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Resumen

La imagenologia molecular implica visualizar la expresién de moléculas tipicas de un proceso bioldgico
mediante la acumulacidon selectiva de un agente de imagen en el sistema blanco. Un agente de
imagen especificamente dirigido a un blanco molecular esta constituido por una molécula vector
conjugada a wuna sonda radioactiva o fluorescente. Los derivados de BODIPYs
(4-4-diflouro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos), son compuestos quimicos que por sus propiedades
quimicas y Opticas, han sido ampliamente utilizados para la generacion de compuestos fluorescentes.
En este trabajo se propone el desarrollo de un nuevo agente de imagen derivado de BODIPY pasible
de ser conjugado a una biomolécula en ambientes acuosos y en entornos bioldégicos mediante la
reaccion de cicloadicion entre los grupos funcionales 1,2,4,5-tetrazina y trans-cicloocteno. Para ello,
inicialmente se realizé la sintesis de formil-BODIPY (compuesto 3) y posteriormente se conjugdé con la
metiltetraina a través del grupo funcional aminoxi, obteniéndose el producto deseado. EIl producto
obtenido fue caracterizado mediante técnicas espectroscépicas y se evaluaron sus propiedades
Opticas. Seguidamente se estudio la reaccion de cicloadicion con el derivado trans-cicloocteno in vitro
y su efecto sobre las propiedades fluorescentes del conjugado. De esta forma fue posible constatar un
incremento de la intensidad de fluorescencia de hasta 5 veces su valor inicial. Ademas, se evalué su
eficacia como marcador molecular in vitro mediante electroforesis y ensayos de ELISA. También se
constato la velocidad de reaccién sobre la superficie del anticuerpo monoclonal.



Abreviaturas

ACN: acetonitrilo

BF;OEt,: eterato de trifluoruro de boro

BODIPY: 4-4-diflouro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno

CC: cromatografia en columna

CCF: cromatografia en capa fina

Cy5: indodicarbocianina

COSY: espectroscopia de resonancia magnética bidimensional (del inglés, correlation spectroscopy)
DCM: diclorometano

DCE: dicloroetano

DDAQ: 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona

DIPEA: N,N-diisopropiletilamina

DMF: dimetilformamida

DMSO: dimetilsulfoxido

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (del inglés, Enzyme Linked Immunosorbent
Assay)

Eq: equivalentes

EtOH: etanol

FRAP: recuperacion de fluorescencia tras fotoblanqueo (del inglés, fluorescence recovery after
photobleaching)

FRET: transferencia de energia fluorescente por resonancia(del inglés, fluorescence resonance energy
transfer)

Her2/herceptin: trastuzumab

HMBC: resonancia magnética nuclear de correlacion (del inglés, heteronuclear multiple bond
correlation)

HPLC: cromatografia liquida de alta performance (del inglés, high performance liquid
chromatography)

HSQC: resonancia magnética nuclear de correlacion (del inglés, heteronuclear single quantum
coherence)

MeOH: metanol

p-TsOH: acido p-toluensulfénico

PBS: amortiguador de fosfato salino (del inglés, phosphate buffered saline)

PET: trasnferencia de electrones fotoinducida (del ingés, photoinduced electron transfer)

PFA: paraformaldehido

POCI;: cloruro de fosforilo

RMN: resonancia magnética nuclear

T.A.: temperatura ambiente

TBET: transferencia de energia a través de enlace (del inglés, through bond energy transfer)
TCO: trans-cicloocteno

THF: tetrahidrofurano

Tz: tetrazina

UV: ultravioleta



| Introduccion

La imagenologia abarca diferentes modalidades de imagen. Las técnicas mas tradicionales incluyen,
en orden cronoldgico: la radiografia, la microscopia electrénica, el ultrasonido, la resonancia magnética
nuclear, las tomografias de emisién de positrones, la resonancia magnética y la tomografia
computada. La imagen Optica es una de las modalidades de imagen mas versatil y mas utilizada tanto
en la practica clinica como en investigacion. Incluye técnicas basadas en diferentes caracteristicas de
la interaccioén de la luz con los tejidos como son: la absorcion, la emision, la reflectividad, la dispersion,
la polarizacion y la fluorescencia. Dichas caracteristicas se utilizan como fuente de contraste en las
imagenes."

Muchas de las técnicas mencionadas anteriormente se desarrollaron para visualizar cambios
macroscopicos a nivel fisico y fisioldégico en los seres vivos. Por lo tanto, no permiten identificar las
modificaciones a nivel molecular que provocan dicho tipo de cambios. La imagenologia molecular en
cambio, se encarga de visualizar y cuantificar, en tiempo real y de forma no invasiva, los sucesos
bioquimicos a nivel celular y subcelular dentro de células vivas, tejidos y organismos. Para ello suele
combinar el uso de instrumentos especializados, sondas moleculares y caracteristicas intrinsecas de
los tejidos como fuente de contraste de la imagen.? Las técnicas de imagen molecular pueden brindar
informacion tanto cuantitativa como cualitativa de procesos normales y patoldgicos a nivel celular y
subcelular. Mas relevante aun, muchas de estas técnicas pueden ser utilizadas in vivo ya que fueron
disefiadas con el objetivo de no ser invasivas para el organismo a estudiar. Las técnicas de imagen
Optica y de medicina nuclear son técnicas de imagenologia molecular. Estas se basan en la utilizacién
de agentes de imagen blanco especificos que contienen en su composicion sondas fluorescentes o
atomos radiactivos respectivamente. El uso de estos agentes idealmente permite obtener informacién
acerca de los cambios celulares y subcelulares que ocurren en tiempo real y con gran resolucion.
Debido a lo mencionado previamente, la imagenologia molecular ha revolucionado como se observan
y caracterizan las distintas vias moleculares en toda su complejidad y dinamismo dentro de los
organismos vivos.>*

Dentro de la imagenologia molecular éptica, la imagenologia de fluorescencia permite estudiar la
ubicacion y concentraciéon de moléculas en solucién, en células, tejidos y hasta organismos integros.
Dicha estrategia es imprescindible en el estudio de estructuras y funciones celulares, vias de
sefalizacién e interacciones moleculares dentro de los sistemas biolégicos. Para cumplir con todos las
funciones mencionadas, se utilizan distintas técnicas de fluorescencia que pueden aplicarse tanto in
vitro como in vivo. Dentro de las técnicas mencionadas se encuentran: la transferencia de energia
fluorescente por resonancia (FRET), la recuperacién de fluorescencia tras fotoblanqueo (FRAP), la
citometria de flujo, la microscopia de fluorescencia, la microscopia confocal de fluorescencia y la
tomografia de fluorescencia.>® Todas las técnicas mencionadas requieren del uso de diversas sondas
fluorescentes capaces de unirse a diferentes moléculas problema y emitir una sefal de contraste
detectable.

Debido a que en las estrategias de fluorescencia se detectan fotones de baja energia, en aplicaciones
in vivo la profundidad que se puede alcanzar a nivel tejido es poca. La capacidad de penetracién de la
sefnal se encuentra limitada a pocos centimetros debido a la interaccion de la luz con los distintos



componentes de los tejidos a estudiar. En particular, dicha limitacién es causada por la absorcién y
dispersion de la luz de los propios tejidos en estudio. Ademas, en la mayoria de los ensayos de
diagnéstico (e.g. citopatologia, citometria de flujo, microscopia) la sefal de fondo producida por el
marcado con ligandos fluorescentes suele ser un problema a optimizar.” Debido a las limitantes
mencionadas, sigue haciendo falta producir fluorocromos biocompatibles y eficientes que tengan una
sefal de fondo nula. Para ello, se continian desarrollando nuevos fluorocromos con mejores
rendimientos cuanticos, alta fotoestabilidad, estabilidad quimica y baja citotoxicidad.

La quimica bioortogonal tiene como fin la funcionalizacion de moléculas de interés con sondas de
diversos tipos para su analisis. Para ello emplea diferentes reacciones quimicas compatibles con
sistemas biologicos que son selectivas y rapidas. El objetivo final es modificar especificamente a las
moléculas blanco con grupos funcionales particulares y ajenos a los sistemas bioldgicos para luego
utilizar dichos grupos en procesos de ligacion covalente con una sonda de eleccion.®

En el presente trabajo se buscé combinar la sintesis de fluoréforos y una estrategia de quimica
bioortogonal con las cuales el grupo de investigacion posee experiencia,’'? para desarrollar un agente
de imagen nuevo con caracteristicas opticas y fisicoquimicas optimas para su aplicacion in vitro e in
Vivo.



Il. Marco Teorico

Il.I  Fotoluminiscencia y Sondas Fluorescentes

El fendmeno de fotoluminiscencia se caracteriza por la emisién espontanea de luz producida por una
sustancia que se encuentra en un estado energético excitado debido a una previa absorcién de
fotones. Dependiendo de la naturaleza del estado excitado del cual surge la emision, se pueden
diferenciar dos procesos: fluorescencia y fosforescencia.™

La mayoria de las moléculas en su estado electrénico basal se encuentran en un estado singulete (S,)
con sus electrones apareados con spines opuestos. Cuando estas se exponen a ondas
electromagnéticas y absorben energia, suelen pasar a un estado singulete excitado (i.e. S;, S,). Es
decir, que al incidir sobre una molécula con un haz de luz de determinada longitud de onda, se puede
promover uno de los dos electrones de spin opuesto - que se encuentran en un orbital molecular basal
- a un orbital molecular de mayor energia, sin cambiar la multiplicidad de spin. Este tipo de transiciones
se denominan transiciones singulete-singulete. Ademas, dependiendo de la energia absorbida, el
electron puede pasar a cualquier estado vibracional de cualquier estado singulete excitado.™

Existen casos en los cuales al excitar a un electrén, este ademas de ser promovido a un estado
excitado, cambia la multiplicidad de su espin. De esta forma, quedan dos electrones con espines
paralelos en la molécula. Estos estados excitados se denominan estados triplete (i.e. T,) y presentan
menores energias a iguales configuraciones que sus contrapartes en estado singulete. En la Figura Il.
1. se puede observar una representacion de lo explicado anteriormente.
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Figura 1l.1. Representacion de los niveles de energia de los diferentes estados con sus espin correspondientes.

El proceso de absorciéon de fotones por parte de una molécula suele suceder en el entorno de los 10"
s. Luego de que una molécula es excitada tras la absorcion de energia, la misma permanece en el
estado excitado un tiempo determinado. En dicho tiempo, la molécula puede experimentar distintos
procesos no radiativos para luego retornar, de forma espontanea, al estado basal (S,) a través de un
proceso radiativo. Para explicar los procesos radiativos y no radiativos que ocurren luego del
fendmeno de absorcion de la luz, se suele utilizar un diagrama de Perrin-Jablonski como el que se
muestra en la Figura 11.2. En el diagrama, se pueden observar distintos niveles de energia para el
estado singulete (S,, S; ¥y S,) y para el estado triplete (T, y T,). Cada uno de los estados electrénicos
de energia representados tiene asociados diferentes estados vibracionales de energia en los que las
moléculas se pueden hallar. Ademas, se encuentran explicitadas en el diagrama algunas de las
distintas transiciones entre estados que se pueden dar. La absorcion de energia esta representada por



las flechas verticales ascendentes. Estas comienzan desde el estado vibracional mas bajo del estado
electrénico singulete basal (S,) porque la mayoria de las moléculas se encuentran en dicho estado a
temperatura ambiente. No obstante, la excitacién de una molécula puede darse desde un estado
vibracional excitado del estado S,. Esto ultimo explica que los espectros de absorcion y fluorescencia
puedan solaparse como se muestra mas adelante.™
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Figura 11.2. Diagrama de Perrin-Jablonski. Las lineas verticales azul y violeta se corresponden con fenémenos
de absorcién. En verde se puede observar el decaimiento radiativo a través de fluorescencia. En rojo se puede
observar el decaimiento radiativo a través de fosforescencia. La linea punteada se corresponde con el fenémeno
de conversién interna. La linea continua transversal representa el fenémeno de cruce entre sistemas.

Una vez que las moléculas absorben energia, suelen perder parte de la misma debido a la relajacion
vibracional. La energia vibracional excedente puede ser transferida al disolvente a través de colisiones
efectivas entre la molécula excitada y las moléculas del disolvente que la rodean. Ademas, si las
moléculas son excitadas a estados electronicos mayores que S,, pueden experimentar un proceso de
conversion interna hacia S,. Este proceso es una transicion no radiativa que se da entre dos estados
electronicos excitados que poseen la misma multiplicidad de spin. En solucién, a este proceso le sigue
la relajacién vibracional hacia el nivel vibracional mas bajo del estado electronico S;. Estas
transiciones suelen ocurrir en el orden de los 10"? s luego de la excitacion. La conversion interna
desde el nivel S; al S, también es posible pero menos eficiente ya que hay una diferencia de energia
mucho mayor entre los niveles S, y S, que entre los niveles S, y S;.

El entrecruzamiento de sistemas es otra transicidén no radiativa posible. Esta se da entre dos estados
vibracionales isoenergéticos correspondientes a estados vibracionales de diferentes multiplicidades
alrededor de los 10° s. A modo de ejemplo, una molécula excitada en el nivel vibracional 0 del estado
S, puede moverse al nivel vibracional isoenergético del estado triplete T,. Luego, la relajaciéon
vibracional lleva a la molécula al estado vibracional mas bajo del estado electronico T,. Este tipo de
transicion es posible si hay una correspondencia entre el momento magnético de spin y el momento
magnético de orbital.



Se denomina fosforescencia al decaimiento radiativo de una molécula desde el estado T, al estado
basal. Para que dicho fendbmeno suceda, la molécula debe atravesar el proceso explicado en el parrafo
anterior. La vida media de una molécula en el estado excitado T, se encuentra entre 10° y 10 s. Dichos
tiempos extensos se deben a que las transiciones del tipo T, —»S, son transiciones prohibidas.
Ademas, debido a la lentitud de la emisidn, el fendmeno de fosforescencia no se observa cominmente
en solucion a temperatura ambiente ya que otros procesos compiten con el mismo.

El decaimiento radiativo de una molécula dado desde un estado excitado singulete se denomina
fluorescencia. Aunque la emision de un fotdn es un proceso igual de rapido que la absorcién de un
fotén, las moléculas excitadas permanecen en el estado S; una cierta cantidad de tiempo antes de
decaer por alguna de las vias ya mencionadas. Debido a esto, luego de excitar una poblacion de
moléculas con un pulso de luz corto se observa una disminucion exponencial de la intensidad de
fluorescencia a un tiempo caracteristico. El tiempo caracteristico mencionado refleja la vida media
promedio de las moléculas en el estado excitado S, y suele encontrarse entre los 10"°y 107 s.

El espectro de fluorescencia se encuentra desplazado hacia longitudes de onda mayores (menor
energia) respecto al espectro de absorcion debido a la pérdida de energia del estado excitado
causada por la relajacién vibracional. Siguiendo la regla de Stokes, la longitud de onda emitida por
fluorescencia siempre debe ser mayor a la longitud de onda absorbida. Aun asi, en la mayoria de los
casos, el espectro de absorcion de una molécula suele solaparse con el espectro de emision de
fluorescencia. Esto puede explicarse si se tiene en cuenta que a temperatura ambiente, alguna
fraccion de las moléculas del compuesto a observar se encuentran en un estado vibracional mayor al 0
del estado electronico basal. Dicho fenédmeno puede minimizarse disminuyendo la temperatura.'™

Por otro lado, existen procesos de relajacion para las moléculas excitadas que son no radiativos y se
dan a través de las interacciones intermoleculares. Algunos ejemplos de estas ultimas interacciones
mencionadas son: formacion de excimeros, cambios conformacionales, transferencias de protones,
transferencias de electrones, transferencia de carga intermolecular. El proceso de relajacion de una
molécula en particular va a ser determinado por el tiempo en el cual ocurren los diferentes fendmenos
para dicha molécula. La misma va a relajarse con mayor probabilidad por el proceso que ocurra mas
rapido.™

Los disolventes producen un efecto sobre los espectros observados de las diferentes moléculas.
Dichos efectos pueden ser generales o especificos para un fluoréforo. Los efectos generales de un
disolvente sobre la fluorescencia de una molécula van a depender de su polaridad. Esto se debe a que
involucran la interaccién de un dipolo permanente del fluoréforo, que se mantiene tanto en el estado
basal como en el estado excitado del mismo, con el campo inducido por las moléculas del disolvente.
La interaccion lleva a las moléculas del disolvente a reorganizarse alrededor de las moléculas del
fluoréforo y estabilizan a las moléculas que se encuentran en estado excitado. Una constante
dieléctrica mayor suele provocar un corrimiento de la fluorescencia hacia longitudes de onda aun
mayores (menos frecuencia). A su vez, cuanto mas apolares son los fluoréforos, menos se ven
afectados por la polaridad de los disolventes.

Los efectos especificos de un disolvente sobre la fluorescencia de una molécula van a deberse a la
interaccion quimica que haya entre las moléculas excitadas del fluoréforo y las moléculas del
disolvente que la rodean. Las interacciones posibles mas importantes son la formacion de enlaces de



hidrogeno, interacciones del tipo acido-base y la transferencia de carga donde un electron del
fluoréforo se transfiere a otro grupo al excitarse.

Los efectos especificos de los disolventes suelen acompanar a los efectos generales, en particular los
solventes muy polarizables suelen ser capaces de formar enlaces de hidrégeno. Los efectos
especificos de los disolventes ocurren cuando el solvente reacciona con el fluoréforo por lo que solo se
necesita una pequena cantidad del disolvente reactivo para observar su efecto. Ademas, la especie
nueva formada suele poseer una banda caracteristica nueva de fluorescencia.'®'’

Se le denomina quenching a los procesos que producen una disminucion de la intensidad de
fluorescencia de una solucion. Dentro de estos procesos se encuentra el quenching colisional, proceso
en el cual el fluoréforo en su estado excitado decae debido al contacto con otra molécula. Un quencher
comun es el oxigeno molecular que puede encontrarse disuelto en soluciones. A su vez, hay procesos
no moleculares que producen una disminucion en la intensidad de fluorescencia observada. Un
ejemplo de esto ultimo es la atenuacién de la luz incidente producida por las propias moléculas del
fluoréforo u otra molécula absorbente. Si el fluoréforo se encuentra a una concentracion muy elevada,
las moléculas que se encuentran mas cercanas a la fuente de luz van a absorber todos los fotones
disponibles. Esto provoca que las moléculas que se encuentran en porciones de la solucibn mas
lejanas a la fuente no reciban fotones por Io que no se logran excitar y no pueden emitir. De esta
forma, la intensidad de fluorescencia observada se correspondera con la emision de una porcion de
las moléculas en solucion. Debido a esto, las soluciones muy concentradas de fluoréforos suelen emitir
menos fluorescencia que las soluciones de concentracion intermedia.

