriores para HSA, pero utilizando las sondas
disefnadas especificamente para esta proteina.

4.2.2.1. Determinaciones con sonda BDP-Amida

La sonda BDP-Amida se toma como modelo para la proteina hCAIl y
se realizan una serie de determinaciones cualitativas de manera similar a
como se realizaron con I-BDP en HSA. Primero, se realizan tres espectros de
fluorescencia independientes de BDP-Amida variando el entorno: buffer
HEPES (50 mM, pH =7,2), DMSO y finalmente en una solucion 0,17 uM de la
proteina hCAIIl. La concentracion de la sonda es 0,1 uM en todos los casos. En
buffer, la respuesta de fluorescencia es un 91% mas baja que en DMSO
(Figura 4.11). Por otro lado, en presencia de la proteina, la intensidad de
fluorescencia aumenta en 3,7 veces respecto a la intensidad en buffer
HEPES. Esta respuesta es similar a la observada para el sistema I-BDP-HSA
en la seccion 4.2.1.1.
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en HEPES, DMSO y hCAII 0,17 uM. El grafico de barras muestra la
intensidad de fluorescencia en el maximo de emision (540 nm)

Se realiza un segundo experimento que consiste en determinar la

intensidad de fluorescencia a la longitud de onda de maxima emision

(540 nm) en funcion del tiempo. Estas medidas se realizan de forma
independiente para soluciones 0,1 uM de BDP-Amiday distintos porcentajes
de DMSO (1, 5, 10 y 100%) en buffer HEPES 50 mM. Por otro lado, para la
solucion 1% de DMSO, luego de 35 minutos se adiciona hCAIll (Figura 4.12,
izquierda). En los resultados de este experimento se observa que la

intensidad de fluorescencia varia considerablemente (al menos 200%) con

el aumento de la concentracion de DMSO. Este comportamiento se asocia a

gue la sonda para este sistema presenta una limitada solubilidad en solucion

acuosa, incluso a concentraciones tan bajas como 0,1 uM. Esta baja

solubilidad se le atribuye a la presencia del grupo sulfonamida.
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Por otro lado, se observa que a partir de un 5% de DMSO, el aumento
de solubilidad es discreto, puesto que la diferencia en la senal entre 5y 10 %
de DMSO representa un 16% de aumento. Es importante destacar que las
proteinas no suelen soportar porcentajes de DMSO mayores al 10%.2° En la
intensidad de fluorescencia normalizada en DMSO (Figura 4.12, derecha), se
visualiza que la emision de fluorescencia no es estable en el tiempo y
presenta una deriva a la baja. Esta deriva se observa también en DMSO puro,
pero con menor velocidad, lo que denota nuevamente la insolubilidad de la
sonda por la presencia de la sulfonamida. Finalmente, al adicionar la
proteina a la solucion con 1 % de DMSO, se alcanza un maximo a los diez
minutos, que se mantiene estable por otros 7 mas. Este dato es relevante
puesto que da una pauta de que, a tiempos de incubaciéon mayores a 20
minutos la sefal puede atenuarse.

Para verificar que la especificidad de la sonda BDP-Amida hacia hCAll
se encuentra asociada con la presencia del grupo sulfonamida, se realiza
una determinacion cualitativa de la fluorescencia del fluoréforo 1-BDP. Esto
también confirma que el fluoréforo no interactda con la proteina. Para esto
se realizan agregados de hCAIl a una solucion de I-BDP (0,15 uM) en buffer
HEPES 50 mM. Los espectros de emision (Figura 4.13.a) muestran que la
intensidad de fluorescencia no aumenta, si no que disminuye levemente
debido a la formacion de agregados. Se repite el experimento registrando la
emision a 540 nm en funcién del tiempo (Figura 4.13.b) y no se observan
aumentos en la intensidad de fluorescencia. Las bajas escalonadas en la
emision de fluorescencia se deben al efecto de la dilucion en cada agregado
puesto que, para este caso, la solucion titulante no contiene fluoroéforo.
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Figura 4.13 a) Espectros de emision de I-BDP (0,15 uM) en presencia de
hCAIl. b) Intensidad de emision de I-BDP a Aem =540 Nm versus tiempo con
adiciones sucesivas de hCAII.

Con estos resultados se puede concluir que la sonda BDP-Amida
interacciona con la proteina hCAIl por la presencia del grupo
benzosulfonamida puesto que el fluoréforo por si solo (I-BDP) no muestra
aumentos en la intensidad de fluorescencia en presencia de Ia
macromolécula, como si lo hace con HSA.

Titulacion de fluorescencia:

Las medidas cualitativas expuestas antes, muestran una correlacion
entre el aumento de la intensidad de fluorescencia de la sonda cuando se
introduce el sistema proteico a la solucién, pero no son prueba suficiente
para confirmar una union de la sonda al bolsillo hidrofébico de la proteina.
Para ello, se realizan titulaciones de fluorescencia tanto secuenciales como
independientes.

Para tener un punto de partida, se lleva a cabo una primera titulacion
semi-cuantitativa para determinar el rango éptimo de concentraciones de
proteina a adicionar necesaria para tener una isoterma que permita calcular,
en titulaciones posteriores, una constante de disociacion mas precisa. La
solucioén a titular consta de BDP-Amida 0,1 uM en HEPES (50 mM, pH=7,2)
con un 10% de DMSO para aumentar la solubilidad. Los tiempos de
incubacion son de diez minutos.

Los espectros de emision muestran un aumento gradual de la emision
a concentraciones crecientes de la proteina hCAIl (Figura 4.14). Al
representar la isoterma de titulacion se observa que se alcanza una meseta
siendo este el comportamiento esperado en un ensayo de union ligando-
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proteina de este tipo. Es importante destacar que, en la zona de la meseta,
se observa una mayor variabilidad en las medidas de fluorescencia. Este
comportamiento se repite al realizar diversos ensayos, lo que se traduce en
cierta irreproducibilidad de la determinacion. Este comportamiento
también se observo en las titulaciones de I-BDP con HSA (Secciéon 4.2.1.),
pero en menor medida. En lo que respecta al rango de concentraciones de
hCAIl, es conveniente explorar concentraciones mas altas que las realizadas
en este primer ensayo puesto que el muestreo no se extiende demasiado en
la zona de la meseta, y se adicionaron sdélo 2,5 equivalentes de proteina.

: x10° Isoterma de titulacién

Hepes o . ° °

0,00 uM hCAll
=6 0,04 uM hCAlI o8 .
3 ——007uMhCAll | x
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g —021pMhCAll |, °
3
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0535 540 555 570 585 600 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
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Figura 4.14. Sistema BDP-Amida-hCAIll a) Espectros de fluorescencia y b)
Isoterma para titulacion de fluorescencia cualitativa

Medicion en funcion del tiempo

Adicionalmente se realiza una titulacion secuencial, registrando la
intensidad de fluorescencia en el maximo de emision (540 nm). Este ensayo
tiene como objetivo registrar las fluctuaciones de la sefal a lo largo del
tiempo. Se realizan agregados de hCAIl cada 10 minutos y luego se registra
la intensidad de fluorescencia en intervalos de 7 minutos (Figura 4.15.a).

El comportamiento de la titulacion en el tiempo muestra que la
fluorescencia no se mantiene estable dentro de cada medida y la senal
presenta una deriva a la baja. La isoterma de titulacion (Figura 4.15.b) se
determina tomando los ultimos puntos de cada periodo de tiempo. El ajuste
se realiza con el modelo 2 de unidn a un sitio y se determina una Kp de
0,29 uM. Si se realiza el ajuste a un modelo de unidn de dos sitios, se obtiene
un buen ajuste, pero los intervalos de confianza en los valores de Kp tienden
a infinito. Este experimento muestra cierto grado de imprecision, que se
evidencia a partir de 0,50 uM de hCAIl, en donde se cambia la pipeta por una
de mayor volumen y se observa un salto en la emision de fluorescencia.
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Respuesta de fluorescencia en el tiempo
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Figura 4.15. Titulacion de BDP-Amida (0,1 uM) con hCAll a) Respuesta de
fluorescencia (Aem = 540 Nm) en el tiempo de la titulacion. b) Isoterma de
titulacion (Kp = 0,29 +/- 0,04 uM; R? = 0,97).

