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Capitulo I. Introduccidn y objetivos

I. Introduccién y objetivos

I.1. Nanomedicina y terandstica

La aplicacion de la nanotecnologia en las ciencias de la salud ha promovido la aparicidn de un
area de investigacion denominada nanomedicina, que tiene como principal objetivo el
desarrollo de herramientas que sirvan para prevenir, diagnosticar y tratar enfermedades de una
forma mas precisa, eficaz y personalizada.! En concreto, caben destacar tres campos en los que
las aportaciones de la nanotecnologia resultan fundamentales para la consecucién de avances

significativos con fines médicos:

1. Liberacion de farmacos. La investigacién en este campo esta enfocada a desarrollar na-
nosistemas capaces de transportar y liberar farmacos de manera controlada en una de-

terminada diana con fines terapéuticos.??

2. Diagnéstico. Su objetivo se centra en el disefio de nanodispositivos capaces de identifi-
car cualquier enfermedad por medio de nanosistemas de imagen o nanobiosensores,
los cuales contienen un componente biolégico capaz de detectar a tiempo real y con

una alta sensibilidad un objetivo determinado.?

3. Terapia y diagndstico (terandstica). La investigacién desarrollada en este campo pre-
tende crear nanodispositivos capaces de identificar y tratar al mismo tiempo una enfer-

medad determinada.?

El término terandstica fue utilizado por primera vez en el afio 2002 por John Funkhouser,
presidente y gerente general de la farmacéutica PharmaNetics, al referirse a la capacidad de un
Unico sistema de combinar el diagndstico de una enfermedad y su posible tratamiento. A este
tipo de sistema se le dio el nombre de agente terandstico.* La funcién diagndstica de los agentes
terandsticos informa de la presencia de una enfermedad, su estado y su posible respuesta a un

determinado tratamiento. Por otra parte, la funcién terapéutica del agente, como su propio
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nombre indica, es la capacidad de tratar la enfermedad y curarla sin producir efectos
secundarios nocivos.’ De esta manera, con un solo dispositivo seria posible diagnosticar y tratar

una determinada afeccion.

I.2. Nanomedicina y sistemas desarrollados para su aplicacion médica

Actualmente existe un nimero importante de nanosistemas que permiten el diagndstico, la
prevencion y, en consecuencia, el entendimiento de los procesos fisiopatoldgicos que
intervienen en el origen y el curso de una enfermedad determinada,® sin embargo, no todos

presentan capacidad terandstica.

En este sentido cabe destacar los siguientes tipos de nanosistemas terandsticos recogidos en la

Figura 1.

Micela Liposoma Dendrimero Nanohidrogel

Region Hidrofébica

f_%
. Molécula de Interés terapéutico  Regién Hidrofilica { Q

Molécula de Direccionamiento ‘ Agente de contraste O Ndcleo

O Unidades Repetidas Ramificadas \ ) Grupos Superficiales Funcionales

// Agua d@@ Red Tridimensional ‘ Nanoparticula Magnética

Figura 1. Estructura de los diferentes nanosistemas descritos: micelas, liposomas, dendrimeros

y nanohidrogeles.
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- Micelas: son nanoestructuras formadas por el autoensamblaje de moléculas anfifilicas,
normalmente polimeros. Las micelas pueden albergar en su interior distintos compuestos como,
lipidos, antimicrobianos, antiviricos, antitumorales etc., permitiéndoles viajar por el organismo
del huésped sin ser eliminados por el sistema fagocitico mononuclear.® Ademds, también puede
contener agentes de contraste para un diagndstico monitorizado. Estos agentes también se
pueden unir a la superficie de la micela, asi como diferentes ligandos que les proporciona

especificidad hacia diferentes dianas (Figura 1).

- Liposomas: son nanovesiculas cuya estructura se basa en un tipo o varios de
fosfolipidos, integrados en una o mas bicapas, que poseen un espacio acuoso central y espacios
interlaminares. En estos espacios pueden insertarse diversos tipos de moléculas, como,
farmacos, moléculas de interés terapéutico o agentes de contraste entre otros, segun sea su
naturaleza hidrofilica (espacio acuoso), lipofilica o anfifilica (espacio interlaminar). Ademas, al
ser los fosfolipidos los principales componentes de la membrana celular, los liposomas se
difunden en los tejidos con mucha facilidad.” Al igual que las micelas, a los liposomas se les
puede unir a la superficie diferentes ligandos que les proporciona especificidad hacia diferentes
dianas y agentes de contraste para permitir el diagndstico monitorizado de la terapia (Figura

1)

- Dendrimeros: son moléculas compuestas por polimeros como, por ejemplo,
poliamidoamina (PAMAM), polipropilenimina (PPI) o poli-L-lisina (PLL), siendo los PAMAM los
mds ampliamente estudiados.® Los dendrimeros poseen una estructura en forma de arbol con
tres partes diferenciadas: (i) un nucleo, que en el caso de los PAMAM suele ser de etilendiamina,
(ii) una zona intermedia que consta de unidades repetitivas ramificadas y en la que cada capa o
unidad repetida supone una nueva generacion (GO, G1, G2 etc.) y, por ultimo, (iii) una zona
exterior multivalente, que puede ser disefiada para contener diversidad de grupos funcionales
donde destacan los grupos amino o carboxilato, que hacen al dendrimero muy reactivo y le

permite interactuar con sustratos para realizar posteriormente una liberacién controlada del
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material encapsulado.>!? De esta forma, los dendrimeros pueden actuar como transportadores
de farmacos o de moléculas de interés terapéutico y, ademds, también pueden incorporar

agentes de contraste para el diagndstico de enfermedades (Figura 1).1!

- Nanohidrogeles: son hidrogeles a escala nanométrica formados por una red
tridimensional reticulada producida por la asociacidon de polimeros, que suelen contener grupos
hidrofilicos (-OH, -COOH o NH,), a través de puentes de hidrégeno, capaces de absorber una
gran cantidad de agua sin disolverse debido a los enlaces fisicos y quimicos formados entre sus
cadenas,'*!3 existiendo en un estado de la materia entre sélido y liquido a diferencia de otros
nanosistemas.**1°
Los nanohidrogeles pueden utilizarse en terandstica para la liberacién controlada de farmacos,
siendo estos nanosistemas los que pueden albergar mayor cantidad de fdrmaco en comparacién
con los descritos anteriormente. Esto se debe a que su componente principal es el agua y por
tanto existe un espacio mayor para la incorporacién de moléculas de interés.’®'’ Asi mismo, se
les puede unir a la superficie diferentes ligandos que les proporciona especificidad hacia
diferentes objetivos, es decir pueden ser vectorizados hacia las moléculas diana.’” Un aspecto
muy interesante de los nanohidrogeles es la posibilidad de almacenar dentro de ellos
nanoparticulas magnéticas, las cuales son excelentes medios para el diagndstico basado en la

resonancia magnética de imagen (RMI) y también como agentes terapéuticos (Figura 1).18

Como veremos mas adelante, este tipo de nanoparticulas magnéticas serd una de las

herramientas basicas en el disefio de los nanosistemas desarrollados en esta Tesis Doctoral.

1.3. Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) son nanoestructuras formadas por elementos
magnéticos, tales como los atomos de Fe, Mn, Co o Ni, que tienen la capacidad de agregarse en
presencia de un campo magnético externo y dispersarse cuando se elimina la fuente magnética.

Entre los diferentes tipos de NPMs, nos centraremos en las NPs oxido-magnéticas,
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)

concretamente en las NPs de 6xido de hierro superparamagnéticas (IONPs, del inglés ” iron
oxide nanoparticles”),’®* que se describirdn con mas detalle en el capitulo Il de esta Tesis
Doctoral. Para poder utilizar las IONPs en aplicaciones biomédicas es de vital importancia la
funcionalizacién de su superficie para aumentar la biocompatibilidad y evitar o disminuir los
efectos citotdxicos.?! Una correcta funcionalizacién debe: (i) evitar la agregacién de las IONPs,
es decir mantenerlas monodispersas y estables, conservando sus propiedades magnéticas, (ii)
permitir la solubilizacion en medios fisioldgicos, (iii) evitar o retardar el reconocimiento por el
sistema fagocitico mononuclear del huésped y (iv) proporcionar grupos funcionales libres para,

posteriormente, poder unirlos a biomoléculas de interés (Figura 2).%

‘ Molécula de Direccionamiento

‘ ‘ Molécula de Interés terapéutico
. Q Recubrimiento Hidrofilico (p. ej. PEG)

Figura 2. Esquema representativo de IONPs funcionalizadas.