La fluorescencia es una propiedad importante de las moléculas que se puede cuantificar mediante el
estudio del rendimiento cuantico de la molécula y la vida media. El rendimiento cuantico de
fluorescencia estd dado por la relacién entre los fotones emitidos por fluorescencia durante todo el
proceso de relajacion y los fotones absorbidos por la molécula, por lo que el valor siempre es menor a
1.'® Este valor se puede hallar de forma relativa, reportandose en relacion a estandares conocidos
siguiendo la Ecuacion 11.1:"

E
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Ecuacion 1l.1. Definicion de rendimiento cudntico relativo. ST hace referencia a los valores correspondientes al
compuesto estandar. X hace referencia a los valores relativos al compuesto problema. A representa los valores
de absorbancia, E representa la intensidad de fluorescencia integrada y n es el indice de refraccion del medio
utilizado.

1.1l Fluorocromos

Las moléculas fluorescentes se denominan fluorocromos o fluoréforos. Dichas moléculas suelen ser
compuestos organicos aromaticos. Existen fluorocromos naturales quimicos como la quinina y el
cofactor NADH y también sintéticos. Para el desarrollo de los segundos, suelen utilizarse como
bloques de construccién los compuestos observados en la Figura 11.3. También existen moléculas



fluorescentes proteicas ya que tres de los aminoacidos aromaticos que las componen son
fluorocromos. Los aminoacidos mencionados son el triptofano, la tirosina y la fenilalanina.

a) »
(0)

Figura 1l.3. Ejemplos de bloques de construccion para moléculas fluorescentes. Estos son: a) xanteno, b)

cianina, c) fenatreno, d) cumarina, e) antraceno, f) pireno, g) acridina, h) perileno, i) naftaleno. (Los colores

representados son a modo de ejemplo ya que los maximos de fluorescencia reales seran afectados por el
disolvente utilizado y los sustituyentes que presenten dichos compuestos.)

Otra familia importante de fluorocromos son los derivados de borodipirrometano, los
4-4-difuoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos (también conocidos por su marca registrada por Molecular
Probes, Inc.: BODIPYs). Los mismos fueron descubiertos accidentalmente en 1968 por Treibs y
Kreuzer al combinar 2,4-dimetilpirrol y anhidrido acético en presencia de BF;OEt.?° Sin embargo, los
mismos no fueron de interés general hasta mediados de los afios 90 cuando comenzaron a ensayarse
como base para laseres de colorante, componentes para células fotoeléctricas y agentes de imagen.
Estos compuestos, cuyo rango de emisién va desde el verde al infrarrojo cercano, son compuestos
quimicos que por sus propiedades quimicas y Opticas, han sido ampliamente utilizados para la
generacion de compuestos fluorescentes.?’ Dentro de las caracteristicas mencionadas se destacan
una fuerte absorcion de la luz visible, elevado coeficiente de absortividad molar (¢, > 7 x 10* M~'cm™),
espectros de absorcion y emision agudos que presentan un pequefo corrimiento de Stokes (alrededor
de 10 nm) e intensidades de fluorescencia elevadas (rendimiento cuantico, ® = 0.5-0.9). También es
importante destacar que casi no presentan transiciones al estado triplete y que la vida media de su
fluorescencia suele encontrarse en los hanosegundos. Ademas, estos compuestos son generalmente
estables frente a la luz y a otras moléculas, sus propiedades no suelen depender de la polaridad del
disolvente en el que se encuentran, no suelen agregarse en solucion y pueden ser funcionalizados
para mejorar su solubilidad.

En la Eigura 1l.4. se puede observar la estructura base del BODIPY. La posicion del carbono central
(C8) de la misma se denomina como meso, al igual que en el dipirrometano. Los carbonos adyacentes



al nitrégeno (C3 y C5) se denominan como carbonos a mientras que los restantes (C6 y C7) son
carbonos f3.
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Eigura 11.4. a) Estructura central BODIPY con su enumeracion IUPAC. b) Estructuras resonantes con cargas
formales explicitadas.

Las estrategias de sintesis de los distintos nucleos centrales de BODIPYs surgen de la quimica de
porfirinas. En las estrategias como la mostrada en la Figura I1.5., se da primero la condensacion del
pirrol con un electrofilo - pueden utilizarse distintos cloruro de acido o aldehidos aromaticos - en medio
acido para formar el dipirrometano correspondiente. Luego se produce la oxidacién del dipirrometano
al dipirrometeno correspondiente utilizando DDQ (2,3-Dicloro-5,6-Diciano-1,4-benzoquinona) o cloranil.
Este paso suele hacerse de forma directa debido a la inestabilidad que presentan los dipirrometanos
frente a la luz, el oxigeno y los acidos. Luego se agrega una base en exceso y eterato de trifluoruro de
boro para formar el producto final complejado con boro.

H* [O] BF3'Et20
l/ \5 + —_— —_— —_—
N S = X RN base
H H™~0 \_NH HN—7 \_NH N=

Figura |1.5. Estrategia de sintesis de BODIPYs utilizando benzaldehido como electrdfilo.

En la estrategia de sintesis exhibida en la Figura II.6., primero se da la condensacion del pirrol con un
grupo acilo que puede ser provisto por cloruros de acido, anhidridos u ortoésteres. Dicha
condensacién provoca la formacion de un intermedio acilado en la posicion C2 del pirrol que muy
rapidamente reacciona con otra molécula de pirrol para formar el derivado dipirrometeno
correspondiente. A su vez, se puede utilizar esta metodologia para obtener dipirrometenos asimétricos
si en este paso de reaccidon se logra aislar el acilpirrol producido. Una vez aislado, mediante otra
condensacion en medio acido, se agrega un derivado de pirrol diferente al utilizado inicialmente. Una
vez obtenido el acilpirrol, se produce el derivado borado de la misma forma que en la estrategia
descrita anteriormente.
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Figura |1.6. Estrategia de sintesis de BODIPYs a través de un intermediario dipirrometeno.

Una tercera estrategia, mostrada en la Figura 1l.7., implica la autocondensacion de un
pirrol-2-carbaldehido mediada por oxicloruro de fésforo. En primer lugar se colocan a reaccionar un
derivado pirrol-carbaldehido de interés junto con POCI; a temperatura ambiente. En dicho proceso se
forma el dipirrometeno correspondiente mediante la autocondensacién del pirrol-carbaldehido. Se ha
propuesto que en este proceso se pierde un carbono en forma de mondxido de carbono. Luego, se
termina de formar el compuesto mediante la adicién de BF;Et,0.
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Figura Il.7. a) Estrategia de sintesis de BODIPYs utilizando oxicloruro de fésforo. b) Mecanismo de reaccion
propuesto.

Il.III Bioconjugacion

De forma amplia, el término bioconjugacion hace referencia a la unidon de dos o mas moléculas
mediante un enlace covalente que tiene como resultado la obtencién de una molécula de mayor
complejidad que combina las propiedades individuales de ambas. De esta forma se pueden combinar
tanto compuestos sintéticos como naturales con caracteristicas individuales conocidas para obtener
entidades hibridas que mantengan dichas caracteristicas y sean capaces de cumplir un propdsito
especifico.??

La quimica bio-conjugacional es sumamente importante en la sintesis de sondas asi como también en
el acople de sondas de imagen con pequeias moléculas, macromoléculas o nanoestructuras. Existe
en la literatura una amplia coleccion de reacciones quimicas y bioquimicas para marcar una gran
variedad de grupos funcionales localizados en objetivos moleculares de forma especifica en
condiciones diversas que van desde in vitro hasta in vivo. La seleccion de una estrategia adecuada de
bioconjugacion es de gran importancia para lograr marcar de forma exitosa las moléculas objetivo para
imagenologia. A la hora de realizar dicha seleccion se debe tener en cuenta la compatibilidad de las
reacciones a elegir con la molécula objetivo y el medio de reaccién, asi como también la eficiencia de




la marcacion. El marcado de moléculas con con fluoréforos o radionucleidos de periodo de
semidesintegracién corta de corta vida media requiere reacciones con un rendimiento elevado y
cinética rapida.

Debido a sus diversos roles como mediadores de actividades y funciones en los organismos, las
proteinas suelen ser un blanco preferencial a transformar para lograr realizar una accion de interés
tanto in vitro como in vivo. Debido a lo mencionado anteriormente es que también son un blanco
preferencial para las modificaciones bio-conjugacionales. La unién de una proteina a su ligando puede
servir como una herramienta de deteccion y analisis de dicho ligando; siempre que la proteina pueda
ser observada mediante algun método. Producir proteinas marcadas con alta especificidad por un
ligando de interés es uno de los roles mas importantes de las técnicas de bioconjugacion. Idealmente,
al producir un derivado conjugado de una proteina, la misma deberia retener su actividad intacta y
sumar una nueva funcién que le permita ser detectada. A modo de ejemplo, un anticuerpo marcado
con un fluoréforo debe ser capaz de reconocer a su antigeno de igual forma que el anticuerpo libre y
ademas emitir fluorescencia.?*??

[l.Ill.a  Estrategia de conjugacion Bio-ortogonal.

Las distintas reacciones quimicas bio-ortogonales han surgido como herramientas capaces de realizar
modificaciones quimicas sobre biomoléculas en los entornos celulares. Estas implican el uso de
grupos funcionales que no suelen encontrarse en los sistemas biolégicos, que reaccionan
selectivamente entre si, en un medio acuoso y que son inertes frente a otras funcionalidades
biolégicas. Entre las reacciones descritas recientemente como bio-ortogonales se destaca la reaccion
de cicloadicion [4+2] entre 1,2,4,5-tetrazinas (TZ) y trans-cicloocteno (TCO) como una novedosa
herramienta de bioconjugacion.?*?® En la Figura 11.8 se puede observar un esquema de la reaccion
mencionada.
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Figura 11.8. Reaccién de cicloadicion entre 1,2,4,5-tetrazinas y trans-cicloocteno.

Las reacciones del tipo “click” de cicloadicién son muy rapidas. Esto tiene como ventaja que se puede
dar a concentraciones bajas, similares a las concentraciones intracelulares de proteinas. Ademas se
dan en condiciones acuosas a pH similar al fisiolégico con una alta selectividad. Estas caracteristicas
permiten que dicha reaccion sea Optima para aplicaciones bioldgicas.?*

I.IIl.b Reaccion de Diels-Alder de demanda inversa de electrones

Las 1,2,4,5-tetrazinas pueden reaccionar a temperatura ambiente con dienofilos ricos en electrones
mediante la reaccion de Diels-Alder de demanda inversa de electrones (IEDDA, del inglés: Inverse
electron-demand Diels—Alder reaction). Esta reaccion se da mediante una adicion-1,4 entre el sistema
dieno (-C=N-N=C-) de la tetrazina deficiente en electrones y un alqueno, formando un sistema biciclico



tensionado como se muestra en la Figura 11.9. Luego, se produce rapidamente la liberacion de un
equivalente de N, a través de un mecanismo de retro-cicloadicion [4+2], para dar la correspondiente
4,5-dihidropiridazina. Dicho compuesto se isomeriza a su 1,4-dihidro-isémero para posteriormente
oxidarse a su piridazina correspondiente.?* En la Figura 11.9 se puede observar de forma esquematica
el mecanismo desarrollado anteriormente.
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Figura 11.9. Mecanismo de reaccién dado entre 1,2,4,5-tetrazinas y un alqueno.

Se han estudiado las cinéticas de las reacciones de Diels-Alder de demanda inversa de electrones
entre tetrazinas deficientes en electrones con varios dienofilos lineales y ciclicos.'** Entre los
estudiados, el trans-cicloocteno - compuesto que presenta una elevada tension estructural - fue el
reactivo que presento la cinética mas rapida. Las diferencias en constantes de velocidad presentan un
aumento de entre 1-3 6rdenes de magnitud.’?"%

Debido a la cinética rapida que presenta la reaccion mencionada anteriormente, la misma fue de
interés para su aplicacion como reaccion para bio-conjugaciones. Las tetrazinas obtenidas en el
trabajo de Sauer et al. se hidrolizan en agua de forma muy rapida por lo que se estudiaron otras
tetrazinas sustituidas.?® El grupo de Fox y colaboradores reemplaza como sustituyente de la tetrazina a
los ésteres y grupos trifluorometilicos - que como sustituyentes desplazan fuertemente a los electrones
- por grupos aromaticos.?® Dicha sustitucidn permitid obtener derivados mas estables en medio
acuoso. Luego, el grupo de Weissleder sustituyd a la tetrazina con un grupo de bencilamina para
mejorar atin mas la estabilidad y solubilidad de estos compuestos en agua.*® Esto permitio utilizar esta
reaccion en la bioconjugacién de forma efectiva. Algunas de las tetrazinas utilizadas en bioconjugacién
se muestran en la Figura 11.10. Estas reacciones son ortogonales a una gran variedad de estructuras y
pueden darse con altos rendimientos en la mayoria de los disolventes organicos, en agua, en lisados
celulares o también en el medio celular.”*
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Figura 11.10. Ejemplos de tetrazinas sustituidas utilizadas en bioconjugacion.

[l.1ll.c Aplicaciones de la reaccién entre TZy TCO en imagen molecular

Tanto el TCO como la tetrazina son inertes frente a nucledfilos del tipo amina o tiol y presentan una
elevada especificidad de reaccion dentro de los medios biolégicos. Ademas, las reacciones IEDDA se
dan con cinéticas rapidas aun cuando la concentracion de los reactivos es muy pequefia. Debido a
esto, las ligaciones basadas en reacciones IEDDA son de las mas utilizadas dentro de las reacciones
tipo “click” como herramientas para las estrategias de pre-marcado.®'

En las estrategias tipicas de pre-marcado con reacciones bio-ortogonales, como la mostrada en la
Figura 11.11., se utiliza un proceso en dos etapas en el cual la molécula que reconoce al blanco y la
sonda se administran por separado. En la primera etapa, se une al blanco molecular primero un
anticuerpo - cuyo antigeno es especifico de la molécula blanco o célula blanco - conjugado a TCO. De
esta forma nuestro blanco se encuentra pre-marcado con el conjunto anticuerpo-TCO. Luego, en una
segunda etapa, se administra la sonda unida a una tetrazina para obtener el marcado molecular a
través de la reaccion de cicloadicion correspondiente.® Se obtiene generalmente un acople eficiente a
los 30 minutos del agregado de la tetrazina marcada, a concentraciones sub-micromolar de la misma.
Estudios de citometria e imagenes de microscopia confocal muestran que el avance de la reaccion
depende de forma proporcional al numero de moléculas de TCO que se obtengan en cada
anticuerpo.®

Este tipo de procedimiento permite en primer lugar, disminuir el tiempo de biodistribucion de la sonda a
utilizar. En segundo lugar, permite reducir la captacion inespecifica del compuesto por parte de células
y tejidos no blanco a través de la incorporacion de conectores.®
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Figura 1l.11. Estrategia de marcado utilizando pre-marcado.

Recientemente, la quimica bio-ortogonal ha sido combinada con la utilizacion de fluoréforos para la
visualizacién de procesos bioldgicos. Los fluoréforos como sonda mejoran el contraste de imagen. El
contraste de imagen es la diferencia entre la sefial de mayor intensidad y la sefial de menor intensidad
de dos puntos de una imagen. Este es importante porque sin él no se puede diferenciar entre la sefal
de fondo y el limite de resolucion del lente utilizado.®



Obijetivos

lll.I Objetivo general

El objetivo general de esta tesina de grado consiste en obtener un derivado de BODIPY
(4-4-diflouro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos) acoplado al sistema 1,2,4,5-tetrazina y su evaluacién
como agente de imagen en sistemas bioldgicos.

lll.II' Objetivos especificos

a)

f)

Diseno, sintesis y caracterizacion de un derivado de BODIPY
(4-4-diflouro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos) acoplado al sistema 1,2,4,5-tetrazina.

Estudiar sus propiedades opticas.

Evaluar las propiedades fisicoquimicas de estabilidad e hidrofilicidad/hidrofobicidad.

Estudiar la reaccion de cicloadicion entre el derivado desarrollado y un derivado
trans-cicloocteno y evaluar su uso como herramienta de conjugacion de biomoléculas.

Estudiar la reaccion de cicloadicién como estrategia de marcacion de biomoléculas en entornos
bioldgicos.

Aplicar la herramienta de bioconjugacion desarrollada, en la marcacion de un anticuerpo
monoclonal (Trastuzumab (Herceptin®)) dirigido especificamente contra receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (c-erbB-2, HER?2) utilizando un abordaje de pre-marcado.



V. Materiales y Métodos

IV.I Materiales

IV.l.a Sintesis Organica

Los reactivos utilizados para desarrollar este trabajo experimental fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.
Algunos de los disolventes anhidros utilizados fueron obtenidos comercialmente de Sigma-Aldrich y el
resto fueron destilados y secados previo a su uso en el laboratorio.

Los grados de avance de las reacciones y la pureza de los productos se examinan mediante
cromatografia en capa fina (CCF). Se utilizo silica con indicador fluorescente sobre placas de poliéster
(Alugram® Sil G/UV254) u 6xido de aluminio con indicador fluorescente sobre placas de poliéster
(Poligram® Alox N/UV254). El revelado de dichas placas fue realizado utilizando luz ultravioleta de 260
nm. La purificacion de los productos se llevo a cabo a través de cromatografia en columna y en capa
fina preparativa utilizando silica.

Los espectros de 'H-RMN y C-RMN se realizan en un equipo BRUKER DPX-400 (400 MHz),
empleando los disolventes especificados en cada caso y TMS como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millon (ppm) y los multiplicidades se
expresan utilizando las abreviaciones estandar: s = singulete, d = doblete, t = triplete, m = multiplete,
dd = doble doblete, dt = doble triplete y sa = sefal ancha. Las constantes de acoplamiento (J) se
encuentran expresadas en Hz. Los espectros de correlacion homonuclear COSY, y heteronuclear
HSQC y HMBC fueron obtenidos utilizando las secuencias de pulsos disponibles en el software del
equipo. Todos los espectros obtenidos se analizaron mediante el programa informatico Mnova.*

La espectrometria de masas se realiza en un espectrometro de masa de triple cuadrupolo TSQ
Fortis™, utilizando una fuente de ionizacién por electrospray. El voltaje de ionizacién utilizado fue 3000
V, se utilizé una polaridad positiva y una temperatura de ionizacién de 100 °C.