Titulacion independiente

Posteriormente, se realiza una titulacion de medidas independiente

por triplicado, para obtener un valor de Kp mas confiable. Esto es importante

puesto que el modelo de unidn de ligandos competitivos depende de dicha

Ko. Al realizar el triplicado se obtienen algunos puntos “outsiders” y

nuevamente se observa un alto grado de variabilidad entre las medidas. Esto

se ve reflejado en las barrar de error mostradas en la figura 4.16.ay en el inset

de la misma figura donde se muestran todos los datos obtenidos. Si se

comparan las barras de error con las de la figura 4.16.a correspondiente a la

titulacion de BDP-Morfolina con HSA, es evidente que el sistema BDP-

Amida/hCAIl muestra mayor grado de variabilidad, concluyendo que el

efecto de la solubilidad es muy marcado para este tipo de sondas.
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Isoterma promedio (n=3) con barras de error Ajuste de isoterma a de unién de un sitio
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Figura 4.16. Titulacion de medidas independientes de BDP-Amida (0,1 uM)
con hCAIll a) Respuesta de fluorescencia promedio (Aem = 540 Nm) para el
triplicado. En el inset: datos crudos de cada replica. b) Isoterma de
titulacion (Ko = 0,23 +/- 0,05 uM; R? = 0,94).

De esta manera, se obtiene la isoterma de titulacion y se lleva a cabo
el ajuste utilizando el modelo de un sitio obteniéndose valores de
Ko= 0,23 uM (Figura 4.16.b). Por otro lado, el ajuste con el modelo de dos sitios
arroja intervalos de confianza infinitos confirmando una estequiometria 1l a
1. Los valores reportados de Kp para este tipo de moléculas varian entre
0,05 uM para el ligando L-Amida hasta 0,47 uyM cuando el ligando es
acoplado con grupos mas voluminosos como azucares.?’

Considerando que las constantes obtenidas se encuentran dentro del
rango reportado en bibliografia que se obtienen valores similares entre la
titulacion secuencial y el triplicado de medidas independientes (0,29 y
0,23 uM respectivamente), se puede concluir que el ensayo es robusto,
incluso con el alto grado de imprecision intrinseco que se da en estas sondas
fluorescentes.

Ensayo de desplazamiento de BDP-Amida en hCAll

Se realiza una titulacion de desplazamiento utilizando como ligando
especifico de hCAIl a la molécula ethoxzolamide (EZA), un potente inhibidor
de la proteina estudiada.

Esta determinacion se lleva a cabo partiendo de una solucion que
contiene una concentracion de BDP-Amida 0,1 uM en HEPES (50 mM, pH =
7,2) junto con hCAIl 2 uM y 10% de DMSO. Por otro lado, la solucion titulante
contiene ademas de la sonda y proteina, EZA a una concentracion de
14,25 uM. La respuesta de fluorescencia al adicionar cantidades crecientes
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de EZA (Figura 4.17) muestra un marcado decrecimiento hasta reducirse en
un 90%. La isoterma de desplazamiento presenta un comportamiento
similar al de las determinaciones realizados para el sistema I-BDP-HSA
utilizando el ligando warfarina (seccion 4.2.1.1) como competidor. El ajuste se
realiza usando un modelo analitico de union competitiva y la Kp de la sonda
= 0,23 uM y se determina una constante de disociacion para EZA de
Ko =11 nM. Los valores reportados en bibliografia oscilan entre 3y 8 nM. Si
bien los valores de Kp representan hasta dos veces el valor promedio de lo
reportado en bibliografia,?® 2 si se analiza el valor en términos energia libre
(-10,8 kcal/mol para 11 nM; y -11,4 kcal/mol para 4 nM) la variacién es del 5%,
obteniéndose de esta manera una correcta determinacion de dicho valor
considerando el error experimental intrinseco para este sistema.
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Figura 4.17. Titulacion de desplazamiento BDP-Amida (0,1 uM) en hCAIl
con el ligando EZA. a) Espectros de fluorescencia. b) Isoterma de titulacion
(Ko = 0,011 uM y R? = O,75).

4.2.2.2. Determinaciones con sonda BDP-Ester

Inicialmente, se realiza una titulacion secuencial con la sonda BDP-
Ester para identificar si hay alguna variacién en el comportamiento respecto
a BDP-Amida por presentar distintos grupos funcionales en el linker (amida
vs éster). La solucién a titular estd compuesta por BDP-Ester 0,15 uM en
HEPES 50 mm y 5% de DMSO. Se incuba durante 5 minutos entre medidas.
El comportamiento de la emision a lo largo de la titulacion (Figura 4.18) es
similar al observado para BDP-amida, es decir, aumentos progresivos en la
intensidad. Por otro lado, se realizé un ajuste del modelo de unidn de un sitio
obteniéndose una Kp = 0,37 uM. Este valor se encuentra en el orden del
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determinado para el analogo amida, concluyendo que, para este par de
sondas derivadas de acido, el cambio en el grupo funcional del linker no
modifica sustancialmente |la capacidad de las sondas para unirse a la hCAII.

X106 Ajuste de isoterma a modelo de unién de un sitio
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Figura 4.18. Titulacién de BDP-Ester (0,15 uM) con hCAIl a) Espectros de
fluorescencia de la titulacion. b) Isoterma de titulacion
(Ko = 0,37 +/- 0,06 uM; R? = 0,99).

4.2.2.3. Sonda BDP-Amina

La sonda BDP-Amina fue sintetizada con la intencién de mostrar el
impacto que tiene la longitud y rigidez del espaciador en la respuesta de
fluorescencia puesto que el ligando dispone de dos atomos mas, y mayor
libertad conformacional por tratarse de un grupo amino alifatico en lugar de
amida. Mediante un ensayo cualitativo similar a los realizados para el resto
de las sondas no se observaron cambios en la emision de fluorescencia.
Ademas, se determina la respuesta de este fluoroforo en presencia de la
proteina HSA y nuevamente no se observan cambios en la intensidad de
fluorescencia (Figura 4.19). En la seccion 4.2.2.5 se hace un analisis estructural
a partir de simulaciones computacionales en donde se propone una
hipotesis para la falta de respuesta de la sonda en presencia de ambas
proteinas.
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Figura 4.19. Intensidad de fluorescencia de BDP-Amina (0,1 uM) en HEPES
(50 mM, pH = 7.2), h\CAIl (2 uM) y HSA (12 uM) @ Aem= 540 nm,

4.2.2.4. Determinaciones con sonda 3HC-Amina

Medidas de S3HC-Amino en distintos solventes

La sonda 3HC-Amina es una molécula derivada de 3-hidroxicromona
por lo que la sensibilidad al entorno se rige por un principio distinto al de los
BODIPYs expuestos antes. Se realizan una serie de espectros de
fluorescencia de la sonda en solventes de distinta polaridad tanto proticos
como No proticos. Se espera un solvatocromismo similar al de su precursor
FE. A cada espectro se le realiza una deconvolucion espectral para
determinar tanto la posicion de las bandas N y T como sus areas bajo la
curva. Para el caso de los solventes proticos se realiza el mismo
procedimiento, pero adicionando la banda A (ver capitulo 3.1.6).

En los espectros de fluorescencia (Figura 4.20.a y b) se puede observar
como a medida que aumenta la polaridad del solvente, la banda N se
desplaza a mayores longitudes de onda y aumenta respecto a T. Este efecto
puede notarse de manera marcada en la figura 4.20.c en donde los
espectros se encuentran ordenados por polaridad creciente. Por otro lado,
para los alcoholes, la separacion de bandas deja de ser evidente y se obtiene
un espectro que parece presentar una sola banda. Este es el efecto
combinado entre el solapamiento espectral de la banda N sobre la banda T
gue se da en solventes polares y la aparicion de la banda aniénica A que se
dan en solventes proticos como lo son los alcoholes.
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Figura 4.20 Espectros de emision para la sonda 3HC-Amina en distintos
solventes orgadnicos proticos y no proticos. a) Con escala normalizada, b)
con la escala absoluta. c) Visualizacion de los espectros apilados en orden
creciente de polaridad (de arriba abajo).

Las deconvoluciones espectrales muestran dos correlaciones lineales
entre el parametro de polaridad E+(30) y la posicion de la banda por un lado
y con la relacion de areas N/T por el otro (Figura 4.21). La posicidon de la banda
T no muestra correlacion con la polaridad. Estos resultados se encuentran
en sintonia con los reportados previamente para fluordforos de esta
familia.*°
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Figura 4.21. \Valores obtenidos de las deconvoluciones espectrales de 3HC-
amina en funcion del paradmetro de polaridad Et(30) para: a) Posicion de
la banda N y T; b) Relacion de dreas N/T.