1.3.1 Aplicaciones médicas de las nanoparticulas de 6xido de hierro (IONPs)

Las IONPs tienen multitud de utilidades en el campo de la medicina, como describiremos de

forma resumida a continuacion:
® Resonancia magnética de imagen

La resonancia magnética de imagen (RMI) es una técnica de diagndstico no invasiva que produce
imagenes anatomicas tridimensionales detalladas, sin el uso de radiacién dafiina para el
paciente. Se basa en una tecnologia sofisticada que estimula y detecta el cambio en la direccion
del eje de rotacién de los protones que se encuentran en el agua que compone los tejidos

vivos.?® La RMI emplea fuertes imanes que producen un potente campo magnético que obliga a
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los protones a alinearse con ese campo. Cuando se aplican pulsos de radiofrecuencia, los
protones son estimulados y giran, alejdndose de la situacidn original de equilibrio, luchando
contra la fuerza del campo magnético. Una vez que se apaga el pulso, los protones tienden a
relajarse mediante dos tipos de procesos: longitudinal (T1) y transversal (T2).?* La resonancia
magnética hace un registro de estos procesos de relajacion, y luego los reconstruye en imagenes
en escala de grises. Las imagenes ponderadas en T; dan un contraste claro y brillante
(denominado contraste positivo) mientras que las imagenes ponderadas en T, dan un contraste

oscuro (denominado contraste negativo).?

Los agentes de contraste (ACs) en RMI son sustancias que mejoran la informacion que nos aporta
el diagndstico de imagen. La funcién de éstos es disminuir los tiempos de relajacién T, y Ty,
aumentando el contraste en la regidon de interés y mejorando, por tanto, la imagen que
obtenemos en la zona de estudio.?>? A pesar de que los ACs en RMI se cataloguen como T 0
T,, existe la posibilidad de preparar ACs duales, es decir, que puedan comportarse como ACs T
y T2 simultdneamente.?’ Este comportamiento viene determinado por el cociente entre los
valores de ambas relajatividades, r, y r;, de dicho AC. Asi, la ratio ry/r; serd la que nos
proporcione la informacidn sobre qué tipo de agente es el compuesto a evaluar. Si la ratio ry/r;
se encuentra entre valores de 1y 3, el AC serd Ti. Si, por el contrario, es mayor a 10 el AC serd
T,; y, por ultimo, si la ratio ofrece un valor entre 3 y 10 estaremos ante un AC dual tanto T; como

Ta.

Uno de los ACs para RMI mas utilizados en clinica son las complexonas de gadolinio que tienen
un papel importante en la imagen de contraste T,, acortando el tiempo de relajacion de los
protones de las moléculas de agua vecinas. Sin embargo, debido a la rapida eliminacién a través
de la orina y a su toxicidad (directamente asociada con la fibrosis sistémica nefrogénica y con
acumulaciones en el cerebro), su uso se encuentra actualmente limitado, resultando de sumo
interés el desarrollo de nuevos agentes de contraste con minima toxicidad y propiedades

multifuncionales.?’
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Para cubrir esta necesidad se han desarrollado como alternativa las IONPs recubiertas con
ligandos biolégicamente compatibles (p.ej. PEG), con gran estabilidad quimica y no toxicas para
el organismo. Las IONPs funcionalizadas, con tamafios del nicleo mayores de 10 nm suelen
exhibir capacidad de contraste T,, ya que la saturacién magnética aumenta proporcionalmente
con un aumento del tamafio.?>?® No obstante, las IONPs de menor tamafio presentan

capacidades como AC T; (Figura 3).2>%

[Fe] 0nM 1nM 5nM 10 nM 25 nM

Figura 3. Phantoms de IONPs a diferentes concentraciones ponderadas para T1y T2.%°
Algunos ejemplos de agentes de contraste comercializados basados en IONPs son:

- Feridex® (Guerbet) y Resovist® (Schering): IONPs recubiertas de dextrano y carboxidex-
trano respectivamente, con un tamafo hidrodindmico aproximado de 150 nm para la
primera y 60 nm para la segunda y con cargas superficiales neutras. Se han empleado

para obtener imagenes de higado (tumores hepaticos) ponderadas en T,.303!

- Sinerem® (Guerbet): IONPs recubiertas de dextrano con un tamafio hidrodindmico me-
dio (30 nm aprox.) y carga superficial neutra. Se han empleado para obtener imagenes
de canceres pélvicos, como préstata, vejiga, utero o cuello del Utero, pudiendo visualizar

los macréfagos o los nddulos linfaticos ponderadas en Ty y T,.32
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® \ectorizacion

Las IONPs pueden ser direccionadas hasta la zona de interés, favoreciendo su aplicacién como
ACs en el diagndstico de enfermedades mediante RMI. En este punto hay que diferenciar dos

tipos de vectorizacidn o “targeting”, pasivo y activo.

- La vectorizacidn pasiva aprovecha las propiedades fisico-quimicas intrinsecas de las
IONPs, como es el tamafio inherente, para llegar especificamente a un tejido concreto. El
direccionamiento pasivo se debe al efecto de permeabilidad y retencion incrementadas (efecto
EPR, del inglés Enhanced Permeability and Rentention) en el tejido diana, por el cual las NPs
menores a 200 nm entran facilmente al intersticio del tumor a través de su vasculatura ya que
las células del endotelio vascular se encuentran mds separadas y, ademas, a consecuencia de la
disminucién de la circulacidn linfatica, las NPs se quedan retenidas y se acumulan en el tumor,
mientras que en el tejido sano las células endoteliales de los vasos sanguineos estan
fuertemente unidas y forman una barrera que imposibilita la salida de las NPs.3® Sin embargo,
esta vectorizacion pasiva depende de la captacién de NPs por parte de las células cancerigenas

(Figura 4).3*

- La vectorizacion activa se basa en la unién de un agente de direccionamiento a la
superficie de la NP, por ejemplo, un ligando cuyo receptor se encuentre sobreexpresado en las
células cancerigenas, anticuerpos, proteinas etc., que dirige a las NPs hasta la zona tumoral. Una
vez que las NPs han llegado a la superficie de las células tumorales pueden ser interiorizadas por
las mismas a través de endocitosis mediada por un receptor.®® Una variante de la vectorizacion
activa consiste en la aplicaciéon de un campo magnético que dirigird a las NPs hacia su diana. Esta

propiedad es Unica para las IONPs (Figura 4).3*
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() 10NPs Células Cancerosas

IONPs Funcionalizadas con un ligando P e PR o T o
Receptor de membrana celular O ‘ ‘o ‘o o

0 Campo magnético externo ‘O o O o O

Vaso Sanguineo

Tejido Sano Tejido Canceroso Tejido Canceroso
Vectorizacion Pasiva Vectorizacion Activa
Figura 4. Representacion de la vectorizacion pasiva y activa en tejido canceroso y su

comparaciéon en tejido sano.