Los datos espectroscopicos en el UV-Visible fueron obtenidos utilizando un espectrofotémetro UV-Vis
Varian Cary 50. Los datos respecto a la emision fluorescente de los compuestos en solucién se
obtuvieron empleando el equipo ChronosFD de ISS. Los datos de absorbancia de los anticuerpos y los
conjugados realizados se tomaron empleando el equipo UV-1603 de Shimadzu Corporation. Los datos
de emisién del compuesto 4 conjugado a Herceptin-TCO se realizaron en el equipo In-Vivo MS FX
PRO de Bruker BioSpin y se analizan utilizando el software de dicho equipo.

Los estudios de HPLC se realizaron en un equipo Agilent Serie Infinity 1200. Para el analisis de
compuestos organicos se utilizd una columna C18 (Restek, 10 ym, 250 x 4.8 mm), uno de los
detectores UV se establecié a 280 nm y el otro a 480 nm.

IV.l.b Evaluacién Bioldgica

Los medios de cultivo se obtienen de Capricorn Scientific. La solucién de TripLE™ Express se obtiene
de Gibco. EI DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) utilizado es preparado segun el protocolo



estipulado por el Laboratorio de Gendmica Viral y Humana de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de San Luis Potosi, México.*” El mismo se filtra (filtros de 0.22 ym) y se
esteriliza mediante autoclave a 121°C durante 21 minutos.

La linea celular de carcinoma ductal humano BT-474 utilizada fue obtenidas de la coleccién celular de
la ATCC (American Tissue Culture Collection, cédigo ATCC HTB-20™). Dichas células se cultivan a
37°C en medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) con 10% de FBS (Suero Fetal Bovino)
como suplemento en una atmésfera de 5% de CO, (didoxido de carbono). Los experimentos de
citometria de flujo son realizados en un equipo BD Accuri™ C6.

IV.Il Métodos

IV.ll.a Sintesis organica

Sintesis de compuesto 1

Se agregan 0.5 mL (470 mg, 7 mmol) de pirrol destilado en 60 mL de dicloroetano anhidro bajo
atmaosfera de nitrégeno en un balén de 250 mL. A dicha mezcla se le agregan gota a gota 0.25 mL de
cloruro de acetilo (3.5 mmol). La reaccion se deja toda la noche a temperatura ambiente con agitacion.
Luego, se afadieron al balén de reaccion 3 mL (21 mmol) de trietilamina y 8 mL (65 mmol) de eterato
de trifluoruro de boro (BF5Et,0) sobre un bafio de hielo y se dejé reaccionar 1 h mas. Luego se realiza
un lavado con agua del crudo y la fase organica obtenida se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra
y se evapora a presién reducida. El crudo obtenido se purifica mediante CC, utilizando silica como fase
estacionaria y una mezcla de éter de petréleo/acetato de etilo 10:1 (v/v). Del proceso de purificacion se
aislé una banda amarilla fluorescente bajo luz UV de 360 nm. La fraccion fluorescente fue secada bajo
presion reducida y se obtuvo una masa de 7 mg, por lo que el rendimiento fue del 3%.

Caracterizacion espectroscopica de compuesto 1

FF

'H-NMR (400 MHz, CDCl,) &y (ppm): 7.76 (s, 2H, -pirrol-H), 7.23 (s, 2H, -pirrol-H), 6.47 (s, 2H,
-pirrol-H), 2.59 (s, 3H, -CH;). *C-NMR & (ppm): 146 (-CAr), 143 (-CAr), 135 (-CAr), 128 (-CAr), 118
(-CAr), 16 (-CHs).

Sintesis de compuesto 2

Se agregan 0.7 mL (650 mg, 7 mmol) de 2,4-dimetilpirrol en 60 mL de dicloroetano anhidro bajo
atmasfera de nitrégeno en un balén de 250 mL. A dicha mezcla se le agregan gota a gota 0.25 mL de
cloruro de acetilo (3.5 mmol). La reaccién se deja toda la noche a temperatura ambiente con agitacion.
Luego, se afadieron al balén de reaccion 6 mL (42 mmol) de trietilamina y 8 mL (65 mmol) de eterato
de trifluoruro de boro (BF;.Et,0O) sobre un bafio de hielo y se dejo reaccionar 1 h mas. Luego se realiza
un lavado con agua del crudo y la fase organica obtenida se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra



y se evapora a presioén reducida. El crudo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna,
utilizando silica como fase estacionaria y una mezcla de DCM/hexano 1:1 (v/v). Del proceso de
purificacién se aislé una banda amarilla fluorescente bajo luz UV de 360 nm. La fraccién fluorescente
fue secada bajo presion reducida y se obtuvo una masa de 133 mg, por lo que el rendimiento fue del
40%.

Caracterizacion espectroscépica de compuesto 2

FF
"H-NMR (400 MHz, CDCl,) 8, (ppm): 6.24 (s, 2H, -pirrol-H), 2.78 (s, 3H, -CHj), 2.73 (s, 3H, -CH,), 2.68
(s, 3H, -CH,), 2.58 (s, 3H, -CH,), 2.47 (s, 3H, -CH,). "C-NMR (100 MHz, CDCl;) 8 (ppm): 156.4

(-CAr), 155,3 (-CAr), 148.4 (-CAr), 147.6 (-CAr), 143.2 (-CAr), 139.2 (-CAr), 135,8 (-CAr), 131,2 (-CAr),
129.3 (-CAr), 123.2 (-CH), 121.8 (-CH), 17.3 (-CH,), 16.5 (-CH,), 15.9 (-CH,), 14.7 (-CH,), 13.6 (-CHj).

Sintesis de compuesto 3

Primero, se disuelven 360 mg (1,37 mmol) de BODIPY en 60 mL de dicloroetano anhidro bajo
atmosfera de nitrégeno en un balén de 100 mL. En otro balén de 100 mL bajo atmésfera de nitrégeno
se colocan 0.5 mL de N,N dimetilformamida (DMF) anhidro y en frio (0 - 5 °C) se le afiaden gota a gota
0.5 mL de cloruro de fosforilo (POCI;). Seguidamente, dicha mezcla se deja llegar a temperatura
ambiente y se le agregan, empleando jeringa y aguja, los 60 mL de la solucion de BODIPY. La mezcla
de reaccién se coloca con agitacion a 50 °C y bajo calentamiento a reflujo durante tres horas. Luego
de pasado el tiempo establecido, se retira la reaccion del calor y se deja llegar a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se detiene con una solucion saturada de bicarbonato de sodio
(NaHCO;) hasta alcanzar un pH de 7-8 unidades. Se procede a extraer la mezcla utilizando
diclorometano (DCM) destilado. Al culminar con el proceso de extraccion se evapora el disolvente a
presioén reducida. El producto crudo fue purificado mediante columna cromatografica utilizando silica
como fase estacionaria y DCM como fase mdvil. Se obtuvo como resultado un sélido rojo, 300 mg,
rendimiento de 75 %.%

Caracterizacion espectroscéopica de compuesto 3

F F
'H-NMR (400 MHz, CDCl,) 8, (ppm): 10.10 (s, 1H, -CHO), 6.24 (s, 1H, -pirrol-H), 2.78 (s, 3H, -CH),
2.73 (s, 3H, -CH,), 2.68 (s, 3H, -CHy), 2.58 (s, 3H, -CH,), 2.47 (s, 3H, -CH,). *C-NMR (100 MHz,
CDCl,) 8 (ppm): 186.1 (-CHO), 159.8 (-CAr), 154,9 (-CAr), 145.4 (-CAr), 143.6 (-CAr), 140.1 (-CAr),

134.8 (-CAr), 130,8 (-CAr), 125,7 (-CAr), 124.4 (-CAr), 123 (-CH), 17.9 (-CHs), 17.1 (-CH,), 14.9 (-CH,),
13.9 (-CH;,), 12.6 (-CHj).



Sintesis de compuesto 4

En un balén de 5 mL se disuelven 16 mg (0.055 mmol) del compuesto 3 en tetrahidrofurano (THF). En
otro balén se disuelven 8.5 mg de oxiaminmetil-tetrazina en 1 mL de buffer amonio-anilina (pH 4.6,
0.3M anilina). Luego se procede a mezclar el contenido de ambos balones y se deja reaccionar tapado
a temperatura ambiente durante quince horas realizando controles mediante CCF durante una hora.
Una vez cumplido el tiempo correspondiente se realizan extracciones de la mezcla de reaccidén con
DCM vy se evapora el crudo de reacciéon a vacio hasta llegar a sequedad. El crudo de reaccion se
purifica mediante cromatografia en capa fina preparativa utilizando silica de fase estacionaria y una
mezcla de acetato de etilo:hexano (8:2) como fase mdvil. Una vez corrida la placa, se aisla la banda
de Rf = 0.2 y se resuspende la silica en DCM para disolver el producto. Luego, la mezcla se filtra al
vacio y se evapora en evaporador rotatorio hasta sequedad para obtener un sodlido naranja. El
rendimiento del proceso es de un 81%.

Caracterizacion espectroscopica de compuesto 4

'H NMR (400 MHz, CDCl,) 8y, (ppm): 8.53 (d, 2H, Ar-H), 8.27 (s, 1H, =CH), 7.51 (d, 2H, Ar-H), 6.72 (s,
1H, N-H), 6.16 (s, 1H, -pirrol-H), 4.71 (s, 2H, -CH,), 4.66 (d, 2H, -CH,), 3.08 (s, 3H, Tz-CH,), 2.65 (s,
3H, -CH,), 2.58 (s, 3H, -CH,), 2.53 (s, 6H, -CHy), 2.46 (s, 3H, -CH,).

Sintesis de compuesto 5

Las distintas rutas sintéticas ensayadas para la obtencion del compuesto 5 se presentan en la Tabla
IV.1. También se incluyen las estrategias de purificacion empleadas y el rendimiento obtenido para
cada caso.



Tabla IV.1. Condiciones ensayadas para la preparacién del compuesto 5.

Reactivos

Compuesto 3 (100 mg),
acetona (624 pL)

Condiciones

p-TsOH (80 mg),
Na,SO,, EtOH (20
mL), 80°C, 72h

Purificacion

Extracciones DCM /
H,O, Cc en silica 'y
DCM:MeOH (98:2)

Rendimiento

Compuesto 3 (10 mg),
acetona (50uL)

DIPEA (10 pL), DCM
(5 mL), N,(g), 120 h

Extracciones DCM /
H,0, Ccensilicay
DCM:MeOH (98:2)

Compuesto 3 (10 mg),
acetona (50 uL)

KoCOs5 (7,7 mg),
18-corona-6 (15 mg),
DCM (5 mL), N, (g),

120 h

Extracciones DCM /
H,O, Cc en silicay
DCM:MeOH (98:2)

Compuesto 3 (10 mg),
acetona (50 L)

NaOH (2.2 mg),
DCM (5 mL), N, (g),
120 h

Extracciones DCM /
H,O, Ccensilicay
DCM:MeOH (98:2)

Compuesto 3 (100 mg),
acetona (644 pL)

p-TsOH (79 mg),

Na,SO,, DCM (20

mL), 60°C, 72h, N,
(9)

Extracciones NaHCO; /
DCM, cromatografia en
capa fina en silicay
DCM

5%

Compuesto 3 (100 mg),
PhPceton (146 mg)

THF (5 mL), 48 h

Extracciones DCM /
H,O, cromatografia en
capa fina en silica 'y
DCM

Compuesto 3 (50 mg),
PhPceton (73 mg)

Trietilamina (0.03
mL), DCM (15 mL),
72 h

Extracciones DCM /
H,O, cromatografia en
capa fina en silicay
DCM

15%

Caracterizacion espectroscopica de compuesto 5

'H NMR (400 MHz, CDCl,) 8, (ppm): 7.56 (d, 1H, =CH, J = 16.4 Hz), 6.43 (d, 1H, =CH, J = 16.4 Hz),
6.16 (s, 1H, -pirrol-H), 2.67 (s, 3H, -CH,), 2.66 (s, 3H, -CH,), 2.55 (s, 3H, -CH,), 2.50 (s, 6H, -CH,), 2.45
(s, 3H, -CHy), 2.36 (s, 3H, -CH,).



IV.ll.b Caracterizacioén fisicoquimica

Determinacion de los espectros de absorcion y emision

Para realizar los espectros de emision y absorcion de fluorescencia en el equipo ChronosFD se
realizaron soluciones 1 uM y 10 uM en los siguientes disolventes: acetonitrilo, metanol, PBS y tolueno.

Determinacion de los espectros de absorbancia

Para realizar los espectros de absorbancia en espectrofotémetro UV-Vis Varian Cary 50 se realizan
soluciones de 1 uM a partir de la solucion stock del compuesto 4 (1 mg/mL en AcN) en los siguientes
disolventes: acetona, acetonitrilo, metanol y PBS.

Determinacion de perfiles de HPLC de los compuestos

Se determinaron los perfiles de HPLC del compuesto 3, del compuesto 4 y de la Tz de partida
utilizando el método 2. El método 2 utilizado implica un flujo isocratico de 50% Agua/TFA 0.1% (A) y
50% ACN (B) durante 22 min (1 mL/min).

Determinacion de la estabilidad del Compuesto 4

La estabilidad in vitro del compuesto 4 se evalué en primer lugar a 25°C en PBS. Para ello, luego de 1,
2, 4,y 8 h de incubacién se controlé por HPLC el estado del mismo. Ademas, se evalué la estabilidad
del compuesto 4 en cuatro soluciones de diferentes pH: acetato (pH = 3.5), acetato (pH = 4,6),
bicarbonato (pH = 9,1) y buffer fosfato (pH = 11). Luego de una incubacion de 2 h en las mismas, se
evalud la integridad del compuesto mediante HPLC. El método 1 utilizado consiste de un gradiente
lineal Agua/TFA 0.1% (A) y AcN (B), 0-20 min 0-100% B 2-22 min 100-0% B. El método 2 utilizado
implica una mezcla constante de 50% Agua/TFA 0.1% (A) y 50% AcN (B) durante 22 min. Para el
analisis que implican anticuerpos se utilizé una columna de proteina Waters. EI método 3 utilizado
consiste de 100% buffer fosfato (pH = 7) filtrado (A) durante 30 min.

Determinacion del coeficiente de reparto

La determinacion del coeficiente de reparto fue realizada mediante la técnica “Shake-flask”.* Para ello
se incuba con agitacion durante 24 horas una concentracion de 10 uM de compuesto 4 en 3 mL de una
mezcla 1:1 de octanol:PBS. Dicho proceso se realiza por triplicado. Luego de cumplido el tiempo de
incubacién se separa la fase acuosa y organica. Se mide mediante fluorescencia la concentracién de
compuesto 4 en cada una de dichas fases por triplicado. Con los resultados obtenidos se calcula el log
P utilizando la Ecuacion IV.1.

[C] octanol
€T s

Ecuacion 1V.1. Definicion del coeficiente de reparto para soluciones en PBS.

logD = log



Determinacion del rendimiento cuantico

La determinacién del rendimiento cuantico fue realizada de forma relativa, utilizando el método de
punto Unico con el compuesto 2 como standard.*>*" Para ello se realizaron medidas de absorbancia de
soluciones 1 uM para ambos compuestos en metanol, utilizando la misma longitud de onda en ambos
casos. La longitud de onda utilizada debe ser la misma que se utilice después como longitud de onda
de excitacién. Segun los valores de absorbancia obtenidos, se realizaron diluciones de dichas
soluciones de forma tal de lograr una absorbancia de entre 0.04 y 0.05 UA en cada una. No se realizan
medidas de absorbancia de 0.05 UA directamente debido al error que conllevaria. Luego, se utilizan
las soluciones realizadas para obtener espectros de emision de fluorescencia, excitando a 490 nm.
Utilizando el software del fluorimetro, se integra la curva de emision obtenida del espectro para ambos
compuestos. Una vez obtenidos todos los datos necesarios, se calculé el rendimiento cuantico relativo
del compuesto 4. Como se utiliza el mismo disolvente para ambos fluoréforos, la Ecuacion 1.1
mencionada en el marco tedrico se puede simplificar a la siguiente expresion:

CI) _ CI) AST Ex
X ST\ A E
X ST

Ecuacioén 1V.2. Definicién de rendimiento cuantico relativo. ST hace referencia a los valores correspondientes al
compuesto estandar. X hace referencia a los valores relativos al compuesto problema. A representa los valores
de absorbancia y E representa la intensidad de fluorescencia integrada.

Con esta ultima expresion se halla el valor del rendimiento cuantico relativo del compuesto 4.

IV.ll.c Caracterizacion in vitro del compuesto 4

Conjugacién de trastuzumab con TCO

Para conjugar con TCO se eligio el anticuerpo comercial trastuzumab (anticuerpo anti-HER2). Para la
conjugacion del mismo, en primer lugar se toman con jeringa estéril 0.3 mL de la solucion stock de
trastuzumab (440 mg en 20 mL). El volumen obtenido se purifica utilizando un centricon de 30 kDa.
Luego se mide la absorbancia a 280 nm de la solucién obtenida y se calcula la concentracion de dicha
solucién (¢ = 1.4 cm mg”' mL). Una vez obtenida la solucion de anticuerpo, se realiza la conjugacion
con NHS-TCO en una relacion molar 10:1 TCO:trastuzumab. Para la conjugaciéon entonces se le
agregan 20 pL de buffer Na,CO4;/NaHCO; (1M, pH = 9.5) a una alicuota de 2 mg (13 nmol) del
anticuerpo y se controla la solucion resultante con tiras de pH. Luego, se adicionan lentamente 7 pL de
NHS-TCO disuelto en DMSO (Click Chemistry Tools, 5 mg/mL, 160 nmol) y PBS (pH = 7.4, 0.3
osmolar) en una cantidad suficiente para lograr un volumen final de 500 pL. La mezcla de reaccion
obtenida se incuba 30 min en agitacion y oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente, se purifica
por PD-10 con PBS (pH = 7.4, 0.3 osmolar) y se determina la concentracion final de la misma forma
descrita anteriormente. La disolucién obtenida se almacena a 4 °C para su uso.