Determinacion cualitativa

Se realizan una serie de medidas cualitativas para caracterizar la
respuesta de fluorescencia de 3HC-Amina en presencia de la proteina hCAII.
Para esto se realiza una medida de la sonda a una concentracion de 0,5 uM
en buffer HEPES (50 mM, pH =7,2) y se adiciona una solucion 0,80 uM de la
proteina hCAIl (Figura 4.22,a). Al adicionar la proteina, la intensidad de
fluorescencia aumenta en un 400% respecto de la emision en buffer. De esta
manera se confirma que hay un cambio de entorno en la sonda, atribuible a
la presencia del sistema proteico introducido.
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Figura 4.22 a) Espectros de emision de 3HC-Amina (0,5 uM uM) en buffer
HEPES y al adicionar hCAll (0,80 uM). b) comparacion de los valores
obtenidos de: posicion de N (punto azul), relacion de dreas entre banda N
y T (barras negras) y banda A/(N+T) (bandas rojas) para todos los solventes
medidos junto con hCAII.
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La forma del espectro de la sonda en presencia de hCA Il es
comparativamente similar a los espectros en los distintos alcoholes, lo que
denota un entorno polary en presencia de dadores de protdon. Por otro lado,
la deconvolucién espectral muestra que la banda N, su relacién de areas N/T
y A/N+T de la sonda en presencia de hCA Il se posicionan en rangos de
polaridad situados entre etanol e isopropanol (Figura 4.22.b).

Titulacion secuencial

Adicionalmente, se realiza una titulacidon secuencial de la sonda a una
concentracion 0,5 uM y 5% de DMSO en buffer HEPES. Los espectros de la
titulacion muestran un aumento paulatino en la intensidad de fluorescencia
(Figura 4.23). La isoterma de titulacion obtenida se ajusta con el de uniéon de
un sitio, obteniéndose una Kp = 0,62 uM. Este valor representa una menor
afinidad, pero se encuentra del orden de los obtenidos para BDP-Amida y
BDP-Ester (0,23 y 0,37 uM respectivamente) La isoterma no ajusta al modelo
de dos sitios, confirmando la estequiometria de uniénTa .
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Figura 4.23. Titulacion de 3HC-Amina (0,5 uM) con hCAIl a) Espectros de

fluorescencia de la titulacion. b) Isoterma de titulacion
(Ko = 0,62 +/- 0,05 uM y R? = 0,99).

De esta manera se concluye que la sonda 3HC-Amino es funcional
para detectar la proteina hCAIl, y para caracterizar el entorno de los bolsillos
hidrofdbicos.

4.2.2.5. Analisis computacional de modos de union

Modo de union de BDP-Amida y 3HC-Amina a hCAll
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Se realizé un docking molecular para las moléculas BDP-Amida vy
3HC-Amina (Figura 4.24 ay b, respectivamente) siguiendo el procedimiento
descrito en el capitulo 3.2.1. En ambos casos, se observd que los fluordforos
guedan expuestos al solvente acuoso, independientemente de la longitud
del espaciador entre el ligando y el fluoréforo. Esto concuerda con el
espectro de emision de 3HC-Amina en hCAIl (Figura 4.22), que muestra un
entorno de polaridad intermedio entre etanol y propanol. Aunque el
fluoroforo se encuentra expuesto al solvente acuoso, también interacciona
con la superficie proteica, lo que le confiere cierta hidrofobicidad al entorno,
similar a la observada en los alcoholes, donde existen puentes de hidrogeno
en el grupo hidroxilo, pero también una region no polar.

C Interacciones

Puentes de
hidréogeno
[ ]van der waals
[T puentes de
Halégeno

[ Interacciones
electroestaticas

Interacciones Pi-Pi

ORO0ON

Hidrofobicidad

Figura 4.24. Pose de union e interacciones especificas con residuos de
hCAIl para a) BDP-Amida, b) 3HC-Amina. c). Codigos de colores

El analisis de las interacciones especificas entre las sondas y los
residuos de la proteina revela que BDP-Amida presenta dos puentes de
hidrogeno entre el carbonilo del grupo amida y los carboxilos de las
asparaginas 64 y 59. Por el contrario, estas interacciones no se encuentran
en 3HC-Amina. Los valores experimentales de Kp respaldan esta
observacion, siendo 0,23 uM para BDP-Amida y 0,62 uM para 3HC-Amina.
Esto demuestra que hCAIl muestra una mayor afinidad por BDP-Amida, lo
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cual se debe a la presencia de interacciones fuertes, como lo son los puentes
de hidrégeno.

Analisis conformacional de BDP-Amina

Se realizd una dinamica molecular (ver materiales y métodos)
simulando 100 ns de la sonda BDP-Amina en el bolsillo hidrofébico de la
proteina hCAIl para explorar si el complejo ligando-proteina es estable en el
caso de existir union. Esta sonda a pesar de contener el ligando especifico
para la proteina Nno muestra cambios experimentales en la emisién de
fluorescencia en presencia de hCAll y tampoco lo hace para la proteina HSA
(Figura 4.19).

Para determinar si el complejo es estable, se analiza la Desviacion
Media Cuadratica (RMSD por sus siglas en inglés, Root Mean Square
Deviation) respecto a las estructuras de referencia iniciales. Por un lado, se
considera el RMSD de la estructura proteicay por el otro el del ligando. Como
muestra la figura 4.25.a el RSMD se estabiliza al principio de la simulacion, y
se mantiene en un rango estable tanto para la estructura de la proteina
como para el ligando simulado. Esto indica que en el transcurso de los 100 ns
de simulacion el complejo ligando proteina muestra estabilidad. Por otro
lado, las interacciones especificas entre el ligando y la proteina mostradas
en la figura 4.25.b muestran incluso mayor cantidad de interacciones
favorables respecto a la sonda BDP-Amida (Figura 4.25.a).
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Figura 4.25. a) Desviacion Media Cuadrdtica tomando como referencia el
esqueleto de la proteina (izquierda) y la sonda (derecha). b) Modo de
union e interacciones especificas de BDP-Amina con hCAII.

Finalmente se realizdé una exploracion del espacio conformacional
para BDP-Amina utilizando el método de calculo CREST (Materiales y
meétodos). La motivacion de esta simulacion surge de la existencia de
reportes en los que se encuentran BODIPYs meso sustituidos con
espaciadores flexibles en los que se forman plegamientos
intermolecularmente " 32

La conformacion mas estable encontrada corresponde a la de una
molécula plegada sobre si misma (Figura 4.26). Una hipodtesis que se puede
proponer es que la conformacion encontrada es estable en solucién acuosa,
y que el costo energético necesario para acceder a una conformacion
optima para la formacion del complejo ligando-proteina es elevado. Esta
hipotesis es apoyada por la evidencia que no se produce la uniéon tanto en
hCAIl en donde la afinidad se da por el extremo sulfonamida, ni en HSA que
se da por el extremo BODIPY.
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Figura 4.26. Conformacion mads estable para la sonda BDP-Amino
encontrada con el software CREST.

4.2.3. Sistema Proteina de unién a acidos grasos 2

4.2.3.1. Determinaciones con BDP-Ac

En primer lugar, se realiza una determinacion de union simple
tomando dos medidas independientes de BDP-Ac en buffer Tris (50 mM,
pH =7,4,150 mM KCI), y en una solucion 9 uM de FABP2 (Figura 4.27.a). La
concentracion de la sonda es 0,1 yM en todos los casos. Al contrario de lo
esperado para este tipo de sonda se observa un decrecimiento del 78 % en
la intensidad de fluorescencia al adicionar la proteina. Por otro lado, el valor
de la senal de fluorescencia obtenido con la sonda en buffer es mayor a las
obtenidas para sondas que tienen fluordforos similares como I-BDP o BDP-
Amida.

Se realizan una serie de determinaciones de la sonda BDP-Ac en
buffer a diferentes pH. Como muestra la figura 4.27.b, la emision maxima se
observa alrededor de pH = 7,5, siendo este el pH utilizado habitualmente en
proteinas. Este resultado se condice con el hecho el grupo acilo de la sonda
se encuentra desprotonado puesto que los pKa de los acidos carboxilicos
alifaticos rondan en las 4 unidades. La presencia de un grupo carboxilato
aumenta solubilidad de la sonda explicando asi la mayor intensidad de
fluorescencia en buffer.
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Figura 4.27. a) Determinacion simple de BDP-Ac (0,1 uM) en Tris (50 mM,
pH =74, 150 mM KCI) y en una solucion de FABP-2 (9 uM). b) Emision de
fluorescencia de BDP-Ac en funcion del pH a Aem =540 Nnm

Se lleva a cabo una titulacion secuencial de BDP-Ac 0,1 uM en Tris (50
MM, pH = 7,4,150 mM KCI) con una solucion de la proteina FABP2 (9 uM). Los
tiempos de incubacion fueron de diez minutos. La intensidad de
fluorescencia decrece a cantidades crecientes de la proteina, hasta alcanzar
una meseta (Figura 4.28). Este comportamiento es similar al mostrado por
H-BDP en HSA (seccion 4.2.1.3), con la diferencia que el comportamiento no
es esperado para esta sonda. La isoterma de titulacion se ajusta con el
modelo de unién a un sitio, obteniendo una Kp = 2,36 uM. Al intentar ajustar
con el modelo de dos sitios, los intervalos de confianza son infinitos,
indicando una estequiometria de T:1.