Sin embargo, la vectorizacién no sélo puede utilizarse para diagndstico sino también para el
tratamiento en la liberacion controlada de farmacos. Como se indicd anteriormente, la
vectorizacién activa de las IONPs permite que vayan directamente hasta la zona de interés, y
una vez aqui, si llevan incorporado un determinado farmaco, podran liberarlo como respuesta a
un estimulo, por ejemplo, cambios en el pH o en la temperatura.?® Actualmente existen
numerosos estudios para desarrollar sistemas de liberacidn controlada de fdrmacos a partir de
NPs, entre los que cabe resaltar el dispositivo desarrollado por Y. Su y col., *® basado en IONPs
superparamagnéticas mesoporosas (SPMIONs), que consiste en cargar el principio activo,
plaquitaxel, en los pequenos poros de la NP, para posteriormente recubrirlas con lactoferrina.
La funcién de la lactoferrina es encapsular a los principios activos para evitar su liberacién antes
de lo deseado ademas de aumentar su biocompatibilidad y prevenir su captacién por el sistema
fagocitico mononuclear. Ademads, en este caso, la lactoferrina, actia como agente de
vectorizacién debido a que el tumor sobre el que se ensaya (tumor cerebral) tiene el receptor
de lactoferrina sobreexpresado. Una vez que las SPMIONs estan dentro del tumor se aplica un
campo magnético alterno, que provoca un aumento de la temperatura, desencadenando la

liberacion del fadrmaco.3® Por su parte, K. Hayashiy col,” han creado un sistema basado en IONPs
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superparamagnéticas que tienen unido el farmaco doxorrubicina y estdn funcionalizadas por
polimeros cuyas propiedades cambian con la temperatura. Los polimeros estdn compuestos por
una red de cadenas entrelazadas cuyos enlaces, por encima de una determinada temperatura,

se debilitan provocando la liberacién del farmaco.3"38

e Hipertermia magnética

La hipertermia es la capacidad que presentan las IONPs de absorber la energia que proviene de
un campo magnético externo y liberarla en forma de calor (como se comentd en el apartado

anterior).*

Las IONPs en disolucidén tienen sus momentos magnéticos orientados al azar, de forma que, en
ausencia de un campo magnético, la suspensidén no presenta magnetizacién neta.*® Cuando se
someten a un campo magnético alterno las NPs absorben la energia que desprende dicho campo
y sus momentos magnéticos comienzan a rotar para intentar vencer la barrera energética
generada, principalmente, por la anisotropia, para alinearse con el campo magnético.
Seguidamente, cuando el campo magnético cesa, la energia absorbida se disipa en forma de
calor al relajarse los momentos magnéticos de la NPs, para alcanzar de nuevo la situacién de

equilibrio.*4

Dentro de la hipertermia magnética, los sistemas formados por IONPs funcionalizadas con
vectores dirigidos a las células cancerigenas suponen un enorme avance dentro de este tipo de
terapias, ya que, se acumulan una mayor cantidad de IONPs en la zona de interés y, en
consecuencia, se disminuye la dosis necesaria para alcanzar la muerte tumoral.*? De esta forma,
cuando las NPs se localizan en el tumor, se aplica un campo magnético alterno que provoca un
aumento de la temperatura (entre los 43-45 °C), produciendo la apoptosis celular selectiva de

las células cancerigenas (Figura 5).%3
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Se ha observado que las células tumorales a menudo presentan una mayor sensibilidad al
incremento de la temperatura (superior a 41 °C) en comparacién con las células sanas.® La
combinacion de esta terapia junto con tratamientos tradicionales como la quimioterapia o
radioterapia hacen que las células se vuelvan mds sensibles al tratamiento convencional. Es
importante resaltar que si los valores de temperatura superan los 45 °C (termoablacién) se corre
el riesgo de inducir la muerte celular por necrosis provocando una respuesta inflamatoria por
parte del organismo del huésped y, ademas, generando un efecto citotdxico tanto en células
tumorales como en células sanas.* En este sentido cabe destacar el sistema desarrollado por la
farmacéutica MagForce para llevar a cabo una terapia contra el cadncer basada en la hipertermia

magnética.®

Solucién de IONPs

Célula cancerosa

Célula cancerosa tras el tratamiento con hipertermia

0 Campo magnético alterno

) Terapia con Hipertermia
L/ IONPs

Figura 5. Tratamiento contra el cancer basado en hipertermia magnética.

Como hemos indicado hasta aqui, es evidente que las IONPs proporcionan una herramienta
fundamental para el diagndstico y tratamiento de distintas enfermedades en general, y del
cancer en particular, que combinadas con métodos tradicionales permiten un mejor prondstico
de la enfermedad. En la Figura 6, se ilustra un resumen de las aplicaciones descritas

anteriormente.
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Célula sana
Diagnéstico: RMI Hipertermia . Vec.t?rlzauon.
- Liberacion controlada
.@. Célula cancerigena de Farmacos

Y

L

IONPs funcionalizadas con un ligando

') — @
® e |ONPs funcionalizadas LS p
*& conun ligando y un farmaco

Figura 6. Aplicaciones terandsticas de las IONPs.

Por dltimo, cabe comentar que, junto con las aplicaciones descritas anteriormente, las IONPs
también pueden ser utilizadas en terapia génica y reparacion de tejidos, aplicaciones que no
describiremos en detalle por apartarse del objetivo principal de esta Tesis Doctoral, que como

veremos a continuacion se centra en el tratamiento del cancer.

1.4. Objetivos

Dentro de un proyecto de investigacién mas amplio que se viene desarrollando en nuestro grupo
de investigacidon, encaminado al disefio y sintesis de nuevos nanosistemas con aplicaciones
biomédicas, en concreto micelas y NPs magnéticas,*®*’ en esta Tesis Doctoral nos planteamos
como objetivo general el disefio y sintesis de nuevos nanosistemas terandsticos, basados en

nanoparticulas magnéticas, para su aplicacidon en el diagndstico y tratamiento del cdncer.

La consecucion de este objetivo general implica el desarrollo de dos tareas fundamentales,
descritas en los capitulos Il y Ill de esta Memoria, que constituyen a su vez dos objetivos

parciales:

12
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- Objetivo 12: Desarrollo y sintesis de una biomolécula adecuada como agente de vecto-

rizacion con actividad anticancerosa. (Capitulo 1)

En concreto, proponemos la sintesis de un andlogo del Aprepitant, un antagonista NK1 con
actividad anticancerosa, como agente de vectorizacion, utilizando b-galactosa como compuesto
de partida. Este trabajo forma parte de un proyecto de investigaciéon centrado en el receptor

NK1 como diana terapéutica para el desarrollo de nuevos agentes anticancerosos.

- Objetivo 22: Disefio y sintesis de IONPs debidamente funcionalizadas para su posterior

bioconjugacion. (Capitulo IIl)

Nos proponemos sintetizar IONPs de un tamafio adecuado para su posterior funcionalizacion
con ligandos que permitan su solubilizacién en medio acuoso, las hagan biocompatibles, y
permitan su posterior bioconjugacién con el agente de vectorizacién desarrollado
anteriormente (compuesto antagonista NK1). El disefio y sintesis de los nuevos ligandos con las

caracteristicas adecuadas, constituye el cuerpo fundamental de este capitulo.

13






Capitulo Il. Antagonistas del receptor NK1 basados
en carbohidratos







Capitulo Il. Antagonistas del receptor NK1 basados en carbohidratos

Il. Antagonistas del receptor NK1 basados en carbohidratos

I.1. Introduccion y objetivos

11.1.1. Los receptores NK1 y la sustancia P

El receptor NK1 pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G y su ligando
endogeno es la sustancia P (SP). Ambos participan en multitud de procesos bioldgicos en el
organismoy estan implicados en una gran cantidad de patologias humanas, por lo que el estudio

de su funcionamiento resulta de enorme interés.
e Lasustancia P

La SP es una proteina perteneciente a una familia de neuropéptidos llamados taquicininas, que
ademas incluye a la neuroquinina A (NK-A), neuroquinina B (NK-B), neuroquinina K (NK-K) y
neuropéptido y*8. Concretamente es un undecapéptido formado por los siguientes aminoacidos:

Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH, (Figura 7).*

En 1931, los cientificos Ulf Von Euler y John H. Gaddum, tratando de encontrar acetilcolina en
extractos hipotaldmicos e intestinales equinos, describieron por primera vez la presencia de un
factor resistente a la atropina con potentes propiedades hipertensoras y contractiles del
musculo liso.*® Estos cientificos la llamaron sustancia P haciendo referencia al polvo obtenido
después del procedimiento de extraccién, el cual mantenia su actividad bioldgica.>! En 1953, el
cientifico Lemberk F. la propuso como la primera molécula neuroactiva que actuaba como
neurotransmisor dentro de la familia de las taquicininas,®? debido a su localizacién neuronal y
concentracién preferente en los terminales sindpticos. En 1971, Chang y colaboradores la
identificaron en el hipotalamo bovino como una proteina undecapéptida y determinaron sus

aminoacidos.*
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Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH:

Figura 7. Secuencia de amino acidos de la sustancia P.