Titulacion del conjugado trastuzumab-TCO con el compuesto 4

El nimero de TCO reactivos por molécula de Herceptin se determiné realizando la cicloadicion para
relaciones molares crecientes del compuesto 4 respecto al trastuzumab-TCO. En particular, se
incubaron alicuotas de 100 ug del anticuerpo conjugado con 1, 3, 5, 7, 9 y 10 equivalentes del
compuesto 4. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 30 min. Luego, se sembraron alicuotas de
cada reaccion en un gel de poliacrilamida al 10% y se resolvieron mediante electroforesis utilizando un
buffer de corrida TAE al 1%. Se adquieren y procesan las imagenes del gel utilizando el software
Bruker Multiespectral. Se determind la cantidad de compuesto 4 unido mediante la fluorescencia
asociada a las bandas de trastuzumab-TCO. Luego también se realizé la tincién de proteinas con azul
de Coomassie para confirmar la ubicacion de las bandas trastuzumab-TCO y el marcador de peso
molecular.

ELISA

Para realizar el ensayo de elisa se utiliza una placa de 96 pocillos (Greiner bio-one 655061). En primer
lugar se incuba toda la noche 100 yL de una solucién del receptor Her2 recombinante humano (4
Mg/uL, YCP1045 Speed BioSystems) a los pocillos problema y 100 yL de una solucion de BSA (4
Mg/uLl) a los pocillos control. Al otro dia, se descarta la solucién de los pocillos y se realizan tres
lavados con PBS-Tween 0.2%. Luego, se adicionan 300 pL de solucion de bloqueo PBS-BSA 5% a
todos los pocillos y se deja incubar 1 h. Después de descartar la solucién de bloqueo, se realizan otros
tres lavados con PBS-Tween 0.2%. A continuacion, se realizan los tratamientos correspondientes de
los pocillos. A dos pocillos (uno con BSA y otro con HER2 siempre) se les adiciona 100 pyL de
trastuzumab-TCO 0.1 ug/uL conjugado el dia anterior. A otros dos pocillos se les adiciona
trastuzumab-TCO-compuesto 4 0.1 ug/pL, también conjugado el dia anterior. Por ultimo, al ultimo par
de pocillos se les adiciona trastuzumab-TCO-Cy3 0.1 mg/mL conjugado previamente. Las soluciones
mencionadas se dejan incubar durante 1 h a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo, se realizan tres
lavados con PBS-Tween 0.2%. Luego se adicionan 100 puL de compuesto 4 (7 eq) a los pocillos donde
se incubd trastuzumab-TCO y se deja reaccionar durante 1 h a 37 °C. Se elimina la solucién y se
realizan tres lavados con PBS-Tween 0.2% sobre estos ultimos pocillos. Para finalizar, se mide la
fluorescencia de los pocillos de la placa.

Cultivo Celular

Para realizar los subcultivos de las células primero se lavan los cultivos con una solucion de buffer
DPBS (pH = 7.4 y osmolaridad = 0.3). Este paso permite eliminar completamente el medio de cultivo
suplementado de las células y por lo tanto asegurar que sus componentes no interfieran con la accion
del método quimico elegido para disgregar las células del cultivo. Luego de realizado el lavado, se
utiliza una solucion de tripsina-EDTA (0.05% m/v en buffer DPBS) o TrypLE™ Express para obtener la
suspension de células que sera utilizada para realizar el subcultivo o el ensayo pertinente. El EDTA
colabora quelando el ion calcio que participa en las uniones celulares mediadas por cadherinas,
provocando su desorganizacion y facilitando el acceso a las proteasas. La solucion de TrypLE™
Express utilizada presenta una proteasa recombinante pura y EDTA (1.1 mM). Como dicha enzima no



es de origen animal se encuentra libre de otros posibles contaminantes proteicos y resulta en un
disgregado celular mas suave y controlado.

Citometria de flujo

Para realizar los ensayos de citometria de flujo se crece la linea celular a ensayar con su medio de
cultivo correspondiente a 37 °C y en atmdsfera controlada con 5% de CO, hasta obtener un 85% de
confluencia. Una vez alcanzada dicha confluencia, se levantan las células utilizando TrypLE™, se
centrifugan y se cuentan. Una vez contadas las células, las mismas se lavan con un volumen
apropiado de PBS 0.5% BSA. Las mismas se centrifugan y se fijan con una solucién de 2% de PFA en
frio durante 15 minutos. Una vez transcurrido el tiempo estipulado, las células se centrifugan y lavan
dos veces con PBS 0.5% BSA. Luego se realiza el bloqueo de las células, para ello se incuban con
una solucion de PBS 5% BSA durante 20 minutos. Tras realizar el bloqueo, se realizan dos lavados
con PBS 0.5% BSA. Al finalizar los lavados, se realizan alicuotas de forma tal de obtener 3 x 10°
células en 200 pL para cada condicidon a ensayar. Se incuba a las alicuotas con los anticuerpos
marcados durante 2 horas a 4 °C y a 37 °C. Después de que se realiza la tincién se lavan las células
dos veces con PBS 0.5% BSA. Por ultimo, se resuspenden las células en 200 uL de PBS.



V. Resultados v Discusion

V.I Quimica

En la presente tesina de grado se plante6 como objetivo quimico central el disefio, sintesis y
caracterizacion fisicoquimica de al menos un compuesto hibrido capaz de actuar como sonda
fluorescente y de reaccionar de forma bio-ortogonal, al portar el fragmento tetrazina, con un derivado
trans-cicloocteno (Figura V.I.1.). Como primera aproximacién para cumplir con dicho objetivo se realizé
el disefo, sintesis y caracterizacién fisicoquimica de una sonda fluorescente BODIPY y derivados
estructurales de ésta. Para ello, se aprovecharon, ademas de las caracteristicas excelentes de los
mismos como fluordforos, el “know how” adquirido de los trabajos de investigacion previos realizados
en el grupo™'. Ademas, se seleccionaron derivados de tetrazina segun la experiencia en quimica
bio-ortogonal previa del grupo y se adquirieron de proveedores reconocidos.®
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Fragmento capaz de actuar como reaccionar de forma bio-ortogonal
sonda fluorescente en el proceso de bio-conjugacion
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Figura V.I.1. Esquema de la estrategia de trabajo planteada. Representacion de la estructura quimica general
de la sonda fluorescente BODIPY, del fragmento tetrazina y del producto hibridizado objeto de dicho trabajo final
de tesis.

En primer lugar, se buscé preparar 8-metil-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos
(8-metilBODIPY) siguiendo la estrategia mostrada en la Figura V.I.2. Para ello, se agregaron 2
equivalentes de pirrol recién destilado en 60 mL de diclorometano que fue previamente destilado y
secado. A la solucién anterior se le agrego 1 equivalente de cloruro de acetilo gota a gota y se dejo 12
h a temperatura ambiente con agitacion. De esta forma, se pretende lograr que el pirrol excedente se
encuentre disponible para reaccionar con el 2-acetilpirrol formado para producir el dipirrometeno de
interés. Transcurrido el tiempo establecido, se agregan 3 mL (21 mmol) de trietilamina y 8 mL (65
mmol) de eterato de trifluoruro de boro (BF;Et,0O) en bafio de hielo para formar el complejo borado
fluorescente. Una vez agregados dichos reactivos, la mezcla se deja reaccionar 2 h mas. Se obtiene
un crudo rojo oscuro. Para el work-up, se realiza un lavado con agua del crudo y la fase organica
obtenida se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y se evapora a presién reducida. El crudo
obtenido se purifica mediante cromatografia en columna, utilizando silica como fase estacionaria y una



mezcla de éter de petroleo/acetato de etilo 10:1 (v/v) como fase mdvil.*? Se aislaron dos bandas, una
naranja y una rosada; ambas resultaron ser fluorescentes a 280 nm y 400 nm. Luego, ambas
fracciones se secaron a presién reducida para obtener masas de 0.3 mg y 0.1 mg respectivamente.
Dichas bandas se analizaron mediante RMN y se determiné que el producto de interés se corresponde
con la banda rosada. El rendimiento de la reaccion obtenido fue de 3 %, lo cual fue muy desalentador
como rendimiento de un reactivo de partida para el producto de interés. La reaccion se realizé una vez
mas, cambiando el disolvente por DCM anhidro, pero no se logré mejorar el rendimiento obtenido.
Cabe destacar que en la bibliografia utilizada se plantea un rendimiento de entre un 21% y un 33%
para la obtencién del producto, debido a lo cual se habia seleccionado dicha estrategia de sintesis.
Aunque se intentaron emular las condiciones sintéticas planteadas, no se obtuvieron resultados
semejantes.

Es importante resaltar que las posiciones a de los dipirrometenos y del nucleo BODIPY son
susceptibles a ser atacadas por nucledfilos. Se encuentran reportes en bibliografia de casos en los
cuales una vez formado el intermediario dipirrometeno en la sintesis del nucleo BODIPY, dicho
intermediario es atacado en posicion a por una molécula adicional de pirrol.*? Se plantea entonces que
la banda naranja observada durante el proceso de purificacion se deba a la formacion de dicho
producto secundario.

0N , 9 eweern /N . /N o Cy)\s BF; Et,0 C{K@
N )J\C, N N N\_NH N=/ EwN2n N\_N.__Nx
H H H F/B\F

Figura V.I.2. Estrategia de sintesis de 8-metilBODIPY.

El rendimiento de la sintesis del 8-metilBODIPY fue extremadamente bajo como para poder utilizarlo
como reactivo de partida para la ruta sintética de interés Debido a esto, se buscé disefiar una ruta
sintética alternativa para la preparacion del BODIPY de partida. Para ello se eligié utilizar el
2,4-dimetilpirrol como reactivo para la preparacion de
4-4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (1,3,5,7,8-pentamietiiBODIPY, (Eigura
V.I.3). Utilizando un pirrol sustituido, se protegen las posiciones q, intentando evitar la formacion de
productos secundarios. La sintesis se realizdé de forma similar al proceso sintético anterior. Para dicha
reaccion se agregaron 2 equivalentes de 2,4-dimetilpirrol recién destilado en 60 mL de diclorometano
seco, bajo atmésfera de nitrogeno. A esta disolucion se le agregd gota a gota, un equivalente de
cloruro de acetilo. La mezcla de reaccion se dejé toda la noche a temperatura ambiente con agitacion.
Luego, se afiadieron al balon de reaccion 6 mL (42 mmol) de trietilamina y 8 mL (65 mmol) de eterato
de trifluoruro de boro (BF;Et,0) sobre un bafio de hielo para formar el complejo fluorescente. Tras
agregar los ultimos dos reactivos a la mezcla de reaccion, la misma se deja en agitacion durante 1 h.
Para el work-up, se realiza un lavado con agua del crudo y la fase organica obtenida se seca con
sulfato de sodio anhidro, se filtra y se evapora a presion reducida. El crudo obtenido se purifica
mediante cromatografia en columna, utilizando silica como fase estacionaria y una mezcla de
DCM/hexano 1:1 (v/v) como fase movil. Del proceso de purificacion se aislé una banda amarilla
fluorescente bajo luz UV de 360 nm. La fraccion fluorescente fue secada bajo presiéon reducida y se



obtuvo una masa de 0.254 g, por lo que el rendimiento fue del 40 %. EIl producto obtenido fue
analizado mediante RMN, pudiendo determinar su estructura y su pureza.
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Figura V.I.3. Estrategia de sintesis de 1,3,5,7,8-pentamietiiBODIPY.

En la quimica del pirrol, la deslocalizacion del par de electrones libre del nitrdgeno del mismo provee
de una mayor densidad de carga negativa a los carbonos del anillo permitiendo que reaccione a través
de reacciones de sustitucion electrofilica aromatica. Esto sucede también en los demas sistemas 1
excedentes como el furano y el tiofeno.*® Dichas reacciones producen de forma mayoritaria derivados
sustituidos en la posicion a, es decir, sobre el C2. Esto puede explicarse analizando los intermedios de
reaccion posibles producidos en la reaccién luego de ataques sobre cada una de las posiciones. En la
Figura V.I.4 se puede observar la deslocalizacion de cargas producida cuando un electréfilo se
adiciona tanto en posicidon a como en posicion . Como se puede observar en la figura mencionada, en
los ataques sobre la posicién a la carga positiva generada se distribuye entre tres atomos (N, C3 y C5)
mientras que en los ataques sobre la posicidon B se distribuye entre dos atomos (N, C2). Como en los
ataques sobre la posicion a se da una redistribucion de cargas por resonancia entre mas atomos, el
intermedio catiénico a formar es mas estable y por lo tanto, la barrera energética a sobrepasar para
obtenerlo es mas pequefia.** Esto Ultimo puede observarse en el diagrama de energia potencial de la

Figura V.1.4.
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Figura V.I.4. a) Deslocalizacién de cargas del intermediario de reaccién. b) Diagrama de energia potencial vs.
coordenada de reaccion

Una vez formado el intermediario catiénico, se recupera la aromaticidad del heterociclo mediante la
pérdida del proton del carbono a. El derivado 2-acetilpirrol formado a través de dicha sustitucion
electrofilica aromatica vuelve a reaccionar en la ruta de sintesis planteada. En este caso, el pirrol



excedente presente en la mezcla de reaccion actia como nucledfilo en otra sustitucion electrofilica
aromatica, atacando al carbonilo del 2-acetilpirrol para formar el metil-dipirrometeno correspondiente.
La descripcion del mecanismo sintético planteado es valida para las dos sintesis de derivados BODIPY
realizadas.

Una vez que se obtuvo el reactivo de partida en cantidades suficientes, se realizé la sintesis del
compuesto 3, mediante la acilacion de 1,3,5,7,8-pentamietiiBODIPY. Dicho compuesto se logré
sintetizar con un rendimiento del 65 % siguiendo la estrategia planteada en la Eigura V.I.5. En primer
lugar, se mezclan con agitacion magnética en un balon con atmosfera de nitrogeno y sobre un bafio de
hielo, DMF anhidro y un equivalente de oxicloruro de fésforo. Por otro lado, en otro balén se disuelve
un equivalente del compuesto 2 (1,3,5,7,8-pentametil BODIPY) bajo atmésfera de nitrogeno en DCE
anhidro. Luego se agrega el contenido del segundo balén al primero y se lleva la mezcla de reaccién a
50 °C en un bano de aceite. La reaccion transcurre durante 2 horas y luego se realiza el work-up del
crudo. El mismo presenta un aspecto rojo oscuro, no traslicido. Luego de agregar un volumen
suficiente de una solucion saturada de bicarbonato de sodio de forma tal de alcanzar un pH = 7, se
realizan extracciones de la fase acuosa con DCM. Una vez obtenida la fase organica, esta se seca con
sulfato de sodio anhidro y se evapora al vacio. El crudo obtenido se purifica mediante cromatografia en
columna. La primera banda de dicha cromatografia corresponde al pentametil bodipy sin reaccionar y
la segunda banda se corresponde con el compuesto 3.

DMF, POClI3

DCE
50°C,2h

Figura V.I.5. Estrategia de sintesis para la formilacién del BODIPY.

La adicion de uno o dos grupos funcionales aldehido a las posiciones 3 del complejo bodipy central se
encuentra bien caracterizada en la literatura.®®**" Esta reaccién se da a través de un mecanismo del
tipo Vilsmeier-Haack,*® mostrado paso a paso en el Esquema V.1.1, en el cual en primer lugar se forma
in situ el electréfilo de Vilsmeier mediante la interaccion de un equivalente de DMF con un equivalente
de POCI;. Una vez formado el ion iminio electréfilo, la reaccion procede a través de un mecanismo de
sustitucion electrofilica aromatica, en este caso, sobre una de las posiciones B del BODIPY. Para
lograr obtener el grupo aldehido como producto final debe darse la hidrdlisis del ion iminio mediante el
agregado de una solucién basica.
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Esquema V.I.1. Mecanismo de Vilsmeier-Haak adaptado a la sintesis descrita.

Para lograr identificar los productos intermedios y los productos finales, en esta tesis de grado se ha
trabajado, fundamentalmente, con la técnica de RMN. La misma constituye una herramienta
fundamental para la determinacion estructural de compuestos organicos. Entre sus caracteristicas
principales se destacan: 1- Requiere pequefias cantidades de muestra; 2- Generalmente permite
recuperar la muestra analizada; 3- Proporciona gran cantidad de informacién acerca de la estructura
del compuesto; 4- En el caso de moléculas relativamente sencillas puede proporcionar la estructura de
la misma; 5- se puede utilizar con gran variedad de nucleos: 'H, *C, N, °F, 3'"P (ya que cualquier
atomo con numero atémico o masa atémica impar tiene spin nuclear y se puede analizar mediante un
equipo de resonancia).

Como se menciona en el punto 3, en los espectros de RMN se puede recabar informacién diversa
sobre las moléculas analizadas. En el caso del espectro unidimensional de resonancia magnética de
proton, 'H-RMN, dentro de esta informacion se puede destacar: el nimero de protones diferentes que
presenta la molécula, la cantidad presente de cada tipo de protdn, el entorno quimico de los distintos
protones encontrados (caracteristica que se refleja en el desplazamiento quimico de los protones) y la
relacién existente entre los grupos de protones vecinos (reflejado en la multiplicidad/desdoblamiento
de las sefiales). En el espectro de "H-RMN correspondiente al compuesto 3 (Figura V.1.6) se pueden
observar todas las caracteristicas mencionadas anteriormente.

Los espectros unidimensionales de resonancia magnética nuclear de carbono, *C-RMN, también nos
brindan informacién estructural importante. Con esta técnica se puede obtener informacién respecto al
numero de carbonos diferentes presentes en la molécula problema y del entorno quimico de dichos
carbonos. Como el tiempo de relajacion de los distintos carbonos es diferente, en este caso no se
puede extrapolar el numero de atomos que presentan el mismo comportamiento de la integracion de
las sefiales. Asimismo, como el *C no es un isétopo muy abundante, en estos espectros no se
observan acoplamientos entre carbonos vecinos.