Los valores bibliograficos de Kp para acidos carboxilicos en este
sistema corresponden a acidos grasos de mas de 12 carbonos, mostrando
valores submicromolares.** Por otro lado, existen reportes de fluoréforos
acoplados a acidos alifaticos de cadena corta que no muestran afinidad por
la proteina (Figura 4.29.a).** De esta manera se puede concluir que si bien el
acido carboxilico utilizado no aporta la afinidad que aportan sus analogos de
cadena larga, la sonda en si muestra una afinidad promedio por la proteina.
Esta conclusion en apoyada por los valores de constantes de disociacion de
otros fluoréforos que se unen a FABP2 como ANS (7,4 uM) y ligandos con
acidos carboxilicos con estructuras rigidas como acido fenofibrico (3,7 uM)*>
36 (Figura 4.29by c)
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en el cual la sonda puede ingresar completamente, a diferencia de lo
observado en hCAIl donde el fluoréforo quedaba expuesto a la esfera de
solvatacion de la proteina. Por otro lado, al analizar las interacciones
especificas, queda en evidencia que el grupo carboxilato hace puente de
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Figura 4.28 Titulacion de BDP-Ac (0,1 uM) con FABP-2 a) Espectros de
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a b c
HO

OH \

O
N
® NH L o
NH "S=0

S / \
O AR SN ANS
o
Kd: -
Kd: 6,57 uM Kd: 7,3 uM
Acido
O Fenofibrico
‘ OH

AT oy

(0]

Kd: 3,7 uM

Figura 4.29. Estructuras de ligandos reportados en literatura para FABP2.

Finalmente, para encontrar una explicacion estructural al quenching

molecular segun la metodologia mostrada en la seccion 3.2.1. La figura 4.30
uestra que el sitio de union de la proteina tiene forma similar a un barril

hidrogeno con la Arginina 106 y que el fragmento BODIPY experimenta
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Multiples interacciones pi-pi con los residuos del sitio de unioén. Si bien no
hay triptéfanos en esta proteina, hay dos tirosinas (70 y T117) que
interaccionan con el BODIPY. El efecto de estos residuos es similar al de los
triptéfanos siendo los principales quenchers en proteinas® Se puede
concluir que al formarse el complejo ligando-proteina se produce el
guenching de la sonda por lo que la intensidad decrece hasta la saturacion
de los sitios de union.

a b
q LEU
> e®
i'y ?‘ ®
ROOW X
@ ":é'flb I.-I II‘
o "

Puentes de

hidrégeno Interacciones Pi-Pi
van der Waals |:|

TYR N7
TYR70 ‘ g
[ o .

Figura 4.30. a y c) Pose de BDP-Ac (azul) en el sitio de union de la proteina
FABP2. b) Interacciones especificas de la sonda con los residuos de la

proteina.

4.3. Conclusiones

La metodologia propuesta fue optimizada y validada utilizando un
sistema proteico que une moléculas pequenas de manera no especifica
(HSA). Los resultados obtenidos se compararon con la informacion
bibliografica disponible, demostrando la precicion y robustez del enfoque

implementado.
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Se exploraron diversas las técnicas de fluorescencia para I-BDP/HSA
(intensidad, anisotropia y tiempos de vida estacionarios de flurorescencia),
permitiendo una evaluacion integral de las propiedades intrinsecas de
fluorescencia sin depender de la concentracién. Las determinaciones de
tiempo de vida mostraron que el aumento de la intensidad de fluorescencia
en BODIPYs esta mas relacionado con un aumento en la solubilidad que con
cambios de volumen libre en el entorno del rotor. Se realizd una titulaciéon
con deteccion de anisotropia de fluorescencia utilizando el enfoque
secuencial. Los valores obtenidos fueron consistentes con los obtenidos por
intensidad, demostrando nuevamente la robustez del método, incluso ante
la agregacion de los fluordforos.

Se determind con una precision del 1,2% el AGunisn de la warfarina por
HSA, validando asi la metodologia para identificar inhibidores competitivos
con Kp del orden de las sondas utilizadas.

En el caso del sistema H-BDP/HSA, se amplid la informacion
disponible sobre el sitio de union del fluoréforo. Se valido la estequiometria
de unidn a un unico sitio, determinando corresponde al dominio IIA (sitio 1),
y se confirmo indirectamente la existencia de FRET entre la proteina y el
fluordoforo.

Una vez validada la metodologia con HSA, se evaluaron las
determinaciones de unidon y desplazamiento utilizando sondas especificas
para la proteina hCAIl. Se obtuvieron constantes de disociacion para las
sondas BDP-Amida, BDP-Ester y 3HC-Amina a partir de los dos tipos de
determinaciones propuestas (secuencial e independiente), obteniendo
resultados congruentes con la bibliografia. Posteriormente, utilizando BDP-
Amida, se realizd un ensayo de desplazamiento con un inhibidor
competitivo de Kp conocido y del orden de los sub-micrimolar. Este ensayo
permitié estimar con una precision de 4,15 % de error el AGunisn, Validando asi
la metodologia para identificar inhibidores competitivos con Kp menores al
de la sonda utilizada.

Se realizaron deconvoluciones espectrales de la sonda 3HC-Amina en
distintos solventes organicos proticos y aproticos, ademas de hCAIl lo que
permitié caracterizar el entorno del sitio de unidn. La conclusion es que el
entorno es protico pero presenta algo de hidrofobicidad. Estos resultados se
contrastaron con estudios de docking molecular, mostrando que la region
3HC de la molécula esta expuesta tanto al solvente como a zonas
hidrofébicas de la superficie proteica.
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La sonda BDP-Amina no mostrd respuesta de fluorescencia ni en
hCAIl ni en HSA. Las dinamicas moleculares mostraron estabilidad en el
complejo ligando-proteina en los 100 ns simulados. Sin embargo, un estudio
conformacional revel6 que la conformacion mas estable es aquella en la que
la molécula se encuentra plegada sobre si misma, sugiriendo que el costo
energético para romper las interacciones intermoleculares es mayor que el
AGunisn. ESto se respalda por la falta de unidn con HSA donde la regidon
molecular responsable del binding es diferente (BODIPY).

En el caso del sistemna BDP-Ac/FABP2, se observd un comportamiento
contrario al esperado, con un decrecimiento en la intensidad de
fluorescencia. La constante de disociacion, mayor a las reportadas para
acidos carboxilicos de cadena larga, sugiere que la sonda presenta afinidad
por toda su estructura y no solo por el grupo acido. Esto se correlacion con
los valores de Kp reportados para ligandos con acidos y estructuras rigidas
acopladas. El estudio del modo de uniéon de la sonda en el sitio de la proteina
concluyd que el decrecimiento en la intensidad de fluorescencia se debe a
gue la sonda ingresa completamente a la proteina e interacciona con
residuos de tirosinas (interaccion p-p), que suelen producir quenching de

fluordforos en sistemas proteicos.

Tabla 4.2. \Valores de Kp y AGCnisn determinados comparados con

referencia.
. Ko referencia, yM
; Kp obtenida, uM Error del AG%unisn
Molécula (AGCunisn,
(AG®unisn, Kcal/mol) Kcal/mol(%)
Kcal/mol)
I-BDP 4,09 (-5,96) 2,94 (-6,15) " 0,19 (3,1 %)
H-BDP 1,31 (-6,63) 1,97 (-6,40) 2022 0,23 (3,6 %)
Warfarina 6,15 (-5,72) 5,5 (-5,79) 171° 0,07 (1,2 %)
BDP-
gy 0,30 (-7,50) 0,1 (-8,15) 7 0,65 (8,0 %)
Amida/Ester
3HC-Amina 0,6 (-7,05) - -
EZA 0,011 (-9,45) 0,0055 (-9,86) 2829 0,41 (4,15 %)
BDP-Ac 2,9 (-6,16) 5,8 (-5,75) 3536 0,41 (7.1 %)

Valores promediados respecto a los datos disponible en bibliografia.
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Finalmente, al analizar todos los datos obtenidos de Kp en
comparacion con los datos bibliograficos y evaluar las energias libres (Tabla
4.2), se comprobd la precision y robustez de la metodologia adoptada.
Independientemente del tipo de determinacion (titulacion secuencial Unica,
titulacion de medidas independientes con réplicas), la variacion respecto a
los datos bibliograficos no superd el 8%. Estos resultados indican que el
desarrollo de un ensayo simple a partir de las sondas desarrolladas, con la
metodologia aplicada, es factible, obteniendo datos precisos de manera
rapiday eficiente a pesar de la variabilidad experimental intrinseca. Ademas,
los ligandos esperados en campanas de HTS suelen poseer Kp en el rango
de micromolares hasta sub-micromolares. Considerando que los valores de
las Kp obtenidas para las distintas sondas estan en el rango de 1-5 uM y que
la metodologia permite identificar ligandos competitivos con Kp del mismo
orden o inferiores, se puede concluir que el ensayo desarrollado es
transferible a HTS.
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CAPITULO S5