La SP se sintetizada en los ribosomas de forma natural, donde es almacenada en vesiculas y
transportada para su procesamiento enzimatico final. Posteriormente la SP es liberada al medio

por la accién de proteasas llamadas convertasas.>

Mediante estudios moleculares se ha determinado que la SP actla uniéndose a un receptor
, - . - <
acoplado a proteinas G, el de las neuroquininas, teniendo mayor afinidad por el receptor NK1.
*6 Tras la unidn, se produce la hidrdlisis de fosfoinositol, lo que provoca la movilizacién del calcio,
el aumento en los niveles de AMPc y la activacién de la ruta de las MAPK (mitogen-activated

protein kinases).>’-°

Utilizando microscopia confocal, mediante el marcaje de la SP y el uso de anticuerpos anti
receptor NK1 se ha conseguido detallar la ruta intracelular del complejo formado y los procesos
de degradacién y reciclaje del receptor.®® El receptor NK1 se encuentra en la superficie de la
membrana plasmatica, cuando se produce la unidn con la SP, gracias a la accién de la proteina
clatrina, el complejo formado se internaliza por endocitosis, formando un endosoma primario,

y se dirige hacia la zona perinuclear donde se origina una acidificacién que hace que dicho
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complejo se disocie. Finalmente, se comprueba que el receptor NK1 vuelve a estar presente en

la membrana plasmdtica mientras que la SP se degrada en el interior del endosoma.®°

Mediante estudios radioinmunoldgicos, inmunohistoquimicos y técnicas de cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC),**®® junto con el aislamiento, purificacidon y caracterizacién
guimica de la SP, se ha conseguido crear un mapa in vivo de la misma. La SP estd ampliamente
distribuida por el sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP) de todos los mamiferos y

participa en numerosos procesos bioldgicos tales como:®*

(i) Percepcion del dolor. La SP junto con el glutamato se encuentra en el axén terminal
presindptico y se propone que la SP sensibiliza a las neuronas postsindpticas frente al glutamato,

ayudando en la transmisidn de sefiales de dolor al d&rea somatosensorial del cerebro.5>-8

(ii) Inflamacién neurogénica. Las neuronas sensoriales liberan productos
neurosecretores en el drea del tejido dafiado, entre los que se encuentra la SP ®° que conduce,
entre otros procesos, a la vasodilatacion y la quimiotaxis de las células del sistema inmunitario.
De esta forma, el sistema nervioso dirige al sistema inmunoldgico al sitio de dafio/infeccién.”
La inflamacion neurogénica esta implicada en muchos procesos patolégicos, como el eccema, la

dermatitis, la psoriasis, las migrafias, el asma, la fibromialgia y la rosacea.”*

(iii) Sistema inmunitario. La SP parece contribuir a la atraccién de las células inmunitarias
hacia el lugar de inflamacidn, influyendo en la respuesta de los neutréfilos a la IL-13 vy

estimulando la expresidn de la IL-8.72

(iv) Funciones cardiovasculares. La SP es conocida como un potente vasodilatador y estd
involucrada en la regulacién de la frecuencia cardiaca, la presién arterial, la isquemia, la
reperfusidn, la respuesta cardiaca al estrés y la angiogénesis.”® Al estar presente en el musculo
cardiaco pueden influir en su patogenia, como el infarto de miocardio, la miocarditis y la lesion

por reperfusion.’

16



Capitulo Il. Antagonistas del receptor NK1 basados en carbohidratos

(v) Sistema respiratorio. La SP induce la constriccidon de las células del musculo liso
bronquial, lo que reduce el didmetro de las vias respiratorias y desencadena la desgranulacion

de los mastocitos en el tejido pulmonar, lo que provoca asma y/o bronquitis crénica.”’®

(vi) Funciones gastrointestinales. Una funcidn bien conocida de la SP es su papel en el
reflejo del vémito. En el SNC, concretamente en el bulbo raquideo, se encuentran el area
postrema y nucleo solitario, que controlan el reflejo del vdmito y contienen altos niveles de

SP.77’78

(vii) Sistema tegumentario. La SP provoca inflamacidon neurogénica, como ya se
menciond anteriormente, lo que provoca la liberacién de histaminas y conducen a los cinco
signos cardinales de la inflamacién: enrojecimiento, calor, hinchazén, dolor y pérdida de

funcion.”

Adicionalmente, se ha sugerido que los neuropéptidos, y en particular la SP, juegan un papel
principal en los mecanismos de proteccion y reparacion de los tejidos. La SP actua sobre dichos
tejidos por via del receptor de alta afinidad NK1, aunque en circunstancias especiales, como por
ejemplo altas concentraciones del péptido, también puede interactuar con los receptores NK2

y NK3.%8

Por lo tanto, no es de extrafiar que el andlisis de la SP, asi como su interaccién con el receptor
NK1, sea objeto de importantes estudios debido a su presencia en todos los procesos fisiolégicos
y fisiopatoldgicos anteriormente descritos. Los antagonistas de la SP han sido y siguen siendo
desarrollados para su uso clinico a fin de evitar los vémitos inducidos por la quimioterapia,
desérdenes neurolégicos y psiquidtricos, desérdenes respiratorios, cardiovasculares e inmunes

y dolor crénico.®!

Cabe destacar que, recientemente, se ha podido constatar la presencia de una mayor cantidad
de receptores NK1 en la membrana celular de las células cancerosas, convirtiendo a estos

receptores en una diana terapéutica mds importante aun y aumentando el interés en el
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desarrollo de antagonistas de la SP como posibles inhibidores del crecimiento del tumor.®? En

base a esta premisa, se plantea el desarrollo del primer capitulo de esta Tesis Doctoral.

e Caracteristicas estructurales de los antagonistas de los receptores NK1

Tras el descubrimiento de CP-96,345 ((2S,3S)-cis-2-(difenilmetil)-N-[(2-metoxifenil)metil]-1-
azabiciclo[2.2.2]octan-3-amina) como primer antagonista no-peptidico del receptor NK1, se han
desarrollado un gran niumero de antagonistas de los receptores NK1. Los estudios de relacion
estructura-actividad han permitido establecer un modelo de farmacéforo, consistente en un
esqueleto heterociclico sustituido con al menos dos anillos aromaticos con orientacion cis
(Esquema 1A). En algunos casos, la orientacidn fija entre estos dos grupos aromaticos, puede
ser paralela “cara a cara” (Esquema 1Aa), perpendicular “en forma de T” (Esquema 1Ab), o una

disposicién “en forma de L” (Esquema 1Ac).8%?
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Esquema 1. (A) Esquema general del farmacdforo antagonista de los receptores NK1 no
peptidico. (B) Estructuras y visualizacién en color de las diferencias y similitudes de algunos

antagonistas pioneros del receptor NK1. (C) Antagonistas del receptor NK1 comercializados.

Como esqueletos se han utilizado diferentes heterociclos, tales como la quinuclidina en CP-

96,345, la piperidina en CP-99,994, Casopitant y Ralopitant, un anillo de morfolina en
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Aprepitant, un anillo de piridina en Netupitant, o una simple cadena aciclica en L-733,060
(Esquema 1B y 1C). El uso de un esqueleto heterociclico saturado con dos carbonos sustituidos
implica que la molécula es quiral con al menos dos centros estereogénicos. En concreto, tanto
el Aprepitant como el Ralopitant tienen tres centros quirales, y sélo uno de los ocho posibles
diasteroisémeros tiene la actividad deseada. Acceder al compuesto deseado como un solo
enantiomero es un desafio, requiere mucho tiempo y es muy costoso. El sistema de Merck,
desarrollado para la sintesis del Aprepitant, implica un proceso de hidrogenacién asimétrica
catalitica junto con una transformacion diastereoselectiva inducida por cristalizacion. El disefio
de nuevos antagonistas cuya sintesis sea simple y que muestren una elevada actividad

constituye una tarea de gran interés.

e Receptores de membrana acoplados a proteinas G (GPCR)

Los denominados receptores acoplados a proteinas G o GPCR (G Protein-Coupled Receptors)
constituyen una de las mayores familias de receptores celulares y suponen entre el 3-5 % de los
genes funcionales del genoma de mamiferos.®*® En el ser humano existen mas de 800 GPCR
diferentes, ubicados en diversos sistemas, que participan en distintas funciones fisioldgicas
como la vision, el olfato, el gusto, funciones neuroldgicas, cardiovasculares, endocrinas y
reproductivas.®* Esto se debe a que dichos receptores pueden unirse a una gran variedad de
ligandos de distinta naturaleza y tamafio como hormonas, neurotransmisores, iones, factores