Los espectros de RMN bidimensionales también aportaron informacion importante para la elucidacion
estructural de los productos de interés obtenidos en este trabajo final. En particular, se utilizaron las
técnicas COSY, HSQC y HMBC que seran descritas a continuacién. La espectroscopia de correlacion
homonuclear, también denominada por su acrénimo del inglés COSY, es una espectroscopia en dos
dimensiones de resonancia magnética nuclear de protdn. En estos espectros se exponen las
relaciones entre protones a través de dos y en algunas situaciones de tres enlaces de distancia. Es
decir, se observan todos los acoplamientos que cada hidrégeno de la molécula tiene con los
hidrégenos que lo rodean. Las espectroscopias de correlacion heteronuclear entre *C y 'H nos dan



informacion sobre la conectividad entre los distintos atomos de carbono y los distintos atomos de
hidrogeno. En el caso de los espectros de HSQC (del inglés, Heteronuclear Single-Quantum
Coherence) la informacién dada sobre los acoplamientos entre nucleos distintos esta limitada a un
enlace de distancia. Los espectros de HMBC (del inglés, Heteronuclear Multiple-Bond Connectivity) en
cambio, permiten obtener informacion de acoplamientos a largas distancias: entre dos y cuatro
enlaces.

Analizando la Figura V.I.6 se puede identificar que la sefal que aparece a mayor desplazamiento
quimico (absorcién a campos magnéticos bajos), 10.10 ppm, se corresponde con el proton del grupo
funcional aldehido (Ha), con area de integracion relativa igual a 1. Como era de esperarse esta sefal
presenta multiplicidad de tipo singulete. El desplazamiento observado es consecuencia del efecto
atractor de electrones que presenta el oxigeno y de la circulacion de electrones dada en el doble
enlace. Ambos efectos producen la desproteccion del nucleo del protén aldehidico al reducir la
densidad de electrones alrededor del mismo, lo que provoca que el campo magnético aplicado efectivo
sea mayor y por lo tanto, que la sefial se encuentre a campo abajo. La siguiente sefial observada en el
espectro se encuentra a 6.24 ppm y se corresponde con el proton del heterociclo (Hg). Esta senal
también presenta una integracion relativa igual a 1 y multiplicidad de tipo singulete. En este caso, el
desplazamiento quimico observado puede explicarse mediante la deslocalizacion de electrones que
ocurre en el BODIPY. Luego, las cinco sefales correspondientes a protones metilicos del compuesto 3
(15H) pueden asignarse a los singuletes ubicados en la region de desplazamientos quimicos menor a
3 ppm con integracién relativa para cada una de ellas igual a 3. Estas ultimas sefiales mencionadas se
encuentran sefialadas en la Eigura V.I1.6 con un recuadro.
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Figura V.I.6. Espectro "H-RMN correspondiente al compuesto 3 analizado utilizando el software MestReNova. El

compuesto 3 se senaliza especificando los distintos protones correspondientes en el espectro.
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A partir del compuesto 3, se plantean las dos estrategias de sintesis para la preparacion de entidades
hibridas (Figura V.1.7. En primer lugar, se buscé conjugar el compuesto 3 directamente con un derivado
de tetrazina. En segundo lugar, se buscaron estrategias para realizar la condensacion alddlica del
compuesto 3 con acetona para luego realizar la conjugacién con un derivado de tetrazina. Estas

estrategias se trabajaron en paralelo.

Figura V.|.7. Estrategias de sintesis planteadas a partir del compuesto 3.

Para sintetizar el compuesto 4 se siguié la estrategia de reaccion mostrada en la Figura V.I.8. Al
culminar el proceso sintético se purificé y seco el producto, obteniéndose un rendimiento de 81,2%.
Para confirmar la estructura de la molécula obtenida se realizaron los correspondientes estudios
espectroscopicos, 'H-RMN , COSY, HSQC, HMBC y "*C-RMN. En la Figura V.1.9 se puede observar el

espectro '"H-RMN correspondiente.
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Figura V.|.8. Estrategia de sintesis correspondiente al compuesto 4.

Analizando el espectro de 'H-RMN mostrado en la Figura V.1.9, se puede observar que no se
encuentra la sefial ubicada a 10.10 ppm en el espectro, lo que indica la ausencia del grupo funcional
aldehido, perteneciente a uno de los reactivos de partida, en el producto aislado. La sefal a mayor
desplazamiento quimico en este espectro se ubica a 8.53 ppm, presenta una integracion igual a 2 y se
corresponde con los protones aromaticos Ha:Ha’. Dicho desplazamiento quimico se diferencia del
resto de los protones debido a dos efectos desblindantes. El primero es un efecto propio de los anillos
aromaticos cuyos electrones deslocalizados producen una corriente que genera un campo magnético
inducido anular que hacia las afueras del anillo, donde se encuentran estos protones, refuerza el
campo aplicado. El segundo efecto se debe a la cercania del heterociclo tetrazina. La sumatoria de
ambos efectos provocan que los protones en cuestién resuenen a campos mas bajos. La multiplicidad
de espin para este conjunto de nucleos es del tipo doblete con una J= 8.4 Hz sugiriendo que se esta
frente a un sistema para-disustituido. Se puede deducir que el siguiente doblete presente en el
espectro, cuya sefial se encuentra ubicada a 7.51 ppm, también se corresponde con el sistema fenilo
debido a que presenta una J = 8.2 Hz, muy similar a la de los protones Ha:Ha’, una integracién relativa
de 2 y presenta un desplazamiento quimico coherente con protones aromaticos. Ademas, al examinar
estas dos sefiales se puede observar que las intensidades de las mismas se encuentran
distorsionadas: las lineas internas se encuentran aumentadas respecto a las lineas externas. Este
fendmeno se denomina de forma coloquial como efecto techo y se puede utilizar como indicio de hacia
qué zona del espectro estan los protones que acoplan con cada tipo de nucleo. Continuando con el
analisis del espectro, la sefial ubicada en 8.27 ppm presenta una multiplicidad de singulete y una
integracion relativa de 1. Esta sefial se corresponde con el proton del grupo imino presente en el
compuesto (Hb). Cabe destacar que los grupos imino (C=N) no presentan libre rotacion por lo que
dichos grupos funcionales posibilitan la formaciéon de isémeros geométricos Z/E al formar parte de las
moléculas. En el espectro obtenido se observa una uUnica sefial en esta posicién, lo que indica la
presencia de un solo isémero geométrico: el isémero E. La siguiente sefial a analizar en el espectro se
encuentra a 6.72 ppm. Esta presenta una integracién relativa de 1 y un perfil mas ancho que el resto
de las sefiales observadas. Dicha sefal ancha es tipica de protones susceptibles al intercambio en
solucion como son los protones enlazados directamente a nitrégeno de los grupos amida. Debido a lo
mencionado anteriormente podemos concluir que la sefal se corresponde al protén Hd representado
en la estructura del compuesto 4 en la Figura V.I.9. Se puede verificar esta asignacion mediante la
multiplicidad de la sefal ya que, siguiendo la regla n + 1, la multiplicidad deberia ser igual a 3 debido al
acoplamiento con los dos protones Hg. A continuacién, la siguiente senal del espectro a analizar se
encuentra a 6.16 ppm, presenta una integracion relativa de 1 y una multiplicidad del tipo singulete.
Esta sefial también se encuentra en el espectro de 'H-RMN del compuesto 3 con un desplazamiento
quimico muy similar (6.24 ppm) y se corresponde con el proton heterociclico de la estructura central
BODIPY (He). Las siguientes sefales presentes en el espectro se corresponden con los dos pares de



protones metilénicos del compuesto 4. Ambas sefiales presentan una integracion relativa de dos 2. La
sefal ubicada campo abajo en el espectro presenta una multiplicidad del tipo singulete. Debido a esto,
dicha sefial se asigna a los protones Hf ya que en la molécula los mismos no poseen protones
vecinos. La senal ubicada campo arriba presenta una multiplicidad del tipo doblete conun J=6.2 Hz y
se atribuye entonces a los protones Hg. Para poder definir con certeza con qué protones se estan
acoplando los mismos, se analizar& mas adelante en el trabajo la espectroscopia de correlacién
bidimensional homonuclear COSY del compuesto 4.

Las sefiales que restan por analizar del espectro presentado en la Eigura V.1.9 se corresponden todas
a protones metilicos. A 3.08 ppm se observa una sefial con multiplicidad de tipo singulete y area de
integracién relativa de 3 que se corresponde con el grupo metilo que sustituye al fragmento tartrazina
del compuesto. Los protones de este grupo se encuentran mas desprotegidos del campo magnético
aplicado por el efecto desblindante del fragmento tetrazina al cual se encuentran enlazados. Las
sefales restantes del espectro, todas con multiplicidad de tipo singulete, se corresponden con los 15
protones metilicos descritos previamente como sustituyentes del fragmento BODIPY en el espectro del

compuesto 3 (Figura V.1.6).
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Figura V.1.9. Espectro "H-RMN correspondiente al compuesto 4 analizado utilizando el software MestReNova. E/
compuesto 4 se encuentra incluido en la figura, sobre el mismo se han etiquetado los distintos protones
presentes y dichas etiquetas se corresponden con las sefales identificadas en el espectro.



Las asignaciones de las senales realizadas anteriormente se corroboraron mediante espectroscopia
de correlacién bidimensional heteronuclear HMBC y espectroscopia de correlacion bidimensional
homonuclear COSY. Como se comentd anteriormente, los experimentos del tipo HMBC permiten
detectar y relacionar protones y carbonos que se encuentran a 2 o 3 enlaces de distancia, como es el
caso del metilo que sustituye a la tetrazina (Figura V.1.10). En el espectro mostrado, se puede observar
una sefal en la interseccién de las proyecciones de las sefiales producidas en los dos espectros que
forman los ejes ("°C, 'H), ubicadas en 167 ppm (3'°C) y 3.08 ppm (3'H) respectivamente. La presencia
de dicha sefal indica el acoplamiento entre los nucleos involucrados y demuestra que la conectividad
planteada entre los mismos es la correcta. Ademas, poder determinar esta sefial es de suma
importancia debido a que en determinadas condiciones, el heterociclo de tetrazina puede sufrir
reacciones de apertura de ciclo. Dichas reacciones conllevan la pérdida de acetonitrilo como se puede
observar mas adelante, en el andlisis de la espectrometria de masas realizada para el compuesto 4.
Debido a lo mencionado anteriormente, la persistencia del acoplamiento en cuestién es indicativa de la
conservacion de dicho fragmento dentro del producto obtenido.
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Eigura V.1.10. Espectro HMBC correspondiente al compuesto 4 analizado utilizando el software MestReNova.
En la figura se encuentra incluida la estructura del segmento tetrazina correspondiente al compuesto 4.

En el espectro COSY se puede observar los acoplamientos que presenta cada protéon con sus
correspondientes protones vecinales (si los presenta). Debido a esto, las sefiales observadas en la
diagonal del espectro son triviales y se corresponden con las sefales de autocorrelacion de los
protones de la molécula. El resto del espectro es simétrico respecto a este eje, de forma tal que se
representan las sefales de acoplamiento de los protones correspondientes a 8,,0,, @ un lado de la
diagonal y las sefales correspondientes a 8,04, al otro lado de la diagonal. En el espectro mostrado
en la Figura V.I.11 se puede observar un conjunto de sefales en la interseccién de los
desplazamientos quimicos 6.73 y 4.66 que también se puede observar al otro lado de la diagonal, en
la interseccion de los desplazamientos quimicos 4.67 y 6.70. Ambas sefales evidencian la correlacion



entre los nucleos que producen las sefales individuales. En este caso, las sefales resaltadas
evidencian la correlacion entre los dos nucleos metinicos asignados a Hg y el protén Hd.
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Figura V.I.11. Espectro COSY correspondiente al compuesto 4 analizado utilizando el software MestReNova. Se
encuentran sefialados los desplazamientos quimicos correspondientes a los protones Hd (6 6.70) y Hg (6 4.67).

Ademas de los espectros de resonancia magnética nuclear, se utilizé la espectrometria de masas para
confirmar la estructura del compuesto 4. Dicha técnica esta basada en la obtencion de iones a partir de
la vaporizacién de moléculas organicas. Luego, los iones obtenidos son separados segun la relacion
de masa atdmica y carga que presentan (m/z). Por ultimo, los iones inciden sobre el detector y se
recuentan las sefales obtenidas. De esta forma se obtiene un grafico de barras verticales en el cual se
observan los diferentes fragmentos idnicos de las moléculas por su m/z y su abundancia respecto al
resto de los fragmentos detectados. El espectro obtenido para el compuesto 4 se puede observar a
continuacién en la Figura V.1.12.
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Figura V.1.12. a) Cromatograma correspondiente al experimento de espectrometria de masas del compuesto 4.
b) Espectro de masas correspondiente al minuto 6 del cromatograma.

En el espectro observado en la Figura V.1.12 se puede destacar un pico correspondiente a una relacion
m/z de 569.14. Dicha sefal se corresponde con el ibn molecular del compuesto 4 sumado el valor de
peso molecular del sodio ([M+Na]"). Dicho pico no es el que representa la mayor abundancia en el
espectro. La senal correspondiente a un valor de 461 m/z es la sefial mas intensa presente en el
espectro obtenido. En la Figura V.I.13 se proponen dos patrones de fragmentacion posibles para la
poblacion de moléculas ionizadas del compuesto 4. Los patrones mencionados explican algunas de
las sefales de menor relacion m/z observadas en el espectro. En el patrén de fragmentacion de la
seccion a) de la figura mencionada anteriormente, se propone una estructura para el ibn mas
abundante. La estructura propuesta es parte de un patron de fragmentacion tipico de tetrazinas.*
Dicho patrén implica la pérdida de acetonitrilo y nitrdgeno molecular por parte de la tetrazina. Ademas,
se propone que el compuesto 4 pierde un atomo de fllor para obtener la estructura correspondiente a
la relacion m/z en cuestién. Fragmentaciones aun mayores explican la sefal obtenida para la relacion
m/z de 413. En particular, dicha senal implica la pérdida de otro atomo de fldor y otra molécula de
acetonitrilo. Por ultimo, en la seccién b) de la Figura V.I.13 se presenta un patron de fragmentacién en
el cual se conserva la estructura del fragmento tetrazina pero dicho fragmento se escinde del
fragmento pentametil-BODIPY a través de la ruptura del enlace N-O del compuesto 4. Sumado a la
pérdida de un protdn, se obtiene entonces una estructura adecuada para la sefial correspondiente a
257.
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Peso molecular: 546,39 + Na = 569,23
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Férmula quimica: CyzH;2Ns05"
Peso molecular: 258.10

Férmula quimica: C;HaN*
Peso molecular: 41.03 .
N T Férmula quimica: Nz**
N N Peso molecular: 28.01
° Férmula quimica: CHzN»
Peso molecular: 28.02

Pérdida de Ny, F y CHy;CN

Chemical Formula: F*
F Exact Mass: 19.00

Férmula quimica: F*
Peso molecular: 19.00

Férmula quimica: CpsH sBFNsO,
Peso molecular: 460,23 + H= 461,23
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Figura V.I.13. Fragmentos propuestos. a) Patron de fragmentacion 1 propuesto para algunos iones del
compuesto 4. b) Patrén de fragmentacion 2 propuesto para otros iones del compuesto 4.

Para realizar la sintesis del compuesto 5 se siguieron las estrategias de sintesis mostradas en la
Figura V.I.14. Como primera aproximacion para obtener el producto en cuestién, se busco realizar la
condensacion alddlica en medio acido, utilizando p-TsOH y etanol como disolvente. La reaccion se
sigui® mediante CCF durante 72 h pero no se observé la formacion de una nueva especie
fluorescente. Luego, se realiz6 la condensacion alddlica en medio basico. En esta instancia, se
evaluaron tres condiciones diferentes (Figura V.l.14), utilizando tres bases distintas. Ademas, la
reaccion se realizé en atmosfera de N, y utilizando DCM como disolvente. Se siguieron las reacciones
mediante CCF pero solo se observo la degradacion del compuesto 3. Uno de los posibles problemas
de esta aproximacion puede ser la poca solubilidad de las bases utilizadas en el disolvente elegido. Se
volvié a ensayar la reaccién en condiciones de condensacion alddlica en medio acido, cambiando el
disolvente por DCM vy utilizando atmésfera de N,. Al seguir el avance de reaccion en dichas
condiciones, si se pudo observar la formacion de un nuevo compuesto fluorescente. Una vez que se
dej6 de observar - de forma cualitativa - un aumento en la intensidad de la banda del producto



obtenido, se procedié a realizar el work-up y la purificacion del crudo de reaccion. A partir de este
método se logré obtener el producto 5 con un rendimiento de reaccion del 5%.

Dado el bajo rendimiento de reaccion obtenido utilizando estrategias de reaccién del tipo condensacion
alddlica, se buscd encontrar otra estrategia que mejorara el resultado obtenido. Para ello, se resolvié
utilizar condiciones de reaccién del tipo Wittig.*® Luego de sintetizar el iluro correspondiente (Figura
V.1.14), se procedié a realizar la condensacién con el compuesto 3. En este caso, también se
ensayaron dos condiciones diferentes, obteniendo el producto 5 en solo una de ellas. Dicha reaccién
presentd un rendimiento del 15% para la obtencién del compuesto de interés.

Dicho compuesto se caracterizé mediante '"H-RMN. Mas adelante, se buscara conjugar dicho producto
con un derivado de tetrazina para obtener otra sonda capaz de participar de reacciones
bio-ortogonales.

o  P-TsOH. Na2SQu, ,

+ M ETOH,72h, 80°C X
. DIPEA, DCM,
Condensacion W’ X
Aldélica, H* 2’

K,COs, 18-corona-6

DCM, N,, 120 h X
Condensacion
Aldélica, OH™
NaOH, DCM, X
N.g! 120 h

-TsOH, Na,SQy,
DCM, 72 h, 60 °C, Nz

Figura V.I.14. Estrategias de reaccion utilizadas para sintetizar el compuesto 5.

Un aspecto relevante a resaltar de la etapa de purificacion de nuestros intermedios y productos finales
fue la aparicion de sefiales correspondientes a impurezas en los espectros de H'-RMN realizados
luego de la aislacién de dichos productos a través de CCF preparativa. Al utilizar este método de
purificacidon, se encontraron de forma sistematica las mismas sefales en todos los productos aislados.
Las sefiales mencionadas se encuentran resaltadas en los espectros de H'-RMN mostrados en la
Figura V.I.15. También fueron encontradas estas sefales en productos obtenidos por otros integrantes
del laboratorio que se encontraban trabajando en otras linea de investigacién. Debido a esto, se



dedujo que la contaminacion debia ser un extractable de algunos de los implementos de laboratorio
utilizados en comun. Ademas, analizando las sefiales observadas en los espectros se planted la
posibilidad de que el contaminante sea un plastificante como por ejemplo: didecil ftalato.