ESTIMACION DE MOMENTOS
DIPOLARES EN 3-
HIDROXICORMONAS

ASIMETRICAS
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5.1. Introduccion

En los fluoréforos solvatocromicos, como las 3HCs (Capitulo 1.1.2), la
dependencia del entorno se puede medir mediante la diferencia en el
momento dipolar entre el estado excitado y el fundamental, Ay, donde un
mayor valor indica mayor sensibilidad al entorno. Dentro de los métodos
experimentales para calcular esta magnitud, existen métodos
espectroscoépicos como el modelo propuesto por Lippert-Mataga® ? (L-M,
ecuacion 5]1) en donde se calcula Ay, a través del corrimiento de Stokes en
diferentes solventes:

_ Z(ﬂe_“g)zl‘f

Vabs _Vfluo - heald [51]

En donde el primer término es el corrimiento de Stokes, Af es la
polarizabilidad y a el radio de Onsager.

Una de las problematicas de esta metodologia es determinar el radio
de Onsager a utilizar. Este valor habitualmente es calculado usando dos
enfoques: considerando el diametro de la molécula de un extremo al otro, o
se considera la distancia entre el dador y aceptor de carga. El segundo
enfoque es considerado mas acertado.® La estimacion de esta magnitud es
trivial en moléculas esféricas o cilindricas en las que la transferencia de carga
ocurre entre un dador y un aceptor, localizados en los extremos opuestos de
la molécula (como FE y 7AHC, figura 5.1) pero, es problematico cuando la
molécula es no lineal, asimétrica y se encuentra influenciada por otros
grupos electrénicos.

En este capitulo se explora la influencia de distintos grupos
electronicamente acoplados a 3HCs sustituidas en las posiciones 2 y 7
(Figura 5.1). La sintesis de estas moléculas junto con su caracterizacion
espectroscopia se detalla en un trabajo publicado.* Estos compuestos se
dividen en dos series: una en la que el grupo dialquilanilino se encuentra
unido al carbono 7 de la 3-HC (serie 7AHC) y otra en la que esta unido al
carbono 2 (serie FE). Se determinaron diversas propiedades moleculares
basicas y se calcularon momentos dipolares tedricos utilizando métodos de
simulacion computacional cuantica (QM). Estos datos se contrastaron con
valores experimentales obtenidos por métodos espectroscopicos para
estudiar el efecto que tiene la eleccion del radio de Onsager sobre esta
magnitud.
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Serie 7AHC Serie FE

Figura 5.1. Estructuras de las moléculas estudiadas. En azul se muestra el
grupo dialquilanilino.

5.2. Resultados estructurales teoricos

Los calculos se realizaron utilizando el software Gaussian 09. La
metodologia adoptada se expone en el capitulo 3.2.3. Las deconvoluciones
espectrales realizadas se muestran al final del capitulo.

5.2.1. Optimizacion de geometria y analisis estructural

Para obtener los momentos dipolares tedricos es necesario realizar
una optimizacion de la estructura molecular. Los valores estructurales
relevantes (distancias, angulos y diedros, figura 5.2) de las optimizaciones
geomeétricas son expuestas en la tabla 5.1.
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Figura 5.2 Muestra la numeracion de dtomos clave, el nombre de los
fragmentos moleculares y angulos diedros

Para todas las moléculas estudiadas los enlaces O(12)-H(13) (oxidrilo) y
C(4)-O(11) (carbonilo) se alargan en el estado excitado (S) respecto al estado
fundamental (So). El enlace O(11)-H(13) (puente de hidrogeno intramolecular)
se acorta en S, Estos cambios indican un fortalecimiento del puente de
hidrogeno intramolecular en el estado excitado. Sin embargo, para las
moléculas 7ZAHC y 1, el puente de hidrégeno se acorta menosy presenta una
mayor longitud comparado con el resto de las moléculas. Para las moléculas
con sustituyentes en la posicion 2, el enlace C(2)-C(15) se acorta y los angulos
diedros B tienden a disminuir, llevando a una geometria mas planar. Para las
moléculas con sustituyentes en la posicion 7, el enlace C(7)-C(14) también se
acorta y los angulos diedros y tienden a cambiar, pero no a planarizarse,
excepto en el caso de la molécula 6, donde el anillo tiofeno en posicién 7
rota, generando planaridad en S, El acortamiento de los enlaces C(2)-C(15) y
C(7)-C(14) concuerda con la idea de una transferencia de carga en el estado
excitado.

Tabla 5.1. Distancias de enlace L (AO), angulos< ( ° )y diedros ¥( °) para
las estructuras en estado fundamental (So) y el primer estado excitado (S))

FE 7AHC 1 3 6 8

So(N) Si(N*) A | So(N) Si(N*) A |So(N)Si(N*) A |So(N)Si(N*) A |So(N)Si(N*) A |So(N)Si(N*) A

L (C4-OT) 1,23 125 +0,02] 123 126 0,03] 1,23 126 0,03] 1,23 1,25 002] 1,23 124 0,01]| 123 125 0,01
L (O12-H13) 0,98 1,01 +0,03] 097 098 001] 098 098 000] 098 1,01 0,03] 098 1 002] 098 1,00 0,02
L (O11-H13) 1,94 1,73 -021] 2,05 194 -0,11] 1,98 1,97 -0,01] 1,94 1,73 -021} 1,95 1,77 -0,18] 1,94 1,74 -02
L (C2-C14) 145 144 -0,01 - - -] 1,44 140 -0,03] 145 1,43 -0,02] 1,45 144 -0,01] 1,45 1,44 -0,01
L (C7-C15) - - - 1,49 147 -001) 1,47 147 -0,000 1,47 1,45 -0,02f 1,46 1,42 -0,04
< (O11-H13-012) 121 128 7 118 123 5 [ 120 123 3| 121 128 7| 121 127 6 | 121 128 7
¥ B (C3-C2-Cl4-

62 -0,1 -63 - - 02 -1,1 -09] 94 34 -60] 86 32 -54] 125 43 -83
C17)
Yy (C6-C7-Cl5-
Cl6) 338 397 59| 343 319 -24] 344 20,7 -13,7] 273 04 -269
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Figura 5.3. Estructuras minimizadas en estado fundamental(azul) y
excitado (rojo) para la molécula 6.

5.2.2. Analisis de interacciones no covalentes:

Para la descripcion de interacciones no covalentes, se utilizan dos
magnitudes denominadas Gradiente de Densidad Reducida (RDG, por sus
siglas en inglés, reduced density gradient, ecuacién 5.2) y una funcion
denominada Q (Ecuacion 5.3) que integra la densidad electronica p(r) y la
matriz Hessiana de esta (A;).°

1 Vp() |
2(3mr2)1/2 p(r) 4/3 [5.2]
(1 = Sign(A2)p(r) 5.3]

Los valores de RDG entre Oy 0,5, describen interacciones débiles o no
covalentes, como en el caso de un puente de hidrégeno. Por otro lado
valores positivo de Q) representan un efecto repulsivo, mientras que un valor
negativo representa un efecto atractivo. A partir de la obtencion de la
densidad electronica se pueden calcular estas dos magnitudes y graficarlas
una en funcion de la otra. La figura 5.4 muestra un diagrama genérico de
este tipo en donde cada tipo de interaccion es remarcada con un circulo de
color.
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p> 0 sign(A,)p decrease p ~ 0 sign(4,)p increase p> 0
— —_—

A, <0 A x0 >0
N J N J N J
Y Y Y
Strong attraction: Van der Waals Strong repulsion:
H-bond, halogen-bond... interaction Steric effect in ring
and cage...

1 density

fuce

H-bond nitalp 1840 gteric effect
Figura 5.5. Arriba: Referencia en escala de colores del tipo de fuerza de
interaccion descripto por Q. Abajo: se muestra un grafico de RDG en
funcion de Q utilizado para el andlisis de interacciones no covalentes. Se
indica que tipo de interaccion representa cada “punta’.