8 abriendo una enorme ventana de

de crecimiento, autacoides y proteinas, entre otros,
posibilidades para el tratamiento farmacoldgico de diversas enfermedades. No es extrafio por
ello, que se estime que los GPCR sean el blanco terapéutico de al menos un 40 % de los farmacos
utilizados en la practica médica. Por citar algunos de los mas destacables, Zyprexa®
(antipsicético) de Lilly Medical, Clarinex® (antihistaminico) de Merck & Co., Zelnorm® (sindrome

del intestino irritable y el estrefiimiento) de Novartis, Aprepitant Accord® (antiemético, nduseas

producidas por la quimioterapia antineoplasica moderada) de Accord Healthcare, Ivemend®
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(Fosaprepitant, profarmaco del Aprepitant, antiemético, nduseas producidas por la
qguimioterapia) de Merck, Varubi® o Varuby®, Ralopitant (antiemético, nauseas producidas por
la quimioterapia) de Tesaro, Akynzeo®, Netupitant (antiemético, nauseas producidas por la
guimioterapia) de Helsinn Birex, o recientemente aprobado Rezonic® o Zunrisa® (Casopitant,
antiemético, nduseas producidas por la quimioterapia) de GlaxoSmithKline.®*®* Como veremos
mas adelante, el Aprepitant constituye un pilar fundamental en el planteamiento de nuestro

trabajo.

Todos los miembros de esta familia de receptores comparten una organizacion estructural
caracteristica, estan constituidos por una cadena de aminodcidos en forma de a-hélice cuyo
extremo amino terminal se localiza en la parte extracelular y el extremo carboxilo terminal se
encuentra en la parte intracelular (citoplasma). La cadena de aminoacidos se dispone formando
7 dominios transmembranales hidréfobos, estos dominios se unen entre si por tres asas o bucles
intracelulares (i1, i2, i3) y tres bucles extracelulares (el, e2, e3) (Figura 8).8” No obstante, los
receptores no son estructuras rigidas que alternen sélo dos estados: una conformacidn activa
(unida al ligando) y otra inactiva (sin ligando), sino que pueden adoptar innumerables

conformaciones dependiendo del ligando que se les una.?%#>

O

o

Figura 8. Estructura lineal del receptor acoplado a proteinas G.
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Para entender su funcionamiento, explicaremos brevemente la estructura de la proteina G
(guanine nucleotide-binding regulatory proteins), que puede ser monomérica o heterotrimérica,
siendo estas ultimas las que nos ocupan. Las proteinas G heterotriméricas estan formadas, como
su propio nombre indica, por tres subunidades, o, By y, que se unen a la membrana plasmatica
por las subunidades o y y mediante estructuras hidrofébicas (acido graso o isoprenoide)
quedando la subunidad B unida a y. Cuando se encuentran inactivas, una molécula de guanosin
difosfato (GDP) estd unida a la subunidad o, por el contrario, cuando se activan por la unién de
un ligando se provoca el cambio de GDP a guanosin trifosfato (GTP) y la proteina se disgrega
quedando por un lado la subunidad a y por otro el dimero B-y lo cual provoca una respuesta

bioldgica (Figura 9).288

Factores de Autacoides

Crecimiento
Proteinas

lones
Hormonas

Neurotransmisores \ \
NH,

(v’
a B
Mensajeros

, " celulares
Proteina G

R".
\ N Bioldgicas
X

-

Figura 9. Esquema representativo de los GPCR y su activacion. (Imagen modificada de la Tesis

Doctoral de la Dra. Rocio Recio).

Una vez descrita la estructura de la proteina G, explicaremos el funcionamiento de los

receptores acoplados a dichas proteinas. Cuando se produce la unién de un ligando al receptor,
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este cambia su conformacién y a su vez provoca cambios conformacionales en los extremos
amino y carboxilo de la subunidad o de la proteina G, haciendo que pierda afinidad por GDP y
este se separe entrando en su lugar una molécula de GTP (A). La unién de GTP a la subunidad o
hace que el trimero se disocie y quede la subunidad a-GTP por un lado y el dimero -y por otro
(B).2>%® Ambas moléculas actuan por separado sobre una amplia gama de efectores diferentes
como la adenilato ciclasa, la fosfodiesterasa, la fosfolipasa C o canales idnicos que a su vez ponen
en marcha una determinada respuesta bioldgica. Finalmente, cuando el ligando se separa del
receptor, se produce la hidrdlisis de GTP a GDP (C) lo que causa la disociacidn de la subunidad o
del efector y se reasocia con el dimero -y y todo el sistema vuelve a quedar en reposo, inactivo

(D) (Figura 10).89%°

D Receptor acoplado a
proteina G

Proteina G,
heterotrimética

I. Respuesta

Figura 10. Proceso de activacién y desactivacion de los receptores acoplados a proteinas G.
(Imagen modificada de “Moléculas sefalizadoras y receptores celulares”: figura 5 de OpenStax

College, Biologia).
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Los GPCR se clasifican en siete familias atendiendo a la homologia de su estructura y similitud

funcional. De esta forma tenemos:

(i) Clase A, es la familia mas grande y representa el 80 % de los GPCR en los seres humanos,
son receptores semejantes a la rodopsina. Los receptores clase A se dividen a su vez en 6 grupos
o subfamilias: grupo a, grupo B, grupo v, grupo J, grupo K y grupo L. Dentro del grupo o
(receptores aminérgicos) encontramos 6 tipos de receptores:! 1) Receptores adrenérgicos, 2)
Receptores muscarinicos, 3) Receptores dopaminérgicos, 4) Receptores histaminérgicos, 5)

Receptores serotoninérgicos, 6) Receptores de trazas de aminas.
(i) Clase B, receptores de la familia de la secretina.
(iii) Clase C, receptores metabotropicos de glutamato.
(iv) Clase D, receptores fungicos involucrados en la determinacidn sexual.
(v) Clase E, receptores de AMPc.
(vi) Clase F, Frizzled.
(vii) Familia de adhesion.

En este capitulo nos centraremos en los receptores de clase A, que son la mayoria de los

receptores que tienen interés terapéutico, y concretamente en el receptor NK1.

o Elreceptor NK1

El receptor NK1 es un receptor de membrana perteneciente a los GPCR, con estructura similar

al resto de receptores pertenecientes a esta familia y de un tamafio aproximado de 47 kDa.

En humanos estan presentes dos isoformas del receptor NK1 que se diferencian entre si en la
longitud del extremo carboxilo terminal. De esta forma encontramos una isoforma “larga” que

contiene 407 aminoacidos (aa) y otra “corta” compuesta por 311 aa, a esta también se le llama
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isoforma truncada. Esta configuracidn altera la eficiencia con la que el receptor se une a su
ligando especifico y a sistemas efectores. La isoforma larga del receptor NK1 se localiza en sitios
concretos del cerebro humano, mientras que la forma corta esta presente en todo el SNC y

tejidos periféricos.®?b

Es de gran interés conocer cdmo interaccionan las moléculas con este receptor y para ello es
necesario saber la estructura exacta del mismo, la cual fue determinada a finales de 2018.3 De
una manera simple y resumida, el sitio de unién del receptor NK1 esta formado por un bolsillo
profundo cédncavo con una gran region hidrofdbica la cual puede maximizar el contacto entre la
proteina y el ligando. La mayoria de los aminoacidos localizados en el fondo del sitio de unién
tienen caracter hidrofébico o anfipatico mientras que los localizados en la regién superior del
sitio de unién tienen caracter hidrofilico y poseen una gran capacidad para donar o aceptar
puentes de H.%* Este gran hallazgo ha permitido entender mejor las bases moleculares de la

selectividad y el reconocimiento del ligando por parte del receptor NK1.

Hasta la fecha, se han descrito las interacciones del receptor NK1 con los antagonistas no
peptidicos CP-99,994, Aprepitant y Netupitant, mediante la cristalizacién del complejo formado
por la unién de cada uno de ellos a dicho receptor.®> Como se ha explicado anteriormente, cada
ligando es capaz de originar modificaciones conformacionales en el sitio de unién del receptor
NK1. Mediante el andlisis de las interacciones de los diferentes fragmentos presentes en la
estructura de estos antagonistas con el receptor NK1, es posible dilucidar qué elementos son

claves para un efecto antagonista eficiente.