Se realizaron varias pruebas para intentar detectar el origen de dicha contaminacion con plastificantes.
Entre estas, se sustituyo el uso de jeringas descartables estériles para sembrar las placas preparativas
por jeringas de vidrio y capilares del mismo material. Este cambio no elimin6 la aparicién de la
impureza. Luego, se sustituyeron los septos utilizados en las reacciones. Se incubaron los septos
previamente utilizados en las condiciones de reaccion para intentar obtener una muestra de la
impureza, pero no se logré encontrar la impureza en la muestra obtenida a partir de los septos. Resta
corroborar que la impureza pueda encontrarse en la silica utilizada para las preparativas o en su
envase ya que es el ultimo punto en comun entre los distintos productos contaminados.

Cabe destacar que dicha contaminaciéon no se encuentra en los espectros de productos purificados a
través de CC. Ademas, a través de dicho método, fue posible eliminar el contaminante de los
productos afectados.
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Figura V.I.15. Espectro "H-RMN correspondiente a algunos de los compuestos sintetizados contaminados junto
al espectro del posible contaminante propuesto. a) 'H-RMN correspondiente al compuesto 4. b) 'H-RMN
correspondiente al compuesto 5. ¢) 'H-RMN correspondiente al contaminante. d) 'H-RMN correspondiente al
didecil ftalato.”’




V.l.a Estudios fotofisicos

Una vez determinada la estructura del compuesto 4 y confirmar que el mismo se encuentra puro, se
procedié a realizar la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas del mismo. En primer lugar se
realizaron estudios de excitacion y emision de la luz en distintos disolventes. Para ello se realizaron
soluciones de 1 yM y 10 uM en tolueno, acetonitrilo, metanol y PBS. Las mismas fueron medidas
utilizando una longitud de onda de excitacion de 515 nm y una longitud de onda de emision de 540 nm.
Los espectros correspondientes a las soluciones de concentracion 1 yM obtenidos se encuentran
exhibidos en la Figura V.I.15. En dicha figura se puede observar el pequefio corrimiento de Stokes que
presentan los espectros. La diferencia entre los picos se encuentra en el rango de 20 nm.
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Figura V.I1.15. Espectros de emision y excitacion del compuesto 4 en distintos disolventes. Las curvas en
naranja se corresponden con los espectros de excitacion mientras que las curvas en verde se corresponden con
los espectros de emision. Los disolventes utilizados son: a) metanol, b) PBS, c) tolueno y d) acetonitrilo.

Los valores maximos de intensidad de fluorescencia obtenidos en los distintos espectros de excitacion
y emisién para las soluciones 1 uM se pueden observar en la Tabla V.I.1. En dicha tabla, los
disolventes se encuentran en orden de polaridad creciente. Como se puede observar, los valores de
longitud de onda correspondientes a los maximos de emisiéon en los diferentes disolventes no
presentan una variacién significativa entre si. Como se mencioné en el marco teérico, los efectos que
los disolventes pueden tener sobre la emisidon de los fluoréforos depende de su polaridad. En este
caso, como no hay una variacion de los maximos de emision hacia longitudes de onda mayores
conforme aumenta la polaridad de los disolventes, podemos afirmar que no hay un efecto de los
disolventes en la emision del compuesto 4. A su vez, tampoco hay un patrén claro de variaciéon de la
intensidad de fluorescencia obtenida en relacion a la polaridad del disolvente utilizado.



Tabla V.1.1. Valores de los méaximos de emisién obtenidos a partir de los estudios de fluorescencia realizados.

Disolvente URF,,;, Emisiéon Amax EMision
Tolueno 54.7 x 10* 540 nm
MeOH 69.0 x 10* 540 nm
AcN 82.2 x 10* 540 nm
PBS 15.9 x 10* 536 nm

En segundo lugar, se realizaron los espectros de absorbancia del compuesto 4 en distintos
disolventes. Para ello se utilizaron las soluciones de concentracion 1 uM previamente preparadas para
los solventes: acetona, acetonitrilo, metanol y PBS. Se obtuvieron los espectros de absorbancia en el
rango de longitudes de onda entre los 350 y los 520 nm como se puede observar en la Figura V.1.16.
Asimismo, en la Tabla V.I.2 se exponen los coeficientes de absortividad molar obtenidos para cada
disolvente y los respectivos maximos de absorcion.
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Figura V.1.16. Espectros de absorbancia del compuesto 4 en distintos disolventes. En azul se observa la
absorbancia correspondiente a la solucién en acetona. En rojo se observa la absorbancia correspondiente a la
solucién en PBS. En amarillo se observa la absorbancia correspondiente a la solucién en acetonitrilo. En verde

se observa la absorbancia correspondiente a la solucién en metanol.

Como se puede observar en la Figura V.I.16., los espectros del compuesto 4 presentan dos maximos
de absorbancia. El pico de absorbancia correspondiente a 350 nm es un pico ancho y poco intenso. El
pico correspondiente a los 520 nm es mas agudo e intenso. Dicha sefial se corresponde a transiciones
del tipo T—1* y es el que sera utilizado para realizar las medidas de concentracion del compuesto 4
en el presente trabajo.



Tabla V.1.2. Datos de longitud de onda correspondientes a los maximos de absorbancia y los coeficientes de
absortividad molar obtenidos.

Disolvente e (M"' cm”) Amsx Absorbancia
Acetona 16.5 x 10° 510 nm
MeOH 14.2 x 10° 510 nm
AcN 13.0x10° 508 nm
PBS 3.3x10° 506 nm

Una vez obtenido el espectro de absorbancia del compuesto 4 se procedié a realizar su perfil de HPLC
utilizando el método 1 y siguiendo la absorbancia a 480 nm. Se eligi6 dicha absorbancia dentro de las
disponibles entre los detectores del equipo. El perfil obtenido se puede observar en la Figura V.I.17. Se
puede destacar del mismo que hay una unica sefal presente y tiempo de retencion de 19 minutos 40
segundos. Como se observa solo un pico se puede comprobar nuevamente la pureza del compuesto.
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Figura V.1.17. Perfil de HPLC del compuesto 4 utilizando el método 1.

Una vez determinado el perfil de HPLC del compuesto 4 utilizando el método 1, se procedié a realizar
ensayos de estabilidad in vitro de dicha molécula. Los resultados de los ensayos de estabilidad se
evaluan por HPLC y se comparan con el obtenido en la Eigura V.I.17. La evaluacion de la estabilidad
del compuesto 4 fue realizada utilizando cinco soluciones amortiguadoras diferentes: acetato (pH =
3.5), acetato (pH = 4,6), fosfato/PBS (pH = 7), bicarbonato (pH = 9,1) y buffer fosfato (pH = 11).

En primer lugar, se incubd al compuesto 4 en PBS a 25°C y se realizaron observaciones de alicuotas
tomadas a distintos tiempos mediante el seguimiento de la absorbancia a 480 nm en HPLC. Se evalué
la mezcla al inicio de la incubacion (TO) y también a una (T1), dos (T2), cuatro (T3) y ocho (T4) horas
de iniciada la misma. Los resultados obtenidos pueden observarse a continuacién en la Figura V.I.18.
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Figura V.1.18. Perfil de HPLC de estabilidad en PBS (pH = 7.4) durante 8h. a) Perfil de la alicuota tomada luego
de una hora de incubacion (T1). b) Perfil de la alicuota tomada luego de dos horas de incubacion (T2). ¢) Perfil
de la alicuota tomada luego de cuatro horas de incubacion (T3). d) Perfil de la alicuota tomada luego de ocho
horas de incubacion (T4).

Como se puede observar en la Figura V.I.18 no hay un aumento en la cantidad de sefiales presentes
en el perfil de HPLC a medida que transcurre el tiempo de incubacién en la solucién amortiguadora. A
su vez, tampoco se modifica la forma de la sefal observada para el compuesto 4 en ninguno de los
perfiles obtenidos. La sefial permanece aguda y presenta la misma intensidad en todos los perfiles.
Dicho esto, si se puede visualizar un cambio en el tiempo de retencion de la molécula luego de
transcurridas las 8 h de incubacion. La sefial correspondiente al compuesto 4 luego de las 8 h
presenta un tiempo de retencion de 17 minutos 10 segundos. Debido a dicho cambio, se analizaron los
cromatogramas presentados por el equipo de HPLC para los picos de las cuatro corridas y no se
observaron cambios en los mismos. Como todos los cromatogramas son iguales, es dificil determinar
si el cambio en el tiempo de retencion observado a las 8 h de incubacion se debe a la descomposicion
del producto. Para poder resolver esta interrogante seria oportuno realizar ensayos de HPLC
acoplados a espectrometria de masas de alicuotas de los diferentes tiempos de incubacion.

A su vez, se evaluo la estabilidad del compuesto 4 luego de una incubacion de dos horas a distintos
valores de pH para las siguientes soluciones amortiguadoras: acetato (pH = 3.5), acetato (pH = 4,6),
bicarbonato (pH = 9,1) y fosfato (pH = 11).
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Figura V.1.19. Perffiles de HPLC a distintos pH. En orden de arriba hacia abajo: pH = 3.5, pH = 4.6, pH =9.1 y
pH = 11.

En la Eigura V.1.19 se puede resaltar que los perfiles para las alicuotas incubadas a los pH = 4.6, pH =
9.1 y pH = 11 son practicamente iguales entre si e iguales también al perfil inicial mostrado para el
compuesto 4 en la Eigura V.I.17. Debido a esto, se puede concluir que el compuesto 4 es estable
durante al menos 2 horas a dichos pH.

Respecto al perfil correspondiente a la incubacién a pH = 3.5, se puede observar un cambio en el
tiempo de retencion de la molécula. Dicho tiempo de retencién es menor, de 17 minutos con 25
segundos. Asimismo, las demas caracteristicas del perfil de HPLC obtenido se mantienen igual a las
del patron mostrado en la Eigura V.I.17. Esto ultimo podria implicar que el cambio en el tiempo de
retencién podria deberse a un cambio en la protonacion del compuesto 4 y no a una descomposicion
del mismo. Para comprobar dicho supuesto se podria realizar el ensayo nuevamente pero utilizando
un HPLC acoplado a un espectrometro de masas. De esta forma, se podria obtener el perfil de sefiales
correspondientes a la estructura presente en el pico de tiempo de retencion 17 minutos con 25
segundos. En el espectro de masas obtenido se puede buscar la presencia del ion molecular
correspondiente a la masa del compuesto 4 o también se puede comparar el espectro con el obtenido

en la Figura V.I.12.

La determinacion del rendimiento cuantico fue realizada de forma relativa, utilizando el método de
punto unico con el compuesto 2 como standard. Para ello se realizaron medidas de absorbancia a 490
nm de soluciones 1 uM para ambos compuestos y a partir del resultado obtenido se realizaron calculos
para obtener una dilucion de cada compuesto que presente entre 0.04 y 0.05 UA. Como la
concentracion de ambas soluciones debe ser la misma, se realizd una diluciéon al tercio de las
soluciones iniciales. La concentracion final de cada compuesto en su respectiva solucion fue de 0.33
MM. Luego, se realizaron los espectros de emision de fluorescencia de las soluciones 0.33 pM



preparadas en metanol. Una vez obtenidas las curvas, estas se integran utilizando el software del
espectrofluorimetro. Por ultimo, se calcul6 el rendimiento cuantico relativo del compuesto 4 utilizando
la Ecuacion IV.2. mencionada en materiales y métodos.

Como se muestra en la Tabla V.1.3,el rendimiento cuantico relativo obtenido para el compuesto 4 es ®
= 0.25. Se encuentra reportado en bibliografia la disminucion de fluorescencia de una gran variedad de
fluoréforos conjugados a tetrazinas, dentro de los que se incluyen derivados de la familia
BODIPY.2"%2%* E| efecto de quenching de la tetrazina generalmente se ve revertido luego de la
cicloadicion con un diendfilo. Debido a esto, las moléculas conjugadas tetrazina-fluoréforo en cuestion
presentan un fendmeno de encendido una vez que la tetrazina se convierte en su derivado piridazina
correspondiente. Se han reportando aumentos desde 5 y hasta 10° veces el valor de fluorescencia
luego de la reaccion mencionada.?'?

Tabla V.1.3. Datos obtenidos del rendimiento cuantico relativo.

Molécula Disolvente @O; [%]
Compuesto 2 Metanol 0.95%
Compuesto 4 Metanol 0.25

En la literatura se encuentran varios mecanismos como posibles fuentes del quenching causado por la
conjugacion de tetrazinas a fluoroforos, estos son: transferencia de electrones fotoinducida (PET), la
transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET) y la transferencia de energia a través de
enlace (TBET). El mecanismo que explica de forma mas probable el quenching en una molécula dada
depende de la estructura de dicha molécula. Los sistemas capaces de actuar a través de FRET
requieren que haya un solapamiento importante entre el espectro de emisién del fluoréforo y el
espectro de absorcién de la tetrazina (cuyo maximo suele encontrarse alrededor de los 520 nm).
Ademas, es importante que la distancia entre las dos estructuras sea menor a 90 A y que los dipolos
de transicion de ambas estén alineados. Si las moléculas en cuestidn presentan conectores flexibles
entre la tetrazina y el fluoréforo, el ultimo punto deja de ser relevante ya que se posibilita que haya
muchas orientaciones diferentes entre los dipolos. Al haber muchas posibilidades, por probabilidad, en
alguna de ellas la orientacion sera propicia para que el fenomeno suceda.> En el caso del compuesto
4, hay un solapamiento importante entre el espectro de emision del BODIPY fluoréforo y el espectro de
absorcion de la tetrazina utilizada. Ademas, ambos nucleos se encuentran unidos a través de un
conector flexible. Debido a esto, el efecto de quenching observado podria atribuirse a un mecanismo
del tipo FRET.

Por otro lado, en el caso de los sistemas TBET la conjugacién entre el fluoréforo y la tetrazina esta
dada por conectores conjugados rigidos y torsionados que evitan la coplanaridad entre ambas
estructuras. Debido a que la estructura del compuesto 4 no posee este tipo de caracteristicas, el
mecanismo de tipo TBET no aplica como posible causa del quenching observado.

El fenomeno de PET implica la transferencia de un electrén desde un donante rico en electrones hacia
un aceptor deficiente en electrones luego de la absorcién de fotones. En el caso del compuesto 4, este
fenomeno se daria desde el estado excitado del BODIPY hacia el anillo de tetrazina deficiente en
electrones. Una forma de evaluar, como primera aproximacion, si hay un fenémeno de PET en una
molécula problema es evaluando la dependencia de la fluorescencia con la polaridad del disolvente.®



Dado que hay cambios en la intensidad de fluorescencia en los espectros obtenidos para distintos
disolventes pero dichos cambios no presentan un patréon concreto, no se puede afirmar con certeza
que haya incidencia del fendmeno en el quenching del compuesto 4.

En el segmento anterior se propuso que la disminucién del rendimiento cuantico del compuesto 4
podria deberse a un efecto de quenching causado por el fragmento tetrazina de la molécula. Segun la
bibliografia ademas, dicho efecto deberia revertirse una vez que el fragmento tetrazina reacciona con
un diendfilo como el TCO. Para comprobar dicho fendmeno, se procedié a medir la emision de
fluorescencia a 540 nm de soluciones 1 uM (500 pL, 5 x 107"°) del compuesto 4 antes y después de la
adicién de NHS-TCO (5 L, 1.8 mM, 9 x 10 mol). La reaccion mostrada en la Figura V.I.20 se realizo
para todos los disolventes ensayados en los experimentos previos de fluorescencia. En todos los
casos, se dio un tiempo de reaccion de 40 minutos para realizar los espectros de fluorescencia
correspondientes.
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Figura V.1.20. Estrategia de reaccion tipo “click” entre diendfilo (NHS-TCO) y el compuesto 4. Las reacciones se
realizaron a temperatura ambiente (25 °C).

Los espectros de fluorescencia obtenidos antes y después de la incorporacion de TCO a la solucion se
encuentran en la Figura V.I.21. En todos los disolventes utilizados menos en tolueno se pudo observar
un aumento en la intensidad de fluorescencia del derivado dihidropiridazina del compuesto 4. El
aumento de intensidad de fluorescencia obtenido es de hasta 5 veces la intensidad inicial. Si bien el
efecto de “encendido” del fluoréforo sintetizado no presenta los 6rdenes de magnitud de otras sondas
reportadas?®’, esta caracteristica es muy conveniente a la hora de utilizar la sonda en ensayos con
células o in vivo. El efecto de “encendido” de la sonda al reaccionar con TCO permite disminuir la sefial
de fondo observada en los experimentos en los que se utilice. Ademas, podria permitir evitar ciertos
pasos de lavado en algunos experimentos, como por ejemplo en ensayos de marcado intracelular.
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Figura V.I.21. Espectros de emision del compuesto 4 (1 UM) y el derivado dihidropiridazina producto de la
reacciéon de cicloadicién (1 UM) en distintos disolventes. Las lineas punteadas se corresponden con la emisién
del compuesto 4 y las lineas continuas se corresponden con la emision del derivado dihidropiridazina de dicho
compuesto.

El resultado obtenido para el tolueno no es lo esperado, ya que no se observa ningun aumento en la
intensidad de fluorescencia luego de la incubacién con NHS-TCO. Para confirmar que en dicho
disolvente no ocurre un aumento de la intensidad de fluorescencia se repitio el experimento utilizando
una solucion mas concentrada de tolueno. Para ello se realizdé una solucion de concentracién 10 uM
del compuesto 4 en tolueno a la cual se le agregd NHS-TCO (5 uL, 1.8 mM). Se sigui6 la emisién de
dicha solucion midiendo la intensidad de fluorescencia a 540 nm durante una hora. Como se puede
observar en la Eigura V.I.22, si hay un aumento en la intensidad de fluorescencia luego de la
incubacién con TCO en tolueno. El resultado observado en la Figura V.I.21 puede deberse a un error
de manipulacion a la hora de adicionar el volumen adecuado de TCO a la solucion.
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Figura V.1.22. Seguimiento de la Intensidad de fluorescencia a 540 nm en el tiempo. Se adquirié la intensidad de
fluorescencia a 540 nm (A= 510 nm) a diferentes tiempos durante una hora de reaccién entre el compuesto 4
(10 M) y NHS- TCO utilizando tolueno como disolvente.