La punta delaizquierdaen lafigura 5.4 (remarcada en azul) representa
la fortaleza de los puentes de hidrégeno, de modo tal que para valores mas
negativos de Q) (Sign(A2), eje x) el enlace de hidrogeno es mas fuerte. Para
todas las moléculas de la serie FE, ) toma valores mas negativos en $(N¥)
(Figura 5.5), lo que indica un puente de hidrogeno mas fuerte en el estado
excitado. Para 7AHC, los valores se vuelven menos negativos, en
concordancias con la distancia O(11)-H(13) mostrada en la tabla 5.1. Para 1, no

observamos un cambio en el valor de Q).
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Figura 5.6. Grdfico de la funcion sign(l2)r versus RDG para a) FE, 3,6y 8, b)
7AHC y c)1 en estado fundamental y excitado. Los valores para la punta
que representa al puente de hidrogeno son marcadas con un circulo azul.

5.2.3. Analisis de orbitales moleculares de frontera

Con el fin de tener una nocién pictérica de la distribucion de la
densidad electrénica y del caracter de transferencia de carga de las
transiciones, los orbitales moleculares de frontera (FMOs por sus siglas en
inglés, frontier molecular orbitals) se muestran en la figura 5.6. En todos los
casos, el orbital HOMO muestra caracter T, y el LUMO 1" lo que indica una
transicion ar-1*. Para FE, 3,6 y 8, |la densidad electrénica del HOMO se centra
en el grupo dietilamino en la posicion 2. Por otro lado, ZAHC y 1 muestran la
densidad electronica centrada en el grupo dietilamino unido a la posicion 7
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para el mismo orbital, La densidad electronica en el orbital LUMO esta
centrada en el grupo carbonilo para todos los casos,

Este resultado muestra una transferencia electréonica desde el grupo
dador mas fuerte (dialquilamino) hacia el carbonilo. Por otro lado, si el grupo
se encuentra como sustituyente en ambas posiciones, 2y 7, la transferencia
se da preferentemente por el grupo sustituyente en 2. Esto es evidente al
analizar 1y 6: el orbital HOMO esta centrado en el grupo dialquilamino
independientemente de la posicion, pero para 3, que tiene los mismos
grupos en las posiciones 2y 7, el HOMO se encuentra en el grupo unido en
la posicion 2. Esto es un primer indicio de que la molécula 3 puede
enmarcarse en la serie FE.

7AHC FE 8 1 6 3

W
#

4. e %

Eg=3.95eV Eg=3.71 eV Eg=3.70 eV Eg= 3.65 eV Eg=3.45eV Eg=3.62 eV
(361 nm) (380 nm) (389 nm) (394 nm) (415 nm) (399 nm)

Energia(eV)
<>
>

. A Y

[%
|+

6 -

Figura 5.7 Orbitales moleculares de frontera para 7AHC, FE, 1,3,6 y 8
ordenados por gap HOMO-LUMO.

5.2.4. Densidad de carga

Las distribuciones de densidad de carga se calcularon mediante la
suma de las cargas de Mulliken para diferentes fragmentos moleculares,
como se muestra en la tabla 5-2, y sus diferencias se representan en la figura
5.7. Los resultados son los siguientes:

Para 7AHC, en el estado excitado S; el carbonilo se vuelve positivo y el
oxidrilo negativo, haciéndose mas acido en lugar de mas basico. Aunque las
simulaciones muestran transferencia de cargay acortamiento del enlace del
puente de hidrégeno, la repulsion electroestatica entre el carbonilo que se
vuelve positivo y el proto, explican la ausencia de ESIPT en 7AHC.°
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Para el resto de las moléculas estudiadas, el carbonilo se vuelve mas
negativo y, por lo tanto, mas basico en S.. En 1, ambos sustituyentes se
vuelven positivos en en el estado excitado, lo cual, junto con el analisis de
FMOs, explica la emision dual de esta molécula, diferenciandose de 7AHC.*
Esto deja en evidencia la influencia que tiene el grupo tiofeno unido en la
posicion 2.

En la molécula 6, el tiofeno en posicion 2 se vuelve mas negativo en Si.
Esta observacion junto con el analisis de FMOs y la tendencia a planarizarse,
sugiere que la transferencia de carga se encuentra mas deslocalizada en
comparacion con FE.

Esta es la primer observacion destacable respecto a la problematica
planteada, puesto que se evidencia el hecho de que cada par de
sustituyentes deslocaliza mas o menos la carga respecto a las moléculas que
le dan origien (FE o 7AHC). Este cambio en |la deslocalizacion puede tener
un efecto marcado en el radio de onsager real que hay que tener en cuenta
a la hora de calcular el momento dipolar.

Tabla 5-2: Distribucion de densidad de carga para el estado fundamental
y excitado de todas las moléculas estudiadas, Numeracion de dtomos y
rotulo de anillos segun la figura 5,2, A se refiere a la diferencia entre la
densidad de carga en el estado excitado y en el estado fundamental.

Densidad de carga

FE 7AHC 1 3 6 8
SON)SIN®) A [[SoMNISIN®) A [SeN)SIN*) A [[SeMN)SIN*) A [SeN)SIN*) A J[SoN)SI(N*) A
A+C |-0,18 -034 -0,16]-0,31 -0,52 -0,21 0,15 0,04 -0,12]-0,12 -0,19 -0,07]+0,31 +0,25 -0,28}{ 0,14 0,06 -0,08

B -0,72 -0,67 +0,05) - - - |f-0,77 -0,45 +0,28|-0,70 -0,67 +0,03]-0,70 -0,65 +0,05§-0,69 -0,64 0,05
D -0,63 -0,55 0,07-0,63 -0,54 +0,09]|-0,63 -0,63 0,01 |{-0,63 -0,75 -0,13§1-0.51 -0,38 0,13
012 }-0,25 -0,22 +0,03}-0,25 -0,27 -0,02]-0,25 -0,25 -0,01}|-0,26 -0,22 +0,04{(-0,25 -0,22 +0,03§|-0,25 -0,22 0,03
o11 }-0,37 -0,39 -0,02}-0,35 -0,43 0,08 ]-0,36 -0,43 -0,07}-0,37 -0,4 -0,03}(-0,37 -0,38 -0,01§|-0,37 -0,39 -0,02

01 -0,06 -0,09 -0,03[-0,06 -0,09 -0,02}(-0,06 -0,09 -0,03}f-0,06 -0,09 -0,03§|-0,07 -0,10 -0,04
X(B) ]-0,06 -0,09 -0,03 -0,03 0,01 +0,04]-0,03 +0,01 +0,03}{-0,02 +0,01 +0,04§|-0,03 0,02 0,04
X(D) (-0,03 0,00 0,03-0,03 0,11 0,14 0,14 0,06 -0,08}-0,03 -0,02 +0,01}+0,13 +0,06 -0,07
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Figura 5.8. Diferencia de densidad de carga entre Soy S; para las

moléculas estudiadas. Los valores y escala de colores representan la

diferencia de densidad de carga para cada fragmento.

5.2.5. Momentos dipolares

Se calcularon los momentos dipolares para los estados So y S1y se

obtuvieron los Ap tedricos (Tabla 5-3). Los vectores de los momentos

dipolares para cada estado se representan en la figura 5.8. De manera

general se observa que los momentos dipolares de las moléculas 1,6 y 8

varian en la misma direccion que sus analogos monosustituidos 7ZAHC y FE.

Notablemente la molécula 3 muestra el menor valor de Ap (51 D). Los

vectores de momento dipolar, junto con los FMOs, sugieren que es una

molécula de la serie FE, con un momento dipolar atenuado debido a la

influencia del grupo dador fuerte unido en la posicion 7.

Tabla 5.3. Momentos dipolares calculados (u) para los estados So, S1y Au

para todos los compuestos optimizados.

Momento Dipolar p (D)

FE

7AHC

1

3

6

8

So(N) Si(N*)  An

57 139 82

So(N) Si(N*)  An

73 248 175

So(N) Si(N*)  Ap

6.6 258 19.2

So(N) Si(N*)  Ap

74 125 5.1

So(N) Si(N*)  Ap

6.4 18.0 11.6

So(N) Si(N*)  Ap

6.0 164 103
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Figura 5.9. Momentos dipolares calculados para el estado fundamental So
en rojo y excitado S; en azul para 7AHC, Fe, 13,6 y 8. La direccion de la
flecha va de carga negativa a positiva.

5.3. Determinacion de momentos dipolares

experimentales

La diferencia del momento dipolar entre el estado fundamental y
excitado fue estimada al aplicar la ecuacién de L-M (Ecuacion 5.1, seccion 5,1)
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a un grafico del corrimiento de Stokes versus la funcién de polarizabilidad
(Ecuacion 5.4):

o) (-
= (2e+1) (227 +1) 4

El radio de Onsager fue fijado (Figura 59) como 8,89 A para las
moléculas que tienen grupos dimetilamino en posiciéon 2 (Serie FE) y 10,75 A
para los que tienen dicho grupo en posicion 7 (Serie 7ZAHC)

Figura 5.10. Radio de Onsager considerado como la distancia entre el
grupo dador y el carbonilo.