Para su estudio, se ha dividido la estructura de los tres antagonistas en distintas areas o
fragmentos comunes: un nucleo central (azul claro) y diferentes sustituyentes representados
como brazo 1 (morado), brazo 2 (verde) y brazo 3 (naranja) este ultimo presente sdélo en el caso

del Aprepitant y el Netupitant (Figura 11).%
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CP-99,994 Aprepitant Netupitant
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Figura 11. Estructura de los antagonistas CP-99,994, Aprepitant y Netupitant

Como se observa en las tres estructuras de la Figura 12, el nicleo central, el brazo 1y el brazo 2
interaccionan con diferentes aminoacidos del receptor mediante interacciones de tipo
hidrofébicas. Ademas, el brazo 1 forma puentes de hidrégeno con la regién media superior del
sitio de unién, aumentando la afinidad por el receptor. En el caso del Aprepitant, el metilo de la
posicidon bencilica interacciona adicionalmente con un pequefio sub-bolsillo hidréfobo presente
en el receptor. El brazo 3 presente en el Aprepitant y el Netupitant establece interacciones de
tipo hidrofébicas y por formacidn de puentes de hidrégeno en diferentes zonas del receptor. De
acuerdo con los resultados, para la interaccion de los antagonistas con el receptor NK1 es
necesaria la presencia de los brazos 1y 2 como sustituyentes del anillo central de 6 miembros.
Sin embargo, la presencia del tercer brazo no parece fundamental para la actividad antagonista,
pero otorga una mayor afinidad hacia el receptor NK1. Toda esta informacién proporciona una
base estructural racional del antagonismo de los receptores NK1 y facilita, por tanto, el disefio

de nuevos agentes terapéuticos con el receptor NK1 como diana.®%

26



Capitulo Il. Antagonistas del receptor NK1 basados en carbohidratos

CP-99,994 Aprepitant Netupitant

Figura 12. Interacciones de CP-99,994 (A), Aprepitant (B) y Netupitant (C) con el receptor NK1.
El receptor NK1 estd representado por bucles grises, los residuos del receptor involucrados en
la interaccidn en cada caso aparecen en naranja (A), azul (B) y azul oscuro (C). Las estructuras
de los antagonistas en el interior del receptor aparecen en rosa (A), amarillo (B) y naranja (C).

Las interacciones por formacién de puentes de hidrégeno aparecen como lineas discontinuas.

e Elreceptor NK1y la SP en la proliferacion del cancer

Como se ha comentado anteriormente, la SP esta implicada en numerosos procesos fisioldgicos
y patoldgicos y esta ampliamente distribuida por el SNCy el SNP. En los ultimos afios, numerosos
autores han defendido que el SNC podria ser capaz de monitorizar y modular la formacién de
tumores a través de interacciones del eje neuro-inmuno-endocrino, en donde la SP juega un
papel fundamental.®®®” En este sentido es importante sefialar la implicacién de la SP en procesos

de mitogénesis y neoangiogénesis, tanto de células sanas como tumorales.”%

La neoangiogénesis, es decir, la formacién de nuevos vasos sanguineos es de vital importancia
en la enfermedad del cdncer ya que garantiza oxigeno y alimento para las células cancerosas
permitiendo que estas no paren de crecer y dividirse (mitogénesis). Este proceso biolégico se ha

asociado a unaumento en la expresion de los receptores NK1 en la membrana externa de células
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tumorales y se ha demostrado la presencia tanto de la SP como de receptores NK1 en la mayoria
de los vasos sanguineos intra y peritumorales en una gran variedad de los cdnceres
estudiados.?>1% Entre los numerosos estudios llevados a cabo para demostrar la accién
favorecedora del crecimiento y proliferacidon tumoral por parte de la SP al unirse al receptor
NK1, cabe destacar la inhibicién observada en el proceso de angiogénesis en cancer hepatico

en ratones usando Aprepitant como antagonista NK1.10%

11.1.2. Objetivos

En base a estos antecedentes, en este capitulo de la presente Tesis Doctoral nos hemos
planteado los siguientes objetivos:
1. Sintesis de nuevos andlogos del Aprepitant.

Con el fin de obtener nuevos antagonistas NK1, efectivos y selectivos, se propone la sintesis de
analogos del fdrmaco Aprepitant, utilizando hidratos de carbono como reactivos de partida, ya
gue constituyen una alternativa simple y econdmica para acceder a compuestos heterociclicos

con multiples centros quirales.

H3C/,,

Figura 13. Molécula andloga al farmaco Aprepitant tomando como base quiral la b-galactosa

Entre las diferentes aldohexosas comerciales, seleccionamos D-galactosa como carbohidrato de

partida (Figura 13).

28



Capitulo Il. Antagonistas del receptor NK1 basados en carbohidratos

La estructura de los analogos que planteamos presenta en la posicion anomérica el fragmento
3,5-bis(trifluorometil)bencilo (brazo 1) y el grupo p-fluorobencilo en la posicién 2 (brazo 2), pre-

sentes ambos en el Aprepitant.

2. Determinacion de la actividad antagonista NK1 de los derivados sintetizados.

La actividad antagonista de los compuestos se determinara estudiando su capacidad para inhibir

la respuesta del receptor NK1, mediante el Test IPone.

3. Estudio de la capacidad anticancerosa de los derivados de D-galactosa sintetizados.

Para valorar la capacidad anticancerosa de los nuevos derivados se realizardn ensayos de
citotoxicidad selectiva en diferentes lineas celulares, mediante el ensayo del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) y el ensayo del 7-hidroxi-10-oxidofenoxazina-10-

ium-3-ona (Resazurina).
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11.2. Resultados y discusion

11.2.1. Sintesis de antagonistas NK1R derivados de D-galactosa

Teniendo en cuenta que cuando se abordd este proyecto no se conocia la estructura del receptor
NK1, la aproximacidn que aplicamos para el disefio de nuevos antagonistas se basa en la analogia
con la estructura de uno de los antagonistas conocidos de este receptor, el Aprepitant, un
derivado morfolinico con tres centros quirales en su estructura. Una alternativa simple y
econdmica para acceder a compuestos heterociclicos con multiples centros quirales consiste en
utilizar reactivos de partida que ya dispongan de una quiralidad definida, como es el caso de los

carbohidratos.

Los hidratos de carbono son compuestos con una gran riqueza estereoquimica, presentan un
gran numero de centros quirales, con grupos hidroxilos en practicamente todos los carbonos, lo
que permite modular facilmente sus caracteristicas estéricas, electrénicas y tridimensionales.

Ademas, son biomoléculas abundantes, accesibles a gran escala y de bajo precio.

En concreto, la estructura del derivado que planteamos incorporaria en la posicion anomérica
el fragmento 3,5-bis(trifluorometil)bencilo, presente en muchos antagonistas de los receptores
NK1, incluyendo todos los comercializados actualmente. Por otra parte, como segundo
fragmento aromatico, proponemos la incorporacién en la posicidn 2 del carbohidrato, el grupo
p-fluorofenilo presente en el Aprepitant, Fosaprepitant, y otros antagonistas selectivos descritos
anteriormente. Por ultimo, la presencia de los hidroxilos de las posiciones 3, 4 y 6 del
carbohidrato, brindan la oportunidad de introducir diferentes grupos, como el O-benciliden
acetal (Figura 14), permitiendo modular la lipofilia de los correspondientes derivados. Hay que
tener en cuenta que cuando los grupos aromaticos 3,5-bis(trifluorometil)bencilo y p-fluorofenilo
se encuentran en la cara o del anillo de piranosa, se puede establecer entre ellos una interaccidén
intramolecular de tipo m-it stacking que se ha propuesto que desempefia un papel importante

en su actividad antagonista.
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Figura 14. Estructura general y esquema retrosintético del antagonista del receptor NK1 basado

en el carbohidrato D-galactosa.