A continuacién, en la Tabla V.l.4 se muestran los valores de aumento de fluorescencia obtenidos para
los diferentes disolventes utilizados.

Tabla V.1.4. Datos correspondientes a los ensayos de aumento de fluorescencia .

Disolvente Aumento de fluorescencia Concentracion (uM)
Compuesto 4
Tolueno 3 10
Tolueno 1 1
Acetona 2 1
MeOH 5 1
AcN 3 1

Para comprobar los resultados obtenidos seria conveniente repetirlos, aumentando el nimero de
reacciones realizadas por disolvente. Con un numero de experimentos mayor se podria evitar las
discrepancias como las encontradas para la solucion realizada en tolueno. A su vez, si bien se verifico
que el fragmento tetrazina actua como quencher en el fluoréforo disefiado y que dicho efecto se
reduce luego de la reaccién con un diendfilo, seria conveniente establecer el efecto de encendido del
compuesto 4 dado en PBS a pH fisiologico. Hay reportes de conjugados BODIPY-tetrazina que
presentan un mayor efecto de encendido cuando se utiliza agua como medio de reaccion.?’

V.1.b Determinacion del coeficiente de reparto

La lipofilia de las moléculas es un descriptor fisicoquimico que indica la afinidad que presenta un soluto
por un ambiente no acuoso. Dicha caracteristica es importante para el desarrollo de moléculas que
seran aplicadas en ambientes bioldgicos. Esto se debe a que la lipofilia incide en la capacidad de los
compuestos para interactuar en dichos ambientes y cumplir la funcién para la cual fueron disefiados.
Ademas de la lipofilia, hay otras caracteristicas de los compuestos que se tienen en cuenta a la hora



de intentar predecir las solubilidad y permeabilidad como por ejemplo el peso molecular y la capacidad
de formar enlaces de hidrogeno.*’

Para medir la lipofilia de un compuesto se suele utilizar como parametro el coeficiente de particion P,
expresado en forma logaritmica. Este es util como aproximacién para modelar interacciones de
moléculas con proteinas o regiones hidrofobicas de las membranas celulares y se define como el
cociente de concentraciones de una uUnica especie entre dos fases, una organica y una acuosa, en
condiciones de equilibrio. Cuando se utiliza como fase acuosa una solucion de PBS a pH = 7.4, el
parametro se denomina coeficiente de distribucién y se expresa como: log D, ,. Este ultimo parametro
permite tener en cuenta las posibles ionizaciones que los compuestos pueden sufrir a pH fisioldgico y
es por lo tanto un mejor descriptor del comportamiento de las moléculas.*®

El rango 6ptimo de log D; , para la lipofilia de farmacos se encuentra entre 0 y 3. Los compuestos con
dicho rango presentan un buen equilibrio entre permeabilidad y solubilidad en ambientes bioldgicos.
Los compuestos muy hidrofilicos (log D, ,< 0) suelen presentar una permeabilidad muy pobre mientras
que los compuestos muy lipofilicos (log D;, > 5) presentan inestabilidad metabdlica y alta toxicidad.
Ademas, los compuestos muy lipofilicos suelen presentar problemas de solubilidad lo que dificulta su
uso en ensayos en medio acuoso y la determinacion de las concentraciones reales utilizadas.>

Los fluoréforos también deben presentar un compromiso entre una buena solubilidad en agua y una
buena permeabilidad de membrana para su uso en ensayos biolégicos. Si bien no hay un estudio
sistematico que relacione la actividad de las sondas con su valor de log D;,4 (y log P), generalmente
también se toma un rango intermedio como 6ptimo® 2. Dicho esto, en bibliografia se encuentran
varias excepciones en las que algunos fluoréforos utilizados con buenos resultados presentan una
lipofilia elevada (log D, > 5)%% 0 una hidrofilia elevada (log D; , < -1)°*%. En la Tabla V.I.5 se muestran
a modo de ejemplo, algunos fluoréforos comerciales junto a sus valores de log D, 4, reportados.

Cabe destacar la escasez de datos reportados de log D,, o log P de las sondas fluorescentes
comerciales y no comerciales reportadas en la bibliografia. Muchos de los fluoréforos comerciales
presentan su solubilidad descrita en términos cualitativos. En particular, hasta la fecha no se han
observado reportes de dichos valores para sondas fluorescentes que presenten fragmentos del tipo
tetrazina.

El método elegido para determinar el log D,, para el compuesto 4 fue el método “shake-flask”
haciendo uso de la fluorescencia del compuesto 4. Para ello en primer lugar se realizaron los
espectros de excitacion y emision del compuesto 4 en octanol (10 yM). Una vez obtenidos los
espectros, se incubd con agitacion durante 24 horas una concentracion de 10 yM de compuesto 4 en 3
mL de una mezcla 1:1 de octanol:PBS. Dicho proceso se realiza por triplicado. Luego de cumplido el
tiempo de incubacidn se separan las fases acuosas y organicas. Se mide mediante fluorescencia la
concentracién de compuesto 4 en cada una de dichas fases por triplicado. Con los resultados
obtenidos se calcula el log D, , utilizando la Ecuacién 1V.1. Se obtuvo un valor de log D;, de 1.04
0.09 en las condiciones evaluadas.

El valor obtenido de log D,, para el compuesto 4 es un valor intermedio aunque un poco mas
hidrofilico que la media de los observados en la bibliografia mencionada. Dicho dato es prometedor



respecto a la posible actividad in vitro e in vivo de la sonda. Igualmente, debido a la diversidad de
resultados observados en la bibliografia, no se puede predecir con seguridad qué tipo de actividad
sera mas compatible (i.e. marcado intracelular, de anticuerpos).

Tabla V.1.5. Valores de log D, , para fluoréforos comerciales de uso frecuente.

Fluoréforo Estructura LogD Referencia

Cy3 NHS ester a a 3.29 &

Cy5 NHS ester O O -0.98 &7
o
;\‘ AP S N\\\\\\(
o [0}
Cy7 NHS ester YQ 7.87 &8
HG, ;—/: ) o OSEO
BODIPY-TMR M ;\FO -1.96 &
BODIPY-TR-N3 0.88 61




Una vez determinadas las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto de interés, se procedio a
evaluar su actividad in vitro.

V.II Biologia

Como primera aproximacion a la utilizacion del compuesto 4 como sonda fluorescente, se busco
evaluar su posible conjugacion a anticuerpos a través de reacciones IEDDA utilizando TCO. Para ello,
en primer lugar se buscé conjugar un anticuerpo de interés a TCO, utilizando un método previamente
optimizado en el laboratorio.*°

V.Il.a Conjugacion trastuzumab-TCO
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Figura V.II.1. Estrategia de conjugacién. Los TCO representados son a modo de ilustracion.

Para la conjugacion del anticuerpo trastuzumab, primero se prepara una solucion stock del mismo a
partir de la solucién stock comercial (trastuzumab, 440 mg / 20 mL). Para ello se toman 0.2 mL de la
solucion comercial stock y se eliminan los excipientes mediante centrifugacion con PBS en un Amicon
30 kDa. Luego se mide la absorbancia a 280nm del anticuerpo retenido (€ = 1.4 mg/mL) y se determina
la concentraciéon de la solucion stock obtenida. El proceso mencionado se realizé repetidas veces en el
transcurso del presente trabajo y las concentraciones de anticuerpo libre de excipientes se
encontraron siempre dentro del rango de 6 a 9 mg/mL de trastuzumab.

El procedimiento para conjugar el anticuerpo trastuzumab con TCO-NHS implica modificar 2mg de
dicho anticuerpo (22 mg/mL en PBS) con 10 equivalentes molares de TCO (5 mg/mL DMSO) en un
volumen de 500 pL de PBS. En la Figura V.Il.1 se muestra de forma esquematica la estrategia. El pH
de la reaccion se ajusta a un valor de 9 unidades de pH mediante el uso de un buffer de bicarbonato
de sodio 1M (pH = 11). La reaccion de conjugacion se lleva a cabo bajo agitacién y protegida de la luz
durante 30 minutos. El anticuerpo anti HER2 modificado se purifica mediante una columna de
exclusién molecular PD-10, eluyendo con PBS y controlando las fracciones eluidas mediante medidas
de absorbancia a 280 nm.® La disolucion se conserva a 4 °C. La conjugacién a TCO también se
realizd en varias oportunidades, obteniendo concentraciones de aproximadamente 1.5 mg/mL de
trastuzumab-TCO.

Una vez realizada la conjugacion del anticuerpo, se procedié a evaluar la reaccion del tipo “click” in
vitro sobre la macromolécula funcionalizada.



V.Il.b Reaccion bio-ortogonal in vitro en anticuerpo monoclonal

Para estudiar la reaccion bio-ortogonal in vitro de forma cualitativa, se incubd el compuesto 4 vy el
anticuerpo conjugado a TCO en una relacion molar 1:1. En particular, se mezclé 0.1 mg de
trastuzumab-TCO conjugado el dia anterior (6.7 x 10" mol, 76 L, stock 1.32 mg/mL), junto con un
equivalente de compuesto 4 (6.7 x 10™'° mol, 0.36 yL, stock 1 mg/mL) en oscuridad y con agitacion
durante una hora. A su vez, para confirmar que el compuesto 4 se une al anticuerpo Unicamente a
través de las moléculas de TCO se realizé un control de unién inespecifica. Para ello, se realizd en
paralelo la misma reaccion pero con anticuerpo libre de TCO y 10 equivalentes del compuesto 4. A su
vez, como control positivo de dicha reaccion se realizé el mismo procedimiento pero conjugando
trastuzumab-TCO con un equivalente de Cy3 comercial. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion,
los crudos de reaccién obtenidos se purificaron a través de amicon 30 kDa. De esta forma se busco
eliminar el excedente de fluoréforo que no reacciond, de forma tal de que no interfiriera en el ensayo.
En esta primera instancia también se separd una alicuota sin purificar para comprobar la relevancia de
este paso. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante electroforesis, sembrando alicuotas
(1 g de anticuerpo por pocillo) de las reacciones mencionadas en un gel de poliacrilamida. El gel
obtenido se revelé en primer lugar utilizando fluorescencia, excitando a una longitud de onda de 480
nm. Luego, dicho gel fue revelado con azul de Coomassie. En la Figura V.I.2 se pueden observar los
resultados obtenidos.

Figura V.II.2. Corrida de electroforesis de la reaccion de tipo “Click”. En a) se puede observar el
revelado fluorescente y en b) el revelado con azul de Coomassie. Los carriles fueron sembrados en el
siguiente orden: 1) marcador de peso molecular, 2) anticuerpo sin excipientes, 3) anticuerpo-TCO, 4)

anticuerpo incubado con compuesto 4 sin TCO, 5) anticuerpo-TCO-compuesto 4, 6)
anticuerpo-TCO-Cy3 y 7) anticuerpo-TCO-compuesto 4 sin purificar

A partir de los resultados del gel observados en la Figura V.II.2, se puede determinar que todas las
bandas presentan el mismo peso molecular y este se corresponde con la banda de 150 kDa del
marcador de peso molecular utilizado. Cabe destacar que se observa una unica banda por carril, lo
que permite establecer que no hubo degradacién del anticuerpo en las condiciones de reacciéon



utilizadas. A su vez, se puede visualizar un error en el volumen de sembrado en el carril 4, ya que
dicha banda presenta un mayor tamano que las demas.

En los resultados obtenidos para el revelado con fluorescencia se puede observar que solo los tres
ultimos carriles presentan una banda. En primer lugar, esto permite establecer que la reaccion del tipo
“click” realizada in vitro fue exitosa ya que ambos el control realizado con Cy3 y la reaccion con el
compuesto 4 presentan anticuerpos marcados con sus respectivas sondas. A su vez, la ausencia de
banda en el carril 4 implica que no hay interacciones inespecificas entre el anticuerpo y el compuesto
4. Es decir, no hay unién de la sonda al anticuerpo a través de interacciones no covalentes.

A partir de los resultados de este gel ademas se puede determinar que la sonda sintetizada en este
trabajo puede ser utilizada como marcador para revelado de geles mediante fluorescencia utilizando
un solo equivalente del marcador.

V.ll.c Numero de TCO reactivos por molécula de anticuerpo

Luego de comprobar que la reaccién de cicloadicion entre el anticuerpo conjugado y el compuesto 4 se
puede realizar in vitro, se realizaron ensayos de titulacién del mismo para establecer la cantidad
promedio de moléculas de TCO que se unieron por molécula de anticuerpo.®3*® Para estos analisis
se incuban 100 pg del anticuerpo (stock trastuzumab-TCO 3.3 ug / yL) conjugado con equivalentes
crecientes del compuesto 4 (stock 1 mg / mL) en oscuridad durante 1 hora. Las distintas reacciones se
purifican y se analizan mediante una electroforesis SDS-PAGE revelada primero con fluorescencia y
luego con tincion de proteinas. Una vez obtenido el gel, el mismo se fotografia utilizando un haz de
480 nm y se analiza la intensidad de fluorescencia obtenida para las distintas bandas correspondientes
a las distintas concentraciones de fluoréforo. Para esto ultimo, se utiliza el programa de analisis del
equipo. En dicho programa se establecen los carriles a analizar y se reconocen las bandas presentes
en cada uno. Luego, se delimita el ancho de banda a utilizar y dicho programa reporta las intensidades
de fluorescencia correspondientes a cada banda. A su vez, se revela el gel con azul de coomassie
para corroborar que la concentracion de anticuerpo sea la misma en los diferentes carriles y que el
mismo no se haya degradado.

En la Figura V.II.3. se muestran en primer lugar, los dos revelados realizados para el gel de titulacion
del anticuerpo conjugado. También, se pueden observar en la imagen las intensidades de
fluorescencia obtenidas al realizar la reaccion de cicloadicibn a concentraciones crecientes del
compuesto 4. El comportamiento de la intensidad de fluorescencia aumenta de forma constante hasta
alcanzar una meseta a los entre los 9 y 10 equivalentes. Como las bandas observadas a través de la
tincién proteica presentan todas un mismo tamafio, se puede concluir que las diferencias observadas
en el revelado con fluorescencia se deben a diferencias en la cantidad de sonda unida al anticuerpo.
Este experimento nos permite establecer la cantidad de moléculas de TCO promedio disponibles que
se unieron al anticuerpo a través del protocolo de conjugacion utilizado.
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Figura V.II.3. a) Revelado con fluorescencia del gel de titulacion. b) Revelado con azul de Coomassie del gel de
titulacion. El orden de sembrado en el gel es el mismo establecido en el eje horizontal del gréfico. ¢) Grafico de
intensidad de fluorescencia obtenida a equivalentes crecientes de compuesto 4 unido al anticuerpo conjugado.

V.1l.d Cinética de la reaccion bio-ortogonal

Se realizaron ensayos de cinética de la reaccién de tipo click entre las moléculas de TCO conjugadas
a los anticuerpos y el compuesto 4. Estos ensayos se realizan asumiendo las 10 moléculas de TCO
por anticuerpo que se determinaron previamente en la titulacién. Al utilizar un solo equivalente del
compuesto 4 se logra obtener una concentracion de un orden menor respecto a la concentracién de
TCO y por lo tanto, se puede asumir que la concentracion de TCO libre no se modifica en el transcurso
de la reaccion ([TCO] = [TCO], en todo momento). De esta forma, se establecen condiciones de
pseudo primer orden. En estas condiciones, se puede sustituir la constante de velocidad de la reaccion
de segundo orden por una constante nueva que se suele denominar k. por ser la constante
observada durante el experimento realizado. Esta constante nueva incluye la constante de velocidad
de la reaccion original y también el término correspondiente a la concentracion del reactivo constante,
como se muestra en la Ecuacién V.1.

v =k [TCO]y™ [compuesto 4]"
V = Kops [cOmpuesto 4]"

Ecuacion V.1. Transformacion de la constante de velocidad para la reaccién de pseudo primer orden planteada
en el ensayo de cinética realizado.

Se ensayan diferentes concentraciones de anticuerpo conjugado a TCO (5, 7.5 y 10 uM) mezclando
las mismas con un equivalente de compuesto 4 en un volumen de reaccién final de 135 yL en PBS a
25 °C. Luego, a los 15, 30, 45, 60, 120, 180 y 300 segundos de comenzada la reaccién, se toman
alicuotas de 18 pL que se hacen reaccionar con un exceso de tetrazina-NH, (Click Chemistry tools)
para detener la reaccién. Dichas alicuotas se siembran en un gel de poliacrilamida para realizar una
electroforesis. Luego, las bandas se analizan utilizando el software Bruker Multiespectral. Para ello, se



establece un area para delimitar las diferentes bandas y se mide la intensidad de fluorescencia de las
mismas tras una excitacion a 480 nm.

En la Figura V.11.4 se pueden observar las curvas de intensidad de fluorescencia corregida respecto al
tiempo obtenidas para las tres concentraciones ensayadas. Sobre estos graficos, se realiza el ajuste
de cada curva a la ecuacion mostrada a continuacién (Ecuacién V.2.). De la constante correspondiente
al exponente obtenido en cada ajuste, se obtiene la kobs para cada concentracion. Las tres kobs
obtenidas luego se grafican respecto a la concentracion de TCO utilizada para cada ensayo y se ajusta
el gréafico obtenido a una recta. Dicha recta debe pasar por cero y de la pendiente de la misma se
obtiene la constante de segundo orden de la reaccion.
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Figura V.11.4. a) Curvas de intensidad de fluorescencia respecto al tiempo para las siguientes concentraciones
de compuesto 4: 5 UM, 7.4 UM y 10 UM. b) Curva de % de compuesto 4 unido respecto al tiempo para la
concentracion 5 UM. c¢) Curva de % de compuesto 4 unido respecto al tiempo para la concentracion 7.4 UM. d)
Curva de % de compuesto 4 unido respecto al tiempo para la concentracion 10 UM.
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Ecuacion V.2. Ecuacion correspondiente al ajuste de datos cinéticos. En este caso, [A], es la concentracion
inicial de compuesto 4 y [B],es la concentracion de TCO.
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Figura V.II.5. Gréfico de kobs respecto a la concentraciéon de TCO. La ecuacion de ajuste obtenida es una recta
cuya pendiente es 66 M's™". El R? obtenido es de 0.9235.