Para determinar correctamente las longitudes de onda de emision
para las moléculas que presentan emision dual utilizadas en el calculo del
corrimiento de Stokes se realizaron deconvoluciones espectrales para cada
molécula en los diferentes solventes utilizados. Para esto se utilizd una
funcion Log-normal (LN) tal como se describe en el capitulo 3.1.6. Las
deconvoluciones espectrales se muestran en la seccion 5.6. La longitud de
onda de absorcion se extrae directamente de los espectros de absorcion.
Esta informacion se encuentra publicada en (Cita)

5.4. Comparacion de los valores experimentales

y tedricos

Las diferencias entre los valores tedricos y experimentales se muestran
en la tabla 5-4. Estas son minimas para las moléculas que no tienen
sustituyentes, como FE y 7AHC (5-10%) mostrando una mayor concordancia
entre los datos simulados y los obtenidos experimentalmente.
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Tabla 5.4. Au tedricos y experimentales para las moléculas estudiadas

Serie 7AHC Serie FE
Dye AM LM AU cc AAU Dye AU LM Al cc | AAp
7AHC 15,92 17,5 1,6 FE 8,0 8,2 0,2
1 13,8 19,2 54 3 7,8 51 -2,7
6 8,1 1,6 35
8 8,1 10,3 2,2

Aumv= Momento dipolar experimental y Ay cc = Momento dipolar tedrico.
Valores en Debye

Para las series FEy 7AHC a medida que aumenta la deslocalizacion de
la molécula, las diferencias entre los valores tedricos y experimentales
también aumentan (Figura XX). Por otro lado, para 3, el valor experimental
es menor que el simulado, lo que contrasta con el comportamiento
observado en el resto de las moléculas.

20
e 6 A 8 + FE X

18

=3 x 1 x 7AHC
16 X

14 X
12
10 A m

4 Experimental
Teorico

r

Deslocalizacion

Figura 5.11. Momentos dipolares experimentales y tedricos para las
moléculas estudiadas. El ordenamiento va por grado de deslocalizacion
creciente de derecha a izquierda

Considerando de manera integral todos los resultados obtenidos de
las simulaciones, se puede concluir que se comete un error al considerar
radios de Onsager fijos para el calculo del momento dipolar en todas las
moléculas de la serie. Esta conclusion es clara para la progresion de
moléculas FE, 8 y 6 en las que a medida que aumenta la deslocalizacion le
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diferencia del valor simulado con el experimental aumenta. Esto sugiere
subestimacion del radio de Onsager. Particularmente la molécula 6 muestra
la transferencia de carga mas extendida que sus companeras de serie. En el
otro extremo, el compuesto 3, muestra una diferencia negativa entre los A
experimentales y tedricos. La deslocalizacion es menos extendida debido a
gue dos donantes fuertes compiten por la transferencia de carga desde una
posicion opuesta. Si bien la transferencia de carga es mas efectiva desde la
posicion 2 el radio de Onsager considerado deberia ser mas corto que en FE.

5.5. Conclusiones

Se realizaron simulaciones computacionales tanto en estado
fundamental como excitado N* para dos series de 3HCs que presentan
transferencia de carga desde distintas posiciones. También se calcularon los
momentos dipolares utilizando métodos espectroscdpicos basados en la
ecuacion de L-M.

Las simulaciones permitieron determinar las variaciones de
propiedades clave como parametros geométricos, interacciones
intermoleculares, FMOS y distribuciones de carga que dejan en evidencia el
efecto que tienen los distintos grupos sustituyentes en la distancia de
transferencia de carga. Los resultados obtenidos concuerdan con la
informacion experimental y explican el comportamiento de fluorescencia
para la serie FE. Por otro se encuentra que la ausencia de ESIPT en 7AHC se
asocia a que en el estado excitado no se ve favorecida la transferencia del
proton puesto que el carbonilo (carbono 4) se vuelve positivo y el oxidrilo
(carbono 3) negativo, haciéndose mas acido en lugar de mas basico.

Se contrastaron los datos tedricos de los momentos dipolares con los
experimentales. Para los ultimos, se considerd un radio de Onsager fijo
correspondiente para la distancia entre el dador y el aceptor de carga para
las moléculas base 7AHC y FE. Se llega a la conclusion de que considerar el
radio de Onsager de esta manera en moléculas que tienen mas de un grupo
electronico acoplado deriva en un error en la determinacion de los
momentos dipolares. Este hecho queda en evidencia en moléculas como 6
y 1 en las que la deslocalizacion se extiende a regiones moleculares mas
alejadas del aceptor de electrones, o 3 en donde sucede lo contrario. En
ambos casos los momentos dipolares se subestima o sobreestima
respectivamente.
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Se concluye que para determinar el radio de Onsager en moléculas
gue no tienen el par dador-aceptor en los extremos de la molécula o en las
gue existen otros grupos que afectan electronicamente a la molécula es de
vital importancia determinar la distancia a la cual se da la transferencia de
carga. Esta distancia deja de ser puntual entre dos atomos (dador y aceptor)
y se puede visualizar como una densidad de carga que migra de una region

de la molécula hacia otra.
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Figura 5.11. Deconvolucién espectral de 3 en (A) Heptano, (B)
Metilciclohexano, (C) p-Xileno, (D) Tolueno, (E) Dietil éter, (F) Dioxano, (G)
THF, (H) Acetato de etilo (I) DCM, (J) Acetona y (K)DMSO y (L) Etanol.
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Figura 5.12. Deconvolucién espectral de 6 en (A) Heptano, (B)

Metilciclohexano, (C) p-Xileno, (D) Tolueno, (E) Dietil éter, (F) Dioxano, (G)
THF, (H) Acetato de etilo (I) DCM, (J) Acetona y (K)DMSO vy (L) Etanol.
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Figura 5.13. Deconvolucion espectral de 8 en (A) Heptano, (B)

Metilciclohexano, (C) p-Xileno, (D) Tolueno, (E) Dietil éter, (F) Dioxano, (G)
THF, (H) Acetato de etilo (I) DCM, (J) Acetona y (K)DMSO y (L) Etanol.
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Resumen



Pagina 203



El desarrollo de nuevos farmacos es un proceso complejo y altamente
costoso que suele llevar mas de una década desde las etapas iniciales de
investigacion hasta la aprobacion por parte de la autoridad regulatoria. Las
campanas de cribado tienen como objetivo encontrar hits factibles para ser
optimizados en etapas posteriores, pero No necesariamente listas para salir
al mercado. Encontrar moléculas promisorias de manera precisa en una
campana de HTS mejora significativamente el proceso subsecuente de
desarrollo de farmacos, permitiendo un enfoque mas eficiente y dirigido en
las etapas de optimizacion.

Uno de los principales desafios de la implementacion del HTS es el
desarrollo de ensayos que puedan determinar con exactitud qué molécula
de la biblioteca a testear produce el efecto bioldégico deseado. La
metodologia debe ser estadisticamente robusta, reproducible y de bajo
costo. En particular, los ensayos de fluorescencia destacan por su elevada
sensibilidad, rapida respuesta y caracter no son destructivos para la muestra.
Estos ensayos requieren el desarrollo de sondas fluorescentes que se unan
a la proteina de estudioy que, en presenciade una molécula que actua sobre
el blanco proteico, produzcan un cambio en la emisiéon de fluorescencia.

Existen dos enfoques principales para la deteccion de proteinas: el
enzimatico, en el que el cambio de fluorescencia se da por una reaccion
enzimatica, y el no enzimatico, en el que el cambio ocurre por la union de la
sonda a la proteina. El enfoque no enzimatico es el menos explorado en la
literatura y, por ende, cuenta con menos aplicaciones comerciales. Sin
embargo, presenta ventajas al permite el estudio de una mayor diversidad
de proteinas y ser extrapolable a otros blancos biolégicos mediante la
modificacion de la region molecular de la sonda que proporciona la
selectividad.

El objetivo de esta tesis fue, en primer lugar, sintetizar sondas
fluorescentes sensibles al entorno aplicables a la deteccion de sistemas
proteicos no enzimaticos. En segundo lugar, se busco desarrollar un método
de fluorescencia robusto, reproducible, confiable y aplicable en un HTS.

En la introduccion se detallan los conceptos basicos del recorrido de
una molécula para llegar a ser un farmaco comercial, con énfasis en el uso
de HTS como herramienta primaria para identificar moléculas
prometedoras a ser optimizadas. También se explican los principios de la

Pagina 204



espectroscopia de fluorescencia y como esta técnica puede proporcionar
informacion sobre el entorno de un fluoréforo. Finalmente, se presenta
informacion sobre los dos tipos de fluoroforos utilizados en este trabajo: 3-
hidroxicromonas, sensibles a la polaridad del entorno, y BODIPYs meso
sustituido, sensibles a la viscosidad o volumen libre del medio.