Para llevar a cabo nuestro objetivo, la eleccién del carbohidrato inicial, asi como la secuencia
seguida para implementar los sustituyentes es crucial. Desde un punto de vista sintético, se trata
de utilizar el azlcar adecuado y una secuencia sintética que permita la funcionalizacién selectiva
del hidroxilo en C2, e introducir el aglicén en la cara o del carbohidrato. Teniendo en cuenta
estas consideraciones, entre todas las hexopiranosas, seleccionamos la D-galactosa debido a la
diferente reactividad de sus grupos hidroxilos, gracias a la disposicion cis de los hidroxilos en C3
y C4. Ademads, tendremos en cuenta que la glicosilacidn en disposicidn o, requiere de la

presencia de un grupo no participante en el C2 durante dicha etapa.

Por lo tanto, utilizando pentaacetato de D-galactosa (a, ) como reactivo comercial de partida,
la primera etapa de nuestra ruta sintética ha consistido en la tioglicosilaciéon por tratamiento
con tiofenol en presencia de trifluoruro de boro eterato, rindiendo cuantitativamente el
feniltioglicésido correspondiente, como un Unico anémero 2f. A continuacion, se realiz6 una
desacetilacién de Zemplen, utilizando una cantidad catalitica de MeONa como base en MeOH a
0 °C, para dar el derivado tetrahidroxilado 3. Seguidamente, tiene lugar la formacién del 3,4-
isopropiliden acetal 4f, mediante el tratamiento con una cantidad catalitica de acido 10-

canforsulfénico en 2,2-dimetoxipropano (2,2-DMP), con un rendimiento del 90 % (Esquema 2).
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Esquema 2. Sintesis del derivado de p-fluorobencil b-galactosa (7f)

La introduccidn regioselectiva del fragmento aromatico p-fluorobencilico en la posicién 2 se basa
en la diferencia de reactividad que presentan los hidroxilos primario y secundario. En concreto,
la sililacién regioselectiva del alcohol primario de 4P con cloruro de terc-butildifenilsililo e
imidazol, en DMF a t.a., rinde el derivado mono hidroxilado 5 con alto rendimiento (96 %). A
continuacidn, se introdujo el fragmento p-fluorobencilico en el C2 utilizando NaH como base y
afiadiendo yoduro de tetrabutilamonio y cloruro de p-fluorobencilo en THF. De este modo, en
tan solo cinco pasos se ha sintetizado el derivado 7 con muy buen rendimiento global (Esquema

2).
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5.000°—= *

(=]

T 1
0.5 ppm

En la Figura 15 se muestra el espectro de RMN de protones de 7§, donde se pueden observar

las sefiales correspondientes a los protones de los anillos aromaticos (circulo rojo), al esqueleto

del azucar (recuadro azul), los dos CH; correspondientes al acetal formado entre los hidroxilos

de las posiciones 3 y 4 (recuadro verde) y por ultimo los tres grupos CHs del terc-butilo del

silileter presente en el C6 (recuadro violeta). Se muestra también la zona del esqueleto del

azucar ampliada, para poder apreciar con mas claridad que se trata del andmero B, ya que la

constante de acoplamiento J1, de la sefial del protén anomérico tiene un valor de 11,26 Hz,

como corresponde a una disposicidn anti de los protones acoplados de las posiciones 1y 2.

La introduccién del fragmento (R)-1-[3,5-bis(trifluorometil)-fenilletan-1-ol en la posicion

anomérica se llevo a cabo siguiendo dos aproximaciones diferentes (Ruta Ay B), como se indica
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en el Esquema 3. La primera ruta (Ruta A, Esquema 3) estd basada en la reaccidn de glicosilacion
del tricloroacetimidato correspondiente. Para ello, el tratamiento de compuesto 7B con NBS en
acetona humeda rinde la mezcla de ambos anémeros del lactol 8(a., B), en proporcién 1:3, que
mediante tratamiento posterior con tricloroacetonitrilo, catalizado con DBU, rinde el
tricloroacetimidato correspondiente como una mezcla 1:2 de los andmeros, 9a y 9B. A
continuacién, se llevé a cabo la glicosilacién sobre la mezcla de ambos tricloroacetimidatos
diastereoisomeros con el alcohol quiral (R)-1-[3,5-bis(trifluorometil)-fenilletan-1-ol (10R) en
presencia de triflato de trimetilsililo, obteniéndose la mezcla de anémeros del derivado O-
glicosilado 11(a., B), que fueron facilmente separados mediante columna cromatografica dando
como resultado los O-glicosilderivados 11a y 11B con un rendimiento de 83 % y 17%,

respectivamente.
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Esquema 3. Sintesis de 11a.y 11f por glicosilacién del derivado 73 de p-fluorobencil b-galactosa.

Como ruta alternativa (Ruta B, Esquema 3), el alcohol (R)-1-[3,5-bis(trifluorometil)-fenilletan-1-
ol (10R) fue incorporado en la posicién anomérica utilizando el tioglicdsido 7 como donador de

glicosilo y una mezcla de NIS/trifluorometanosulfonato de trimetilsililo como activador en
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presencia de tamiz molecular (4 A). Se obtuvo asi una mezcla equimolecular de ambos anémeros

11(a., B) con alto rendimiento (81 %).

Por lo tanto, ambas rutas nos han permitido obtener lo que ya pueden considerase como
primeros andlogos del Aprepitant, que se caracterizan por ser derivados conformacionalmente
rigidos de D-galactosa debido a la presencia del acetal ciclico condensado con el anillo de

piranosa.

A pesar de que la mayoria de los analogos de antagonistas de los receptores NK1 conocidos, el
isdmero cis (en C1-C2), que en nuestro caso corresponderia al andmero a, es el que presenta
mayor actividad, decidimos estudiar la actividad de ambos anémeros. Por lo tanto, una vez
separados cromatograficamente, aplicamos de forma paralela la misma ruta sintética con cada

anémero.
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Esquema 4. Desproteccién y proteccion de los grupos hidroxilos en las posiciones 3,4 y 6 de los

derivados de D-galactosa.

A continuacion, se realizd la desproteccion de los grupos hidroxilos en las posiciones C3, C4 y
C6, y las siguientes incorporaciones de grupos protectores en ambos andmeros (Esquema 4).

Esto nos brinda la oportunidad de modular la lipofilia de los derivados y, al mismo tiempo,
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estudiar la relacién estructura-actividad. La desililacién del O-silil éter en la posicidn C6 de ambos
anémeros de 11 con fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF) condujo al compuesto
monohidroxilado 12 con buenos rendimientos (80 y 84 % para a. y B respectivamente). La
hidrdlisis acida del 3,4-dimetil acetal de 12at y 12 proporcioné el derivado trihidroxilado con
rendimiento cuantitativo para ambos anémero 13a y 13B. Finalmente, la formacion del 4,6-0O-
benciliden acetal, nos permite obtener los correspondientes monoalcoholes con rendimientos
del 95 % para 14 y cuantitativo para 14 (Esquema 4). Como veremos mas adelante, en estos
derivados la presencia del anillo de fenilo de la funcidn acetdlica resulta ser fundamental ya que
permite establecer nuevas interacciones hidrofobas y/o estabilizadoras de tipo m-it stacking con
algunos aminodacidos del receptor NK1. En la Figura 16 se representan los espectros de RMN de

protones de ambos bencilidenderivados 14a. y 14p.
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Figura 16. Espectros *H-RMN (500 MHz, CDCls) de los compuestos 14a (A) y 14p (B).
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En la zona del espectro de RMN correspondiente al esqueleto del azicar de ambos
diastereoisdmeros (Figura 16), se observa que se trata de productos diastereomericamente

puros que presentan patrones de acoplamientos diferentes.

Por ultimo, cabe destacar que en la ultima etapa de proteccién regioselectiva de los carbonos
C4y C6 de los andmeros 13a. y 13 trihidroxilados, se genera un nuevo centro estereogénico en
el carbono acetalico, observandose la formacién de sdélo uno de los dos posibles
bencilidenacetales diasteroisdmeros. La configuracion asignada al compuesto formado
corresponde al producto termodinamicamente mas estable que dispone el grupo Ph en
ecuatorial. Para confirmar esta asignacion, es decir, la configuraciéon absoluta R del carbono
acetalico, tanto para el diasteroisomero 14a como para el 14, se realizaron experimentos

selectivos NOESY1D, cuyos resultados se recogen en las Figuras 17 y 18 respectivamente.
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Figura 17. Asignacién de la configuracién del compuesto 14a mediante experimentos NOESY1D.
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Figura 18. Asignacion de la configuracidn del compuesto 14 mediante experimentos NOESY1D.