A partir del valor de la pendiente correspondiente a la recta observada en la Figura V.11.5 se determiné
el valor de la constante de segundo orden para la reaccién bio-ortogonal in vitro ensayada. Dicho valor
es de 66 M s'. Comparando dicho resultado con los encontrados en bibliografia para otros derivados
de tetrazinas, se puede observar que dicha constante de velocidad no presenta los mismos 6rdenes
de magnitud reportados. El valor obtenido es un orden menor a los valores reportados para algunas
metil-tetrazinas y varios 6rdenes menor que los reportados para tetrazinas sin metilar.*® La diferencia
de reactividad entre metil-tetrazinas y tetrazinas sin metilar se encuentra descrita en la bibliografia.
Las metil-tetrazinas presentan velocidades de reaccion menores pero mayor estabilidad. Dicho esto,
es importante resaltar que la mayoria de los estudios cinéticos reportados no fueron realizados sobre
la superficie de un anticuerpo, como fue ensayado en este trabajo. Dichos analisis suelen realizarse
incubando unicamente el diendfilo y la tetrazina elegidos y el analisis se realiza siguiendo la pérdida de
absorbancia de la tetrazina a 520 nm. Ademas, hay bibliografia donde se reportan discrepancias en los
resultados obtenidos para estudios cinéticos de un mismo par de reactivos TCO y tetrazina segun el
método utilizado. Cuando se obtiene la constante de segundo orden a partir de las moléculas libre en
solucion se obtiene un valor mayor a cuando se realiza el estudio utilizando un anticuerpo conjugado a
TCO.30'32

Es importante resaltar también que la constante de segundo orden obtenida es bastante mayor a
algunas de las constantes reportadas para otras reacciones bio-ortogonales.”"~"



V.Il.e ELISA

Para evaluar la efectividad del compuesto 4 como sonda fluorescente en aplicaciones bioldgicas in
vitro se realiza un ensayo de ELISA como se establece en materiales y métodos. En primer lugar, para
sensibilizar la placa, se incuba durante toda la noche 100 pL de una solucién de Her2 (4 ug/uL) en los
pocillos problema (fila 2) y 100 puL de una solucién de BSA (4 ug/uL) en los pocillos control (fila 1). Al
siguiente dia, se descarta la solucién de los pocillos y se realizan tres lavados con PBS-Tween 0.2%.
Luego, se adiciona 300 yL de solucion de bloqueo PBS-BSA 5% a todos los pocillos y se deja incubar
1 h. De esta forma se asegura de cubrir todos los espacios con capacidad de unidn proteica que no
fueron cubiertos en la sensibilizacién previa realizada. Asi, se logran evitar las uniones inespecificas
de la sonda a las paredes del pocillo. Después de descartar la solucién de bloqueo, se realizan otros
tres lavados con PBS-Tween 0.2%. Una vez lavada la placa, se les adiciona a un pocillo de cada fila
100 pL de trastuzumab-TCO 0.1 pg/uL conjugado el dia anterior. A otro par de pocillos adicionales se
les adiciona trastuzumab-TCO-compuesto 4 0.1ug/uL, también conjugado el dia anterior. Al Gltimo par
de pocillos se les adiciona trastuzumab-TCO-Cy3 0.1 ug/uL conjugado previamente. Las soluciones
mencionadas se dejan incubar durante 1 h a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo, se realizan tres
lavados con PBS-Tween 0.2% en todos los pocillos. Luego se adicionan 100 uL de compuesto 4 (7 eq,
2.6 uL de stock 1 mg/mL) a los pocillos restantes y se incuba durante 1 h a 37 °C. Se elimina la
solucion y se realizan tres lavados con PBS-Tween 0.2% en estos ultimos pocillos utilizados. Por
ultimo, se mide la fluorescencia de los pocillos de la placa.

En la Figura V.II.6 se puede observar de forma cualitativa los resultados obtenidos de la placa. A su
vez, en la Tabla V.Il.1 se exponen los valores de intensidad de fluorescencia obtenidos utilizando una
estrategia similar a la planteada anteriormente para los geles correspondientes a los ensayos de
titulacion y cinética. En este caso en particular, se establecen circulos de areas iguales dentro de los
cuales el software mide la fluorescencia observada. Se reportan solamente los valores de intensidad
de fluorescencia donde dicha caracteristica es detectada (fila b).

Eigura V.11.6. Revelado fluorescente de placa de ELISA. Los pocillos de Ia fila a se corresponden con el control
realizado con BSA. Los pocillos de la fila b se corresponden con la incubacién con Her2. 1) Pocillos incubados
con trastuzumab-TCO-Cy3. 2) Pocillos incubados con trastuzumab-TCO-compuesto 4. 3) Pocillos incubados con
trastuzumab-TCO y luego compuesto 4.



Tabla V.1I.1. Datos correspondientes a los pocillos de la fila b.

Pocillo Intensidad de fluorescencia
1b 2610
2b 3738
3b 5739

A partir de la imagen de la placa ensefiada en la Figura V.Il.6 se puede establecer que las sondas
utilizadas lograron reconocer los pocillos en los cuales se encontraba el receptor HER2 ya que solo
estos presentan una senal de intensidad de fluorescencia detectable. Asimismo, en los resultados se
puede observar que el marcado con la sonda conjugada in situ fue igual o mas exitoso que el
correspondiente a las sondas conjugadas previamente. En la Tabla V.II.1 se puede observar que hay
un ligero aumento en la intensidad de fluorescencia producida por el pocillo 3b respecto a los otros dos
pocillos. Esto podria explicarse debido a que los anticuerpos previamente conjugados y la reaccion
bio-ortogonal in situ se realizaron con diferentes relaciones estequiométricas. Para las sondas
previamente conjugadas, se utilizd una relacién estequiométrica 1:1 entre el trastuzumab-TCO vy los
fluoroforos a la hora de realizar la reaccion bio-ortogonal. Por otro lado, para la sonda conjugada in situ
se utilizd una relacion 7:1 de equivalentes del compuesto 4 respecto al anticuerpo.

De los resultados obtenidos también se puede destacar que no hay un aumento de la intensidad de
fluorescencia del pocillo 3a. Dicho resultado permite establecer que la incubacién con el compuesto 4
no produjo un aumento en la sefal de fondo en el ensayo o si la produjo es despreciable su efecto en
la intensidad de fluorescencia detectada. Esto implica que el compuesto 4 no interacciona de forma
inespecifica con otros componentes del sistema.

A partir de estos resultados, se puede establecer que el compuesto 4 ademas de ser util como sonda
en electroforesis en gel, también es util en inmunoensayos.

V.11.f Citometria de flujo

Para continuar evaluando la efectividad del compuesto 4 como sonda fluorescente en aplicaciones
biolégicas in vitro se procedié a utilizar el conjugado obtenido del mismo con trastuzumab como
marcador en ensayos de citometria de flujo. Los experimentos de citometria de flujo se realizan
siempre por duplicado.

La linea celular elegida para el experimento fue la linea BT-474 de ATCC. Dicha seleccion se debe a
que como linea de cancer de mama humana se encuentra reportada la sobreexpresion de HER2 en
las mismas. Ademas, dicha linea se comercializa como positiva para HER2 (HER2+). Debido a esto, la
seleccion de dicha linea permite asegurar que las células presentan el antigeno que el anticuerpo
utilizado reconoce. De esta forma, se eliminan posibles dudas sobre si la ausencia de sefial se
relaciona a una falla en la sonda o la ausencia del receptor en las células. Es decir, aseguramos que
se observe una poblacién positiva si la sonda funciona correctamente. Ademas, se incluyeron en el
experimento dos controles positivos. En uno de los controles las células fueron tefiidas con un
marcador molecular comercial, un anticuerpo anti-HER2 unido a FITC (Abcam ab106674). Para el



segundo control positivo, se realizé la tincién con un conjugado trastuzumab-FITC realizado en el
laboratorio, utilizando el mismo anticuerpo utilizado en los demas experimentos.

Para analizar los datos experimentales obtenidos a partir del ensayo de citometria de flujo planteado
se realizo la estrategia de gating mostrada en la Figura V.Il.7. La poblacién celular analizada en dicha
figura se corresponde con las células sin marcar. En primer lugar se define la poblacion de células
totales a analizar que fue denominada como “Poblacion total” en el dot plot SSC-A vs. FSC-A. Se
busca que en dicha poblacion haya 10.000 eventos para todas las muestras a ensayar. Dicha
seleccion de poblacion ademas busca descartar del analisis los debris celulares que se caracterizan
por presentar bajos SSC y FSC. Estos suelen ser causados por la manipulacion del cultivo al llevar a
cabo el experimento. Luego, dentro de la poblacion “Poblacion total” se seleccionan los eventos
singuletes en el dot plot FSC-H vs. FSC-A. Dicha poblacion se denomina “Singuletes” y representan
las células que fueron reconocidas por el detector del equipo como particulas aisladas. Dentro de la
poblacion “Singuletes” se define la poblacion negativa para las diferentes tinciones utilizadas.
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Eigura V.1|.7. Estrategia de gating realizada para el anélisis de datos obtenidos a partir de ensayos de citometria
de flujo. Se expone a modo de ejemplo la estrategia utilizada en el analisis de los datos obtenidos a partir de las
células BT-474 sin marcar utilizadas como control negativo. A) Selecciéon de poblacion “Poblacion total”. B)
Seleccion de poblacion “Singuletes”. C) Seleccion de poblacién negativa para las tinciones.

En la Eigura V.II.7. se puede observar que hay dos conjuntos de eventos de los cuales un conjunto de
células presentaria un mayor tamano que el otro conjunto. Al haber partido de un cultivo de células
homogéneo como se muestra en la Eigura V.Il.8, se asume que todos los eventos observados se
corresponden a la misma poblacion de células. Ademas, en el grafico FSC-H vs. FSC-A se puede
observar un comportamiento en comun de la mayoria de los eventos por lo que asumir la poblacién
como unica no pareceria presentar mayores inconvenientes.



Figura V.1.8. Células BT-474. En la imagen de la derecha se puede observar el cultivo celular utilizado para
realizar el ensayo de citometria de flujo. En la imagen de la izquierda se pueden observar las células BT-474 en
la camara de Neubauer teriidas con azul de tripan para realizar el conteo de células viables.

El experimento de citometria de flujo fue realizado por duplicado. A partir de los datos experimentales
obtenidos para cada uno de los tres marcadores utilizados y aplicando la estrategia de gating
mencionada anteriormente, se realizan los graficos mostrados en la Figura V.II.9. En la seccion B) de
dicha figura se puede observar que en uno de los controles positivos presenta dos poblaciones de
células: una poblacién de células con una mayor intensidad de fluorescencia y otra con una intensidad
de fluorescencia igual al control. Para este control positivo que fue realizado utilizando el marcador
conjugado en el laboratorio utilizando Herceptin y FITC, se puede observar un 23.7% de células
positivas. A partir de este resultado, se puede validar que el protocolo de citometria utilizado permite
identificar células que presentan HER2 y que el trastuzumab utilizado funciona correctamente.
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Figura V.11.9. Histogramas obtenidos a partir de los datos de citometria de flujo para las tres sondas
fluorescentes utilizadas. A) Células sin tefiir. B) Células tefiidas con Herceptin-FITC realizado en el laboratorio.
C) Células tefiidas con la sonda Herceptin-compuesto 4. D) Células tenidas con el anticuerpo anti-HER2-FITC
comercial.

Al analizar la tincién realizada con el conjugado trastuzumab-compuesto 4 se puede concluir que este
no funcioné como tincién ya que el comportamiento observado es igual al del control negativo. Esto
puede deberse a que la conjugacion con el anticuerpo se realiz6 en una proporcion 1:1 de
equivalentes de trastuzumab y compuesto 4. Es decir, que la sefial producida no es suficiente para ser
detectada. Dado que a partir de los datos de la titulacién sabemos que se pueden conjugar hasta 10
equivalentes del compuesto 4 por molécula de anticuerpo, se propuso realizar conjugados con mayor
proporcion de fluoréforo. En particular se realizaron dos sondas adicionales: una con 4 equivalentes de
compuesto 4 por anticuerpo y otra con 8 equivalentes de compuesto 4 por anticuerpo. Por una
problematica del equipo, no se pudieron realizar los ensayos de citometria para estos conjugados.

Ademas, se puede observar en la seccion D) de la Figura V.II.9 que no se obtuvo el resultado
esperado para el otro control positivo. La tincién con el anticuerpo anti-HER2 conjugado a FITC
comercial no funcioné ya que no se observa una poblaciéon positiva para HER2 en los resultados
obtenidos de la citometria de flujo. Dado este resultado, se decidié analizar el anticuerpo mediante
HPLC vy electroforesis en gel para verificar en qué condiciones se encuentra el mismo.
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Figura V.11.10. Ensayos de integridad del anticuerpo comercial anti-HER2-FITC. A) Imagen de electroforesis en
gel de poliacrilamida, carriles en orden de izquierda a derecha: marcador de peso molecular, trastuzumab,
trastuzumab-TCO, sonda trastuzumab-compuesto 4 (4 equivalentes), sonda trastuzumab-compuesto 4 (8
equivalentes), sonda trastuzumab-Cy3 (4 equivalentes), sonda trastuzumab-Cy3 (8 equivalentes) y anticuerpo
anti-HER2-FITC comercial. B) Imagen de electroforesis en gel revelado con un haz de luz a 490 nm. C) Perfil de
HPLC del anticuerpo anti-HER2-FITC comercial obtenido utilizando el método 3.

Al observar el carril correspondiente a la sonda comercial en la imagen de la electroforesis realizada
(Eigura V.11.10. A), se puede concluir que el mismo se encuentra degradado. En dicho carril se
presentan varias bandas de diferente peso molecular donde solo deberia haber una banda. Ademas,
la banda de mayor intensidad, es decir, la que representa la mayor cantidad de proteina, no se
corresponde con el peso molecular del anticuerpo (150 KDa). También, se puede observar en la
imagen del gel revelado a 490 nm (Eigura V.I1.10. B) que hay una banda que fluoresce con poca
intensidad con un desplazamiento correspondiente a 150 KDa en el carril. Dicha banda casi no se
observa en la tincién con azul de Coomassie por lo que solo una pequefia proporcién del anticuerpo se
encuentra en buenas condiciones. Aun asi, como los resultados de la citometria fueron negativos, la
porcion de anticuerpo integro no es suficiente para realizar una tincidbn en las condiciones
recomendadas por la hoja de datos del producto. En la imagen obtenida a partir de la corrida de HPLC
del anticuerpo comercial se puede observar que hay varios picos presentes de baja intensidad que
absorben a 280 nm. Esto quiere decir que hay diferentes fragmentos proteicos con distintos tamafos
presentes en la muestra inyectada. Estos resultados reafirman los obtenidos a través de la
electroforesis. A partir de todos los resultados obtenidos se puede concluir que el anticuerpo comercial
se encuentra degradado.



VI. Conclusiones y perspectivas

En el presente trabajo se logré disenar, sintetizar y caracterizar una sonda fluorescente pasible a
reaccionar con dienofilos tensionados mediante una reaccién de demanda inversa de electrones de
Diels-Alder. Para ello se sintetizaron y funcionalizaron con éxito compuestos fluorescentes derivados
de la familia BODIPY. Luego, se conjugo el fluoréforo obtenido (compuesto 3) con una tetrazina,
obteniendo un a sonda fluorescente (compuesto 4) con el potencial de participar en reacciones
bio-ortogonales. Se caracterizé el producto obtenido mediante diferentes técnicas permitiendo
confirmar su estructura y determinar su pureza. A su vez, se determinaron las capacidades 6pticas y
fisicoquimicas del mismo. Algunas de las propiedades mencionadas fueron determinadas utilizando un
numero de repeticiones por experimento bajo. Seria conveniente repetir dichos experimentos a la
brevedad, aumentando el numero de repeticiones, con el fin de poder reportar los datos obtenidos con
sus correspondientes analisis estadisticos.

Luego de caracterizar al compuesto obtenido, se ensayaron sus posibles aplicaciones in vitro. Se pudo
verificar la disminucion del efecto de quenching intramolecular tras la reaccion del fragmento tetrazina
con TCO y determinar el factor de encendido de la molécula obtenido. A su vez, se determind la
constante cinética de segundo orden para la reaccion de cicloadicién sobre la superficie de un
anticuerpo monoclonal anti-HER2 (trastuzumab). Asimismo, se confirmé su utilidad como sonda
fluorescente para marcado en electroforesis en gel y en ensayos de ELISA. También, se busco
determinar el valor de la sonda compuesta por el compuesto 4 conjugado a trastuzumab-TCO (1:1)
como sonda para experimentos de citometria de flujo en células BT474. A partir de dichos
experimentos no se obtuvieron los resultados esperados ya que la sonda no permitié distinguir las
células marcadas de las células sin marcar de control.

A futuro se buscara repetir los ensayos de citometria de flujo aumentando el nimero de equivalentes
del fluoréforo conjugados por anticuerpo. Con dicho fin se realizaron conjugaciones de anticuerpos con
4 y 8 equivalentes de compuesto 4 pero no pudieron ser ensayados en células debido a un mal
funcionamiento del equipo y a la imposibilidad de solucionarlo debido al contexto actual. A su vez, se
pretende realizar un ensayo de tincién de las mismas células utilizadas para la citometria de flujo, con
los diferentes conjugados obtenidos durante el trabajo para ensayos de microscopia confocal. Como
ultima aplicacion, seria deseable ensayar el fluoréforo como sonda para estudios in vivo de animales
pequenos mediante imagenes opticas de fluorescencia.

A su vez, se buscara repetir el proceso sintético utilizado para la obtencion del compuesto 4 utilizando
un derivado de tetrazina sin metilar. De obtenerse el producto, se repetiran los ensayos cinéticos
realizados para el compuesto 4, esperando obtener constantes de velocidad mayores.

Por ultimo, se pretende obtener un conjugado entre el compuesto 5 y un derivado de tetrazina para
obtener una sonda adicional. Una vez halladas las condiciones de reaccién para obtener dicho
producto, se podran realizar sobre el mismo los ensayos de caracterizacion fisicoquimica ya realizados
para el compuesto 4. A su vez, se podran comparar los resultados de dicha sonda con los obtenidos
en este trabajo.



Por ultimo, resulta interesante evaluar la posibilidad de reducir la imina presente en el compuesto 4y
el futuro derivado del compuesto 5 para obtener compuestos con mayor estabilidad. Dicha reaccion
puede realizarse utilizando NaCNBH;.
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