En el Capitulo 2 se presentaron las sintesis de distintas sondas
fluorescentes sensibles al entorno derivadas de 3-hidroxicromonas y
BODIPYs. Para la sintesis de ambos, se exploraron tanto los enfoques
tradicionales y actuales. Los BODIPYs fueron sintetizados usando como
precursores aldehidos y derivados de acido. En el caso de estos ultimos, se
analizd el uso de cloruros de acido comerciales y sintetizados en el
laboratorio, encontrando que la sintesis en el laboratorio introdujo
impurezas que disminuyeron la eficiencia de la reaccion. Para la sintesis del
fluordforo Br-3HC, la implementacion de rutas modernas de sintesis, como
el uso de pirrolidina o catalizadores de transferencia de fase no mejoro los
rendimientos.

Para la sintesis de las sondas fluorescentes, se explord la reaccion de
acoplamiento de Sonogashira utilizando ioduros y bromuros de arilo
acoplados a los fluordforos. Para estos ultimos se hizo un analisis de la
reactividad y optimizacion de la sintesis. Se lograron obtener siete sondas
fluorescentes: cinco especificas para la proteina hCAll, una para FABP2y una
ultima derivada de morfolina, Util para estudiar liposomas.

En cuanto a la obtencion de las sondas especificas para hCAll, los
rendimientos fueron inferiores a los esperados en la reaccion de
Sonogashira. Los ligandos derivados de sulfonamidas presentaron
problemas de solubilidad, lo que afectd negativamente los rendimientos
finales.

En el Capitulo 4, la metodologia propuesta fue optimizada y validada
utilizando un sistema proteico que une moléculas pequenas de manera no
especifica (HSA). Se utilizaron tres de los fluoréforos generados (I-BDP, H-
BDP y BDP-morfolina), para los cuales se realizaron multiples titulaciones,
detectando intensidad de fluorescencia como senal. Los resultados
obtenidos se compararon con la informacion bibliografica disponible,
demostrando la precision y robustez del enfoque implementado.
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El comportamiento intrinseco de fluorescencia fue explorado para el
sistema |-BDP/HSA, utilizando anisotropia y tiempos de vida de
fluorescencia, que no dependen de la concentracion de fluoroforo como si
lo hace la intensidad. Los resultados de tiempo de vida mostraron que el
aumento de la intensidad de fluorescencia en BODIPYs esta mas
relacionado con un incremento en la solubilidad que con cambios en el
volumen libre en el entorno del rotor. Ademas, la titulacion detectando
anisotropia fue consistente con los resultados obtenidos utilizando
intensidad de fluorescencia, lo que refuerza la robustez del método, incluso
ante fendmenos de agregacion de los fluoroforos.

Se determind con una precision del 1,2% el AGunisn de la warfarina por
HSA, validando asi la metodologia para identificar inhibidores competitivos
con Kp del orden de las sondas utilizadas.

En el caso del sistema H-BDP/HSA, se amplid la informacion
disponible sobre el sitio de union del fluoréforo. Se valido la estequiometria
de unidén a un unico sitio, determinando que corresponde al dominio A
(sitio 1),y se confirmd indirectamente la existencia de FRET entre |la proteina
y el fluoroéforo.

Una vez validada la metodologia con HSA, se evaluaron las
determinaciones de union y desplazamiento utilizando sondas especificas
para la proteina hCAIl. Se obtuvieron constantes de disociacion para las
sondas BDP-Amida, BDP-Ester y 3HC-Amina a partir de los dos tipos de
determinaciones propuestas (secuencial e independiente), obteniéndose
resultados congruentes respecto a moléculas similares reportadas en
bibliografia. Posteriormente, utilizando BDP-Amida, se realizé un ensayo de
desplazamiento con un inhibidor competitivo de Kp conocida y del orden de
los sub-micromolar. Este ensayo permitié estimar con una precision de 4,15
% de error el AGunien, Validando asi la metodologia para identificar inhibidores
competitivos que muestran un rango de Kp que va de micromolar, a
submicromolar.

Se realizaron deconvoluciones espectrales de la sonda 3HC-Amina en
distintos solventes organicos proticos y aproticos, ademas de hCAll, lo que
permitié caracterizar el entorno del sitio de unién. Los resultados obtenidos
indicaron que el entorno al que se une la sonda es proético pero presenta algo
de hidrofobicidad. Esta observacion experimental se contrastd con estudios
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de docking molecular, gue mostraron un entorno expuesto al solvente, pero
en las inmediaciones de las zonas hidrofobicas de la superficie proteica.

La sonda BDP-Amina no mostro respuesta de fluorescencia ni en
hCAIl ni en HSA. Se realizaron dinamicas moleculares que mostraron
estabilidad en el complejo ligando-proteina en los 100 ns simulados. Sin
embargo, un estudio conformacional a partir de métodos computacionales
semi-empiricos reveld que la conformacion mas estable es aquella en la que
la molécula se encuentra plegada sobre si misma, sugiriendo que el costo
energético para romper las interacciones intermoleculares es mayor que el
AGunisn. ESto se respalda por la falta de unidn con HSA donde la regidon
molecular responsable del binding es diferente (BODIPY).

En el caso del sistema BDP-Ac/FABP2, se observé un comportamiento
contrario al esperado, con un decrecimiento en la intensidad de
fluorescencia. La constante de disociacion, (mayor a las reportadas para
acidos carboxilicos de cadena larga), sugiere que la sonda presenta afinidad
a la proteina por toda su estructura en si, y no solamente por la region del
acido carboxilico. Esto se correlaciona con los valores de Kp reportados para
ligandos con acidos de cadena corta y estructuras rigidas acopladas. El
estudio del modo de unidn de la sonda en el sitio de la proteina concluyd
gue el decrecimiento en la intensidad de fluorescencia se debe a que la
sonda ingresa completamente a la proteina e interacciona con residuos de
tirosinas (interaccion pi-pi). Estos residuos suelen producir quenching de
fluordforos en sistemas proteicos.

Finalmente, al comparar en conjunto todos los valores obtenidos de
Ko con los datos bibliograficos y convertirlos a energias libres, se confirmo la
precision y robustez de la metodologia adoptada. Aunque el objetivo
principal de esta tesis no es el de desarrollar una metodologia para
determinar la Kp con precision, la exactitud obtenida resalta la robustez del
meétodo. Esto es asi puesto que los valores de Kp son la Unica métrica
disponible para comparar los resultados obtenidos con datos reportados en
bibliografia.

Independientemente del tipo de determinacion (titulacion secuencial
unica o medidas independientes con réplicas), el error en las
determinaciones no superd el 8%. Estos resultados indican que el desarrollo
de un ensayo simple a partir de las sondas desarrolladas, con la metodologia
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aplicada, es factible, obteniendo datos precisos de manera rapiday eficiente
a pesar de la variabilidad experimental intrinseca. Dado que los valores de
Ko obtenidos para las distintas sondas se encuentran en el rango de 1-5 uM
y que la metodologia permite identificar ligandos competitivos con Kp del
mismo orden o inferiores, se puede concluir que el ensayo desarrollado es
transferible a condiciones de HTS.

En el Capitulo 5 se realizaron simulaciones computacionales tanto en
estado fundamental como excitado para dos series de 3HCs que presentan
transferencia de carga desde distintas posiciones. También se calcularon los
momentos dipolares utilizando métodos espectroscdpicos basados en la
ecuacion de L-M. Las simulaciones permitieron determinar las variaciones
de propiedades clave como parametros geométricos, interacciones
intermoleculares, FMOS y distribuciones de carga que dejan en evidencia el
efecto que tienen los distintos grupos sustituyentes en la distancia de
transferencia de carga. Los resultados obtenidos concuerdan con la
informacion experimental y explican el comportamiento de fluorescencia
para la serie FE. Por otro lado, se encontré que la ausencia de ESIPT en 7AHC
se asocia a que en el estado excitado no se ve favorecida la transferencia del
proton, puesto que el carbonilo (carbono 4) se vuelve positivo y el oxidrilo
(carbono 3) negativo, haciéndose mas acido en lugar de mas basico.

Se contrastaron los datos tedricos de los momentos dipolares con los
experimentales. Para los ultimos, se considerd un radio de Onsager fijo
correspondiente para la distancia entre el dador y el aceptor de carga para
las moléculas base 7AHC y FE. Se concluye que considerar el radio de
Onsager de esta manera en moléculas que tienen mas de un grupo
electronico acoplado deriva en un error en la determinacion de los
momentos dipolares. Este hecho queda en evidencia en moléculas como 6
y 1, en las que la deslocalizacion se extiende a regiones moleculares mas
alejadas del aceptor de electrones.
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