Estos espectros NOESY1D, con excitacién selectiva del protén del acetal, mostraron tres
conjuntos de sefiales correspondientes al protdn aromatico, H4 y H6 del azucar. Si bien las
interacciones NOE observadas con el protén aromdtico y H6 seria compatible con ambas
configuraciones del carbono acetalico, la interaccion NOE observada con H4 es claramente

indicativa de la configuracién R para el C del acetal.

11.2.2. Actividad anticancerosa

En primer lugar, se procedio a evaluar la citotoxicidad de los derivados 12a, 12f3, 13, 133, 14a
y 14f frente a dos lineas celulares: células sanas de pulmdén MRC-5 y células de cancer de pulmon

A549, usando el ensayo de viabilidad celular MTT (descrito en la parte experimental).
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Es importante recordar que una limitacién clave de la mayoria de los medicamentos
anticancerosos es que, ademas de dirigirse a las células cancerosas, también actian sobre las
células sanas, por lo que, al desarrollar nuevos agentes anticancerosos, resulta imprescindible
llevar a cabo estudios de selectividad citotdxica utilizando como control células sanas que

tengan un indice de replicaciéon similar a las cancerosas.

En nuestro estudio, ambas lineas celulares fueron expuestas a diferentes concentraciones de los
derivados sintetizados durante 48 h antes de cuantificar la viabilidad celular. Como compuestos
de referencia se utilizaron el propio Aprepitant, como farmaco con actividad antagonista de los
receptores NK1 que presenta también una capacidad citotéxica demostrada, y el Cisplatino,
farmaco anticanceroso utilizado en quimioterapia para el tratamiento de varios tipos de
canceresy los resultados obtenidos se indican en la Tabla 1. En esta tabla se recogen los valores
de ICsp para ambas lineas celulares y el indice de selectividad (IS) calculado dividiendo el valor
de ICso obtenido en la linea celular sana entre el de la linea celular cancerosa. En azul se indica

el compuesto que muestra mayor selectividad.

Tabla 1. Valores de ICso de los derivados de carbohidratos sintetizados, Aprepitant y Cisplatino
en células de cancer de pulmdn (A549) vs células sanas de pulmdén (MRC-5). ° El indice de

selectividad es la media de los indices de selectividad calculados en cada experimento individual.

Entrada | Compuestos ICso (Media + SEM; uM) indice de Selectividad®
MRC-5 A549
1 12a 27,8+5,7 18,7+0,2 1,5+0,3
2 123 39,7+4,2 23,4+3,8 1,7+0,2
3 13a 92,23 +16,7 46,4 £10,0 2,5+04
4 133 155,7+ 29,6 67,5+ 18,2 2,5+0,3
5 140 248,2 +113,0 23,1+6,9 23,0+9,4
6 143 130,8+ 10,7 29,7+5,1 58+1,0
7 Aprepitant 28,9+6,8 18,3+3,4 1,5+0,1
8 Cisplatino 97,8 £57,7 14,8+3,8 56+t3,9
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Como puede observarse en la Tabla 1, todos los derivados de carbohidratos estudiados
mostraron cierta citotoxicidad selectiva frente a la linea celular cancerosa, es decir, para una
concentraciéon dada, las células cancerosas A549 son mads sensibles que las células sanas MRC-
5. Los isopropilidenacetales 12a, 12f, y el Aprepitant, presentan una importante actividad
citotéxica pero baja selectividad con valores de IS entre 1,5y 1,7 (entradas 1,2y 7, Tabla 1) .
Los derivados trihidroxilados 13a y 133 mostraron una menor actividad, con valores de 1Cso
superiores, pero una selectividad algo superior, con valores de IS que indican que la linea celular
cancerosa A549 es aproximadamente 2 veces mas sensible a los compuestos que la linea celular
sana MRC-5 (entradas 3 y 4, Tabla 1). El compuesto 14, presenté una actividad y selectividad
significativamente superior, similar esta ultima a la del Cisplatino (entradas 6 y 8, Tabla 1). De
todos los derivados sintetizados, la citotoxicidad selectiva mas alta corresponde al
diastereoisomero 14a., con un IS superior al del Cisplatino y unos valores de IC50 relativamente
bajos (23,1 £ 6,9 puM) (entrada 5, Tabla 1). En general, los nuevos andlogos sintetizados

mostraron una selectividad igual o superior a la del Aprepitant.

El analisis de estos resultados muestra que, por un lado, la desproteccidn de los grupos hidroxilo
en las posiciones C3, C4, y C6 en los derivados 12a y 12f3 va asociada a una disminucién de la
actividad citotodxica (compuestos 13a y 13f) aunque se duplica la selectividad. Por otro lado, la
proteccion de los hidroxilos en C4 y como bencilidenacetal en el compuesto 14 aumenta de
forma muy significativa la selectividad sin comprometer la citotoxicidad contra las células
cancerosas (entradas 5 y 6, Tabla 1). Por lo tanto, teniendo en cuenta estos resultados,
seleccionamos el compuesto 14a como el compuesto dptimo para profundizar en los estudios

de actividad anticancerosa.
A continuacidn, se procedi6 a estudiar la citotoxicidad de 14a frente a otras lineas celulares

cancerosas, de mama y piel, MCF-7 (células cancer de mama) y UACC-62 (células cancer de piel)

y las correspondientes lineas celulares sanas, MCF-10 (células sanas de mama) y VH-10 (células
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sanas de piel). Para medir la viabilidad celular, al igual que anteriormente, se utilizé el ensayo
MTT, exponiendo las distintas lineas celulares durante 48 h a diferentes concentraciones del

derivado 14a (0, 3, 10, 32, 100, 320 uM).

Por una parte, los datos obtenidos nos muestran una citotoxicidad 10 veces superior frente a las
células de cancer de mama MCF-7 que frente a las células sanas MCF-10, con valores de ICso 23,9
+ 5,0y 291,3 + 52,6 respectivamente (Figura 19). De forma andloga, mostré una actividad
citotoxica selectiva frente a la linea celular de melanoma UACC-62. En este caso, las células
cancerosas fueron 4,3 veces mas sensibles al efecto citotdxico de 14a. que las células sanas VH-
10, con valores de I1Cs0 31,9 £ 6,0 y 117.9 + 12,3 respectivamente (Figura 19). Por lo tanto, el
compuesto seleccionado 14a. mostraba una citotoxicidad similar frente a los tres tipos de lineas
celulares cancerosas estudiadas hasta ese momento, A549, MCF-7 y UACC-62, con valores de

ICso comprendidos entre 25 y 30 uM.
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Figura 19. Estudios de viabilidad celular del compuesto 14a frente a células de mama (A) y

células de piel (B).
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Ante estos buenos resultados, decidimos extender el estudio a nuevas lineas celulares para
evaluar la amplitud del espectro de accion de 14a como agente anticanceroso. En este caso la
viabilidad celular se estudié mediante el ensayo de resazurina. Para dicho estudio se utilizaron
trece lineas celulares cancerosas humanas nuevas: HT-29 (célula de cancer colorrectal
humanas), A64-CLS (células de adenoma de la glandula submaxilar humanas), T-24 (células de
cancer de vejiga humanas), MDA-MB-231 (células de cancer de mama triple negativo humanas),
GAMG (células de glioblastoma humanas), HNO-97 (células de cancer de lengua humanas),
MeWo (células de cancer de piel humanas), PC-3 (células de cancer de préstata humanas), Sk-
Br-3 (células de cancer de mama HER2 positivas humanas), An3Ca (células de cancer de
endometrio humanas), Sk-OV-3 (células de cancer de ovarios humanas), HepG-2 2 (células de
cancer de higado humanas) y KATO-III (células de cancer de estdmago humanas). Para realizar
estos ensayos, se aumentd el tiempo de exposicion de las células al compuesto 14a,
concretamente 96 h, teniendo en cuenta que algunas de estas lineas tienen ciclos celulares mas
largos (24-48 h). Para el estudio de selectividad, como célula sana de referencia se utilizé la
linea celular HaCaT (células sanas de piel humanas). Como farmaco anticanceroso de referencia

se utilizé el Cisplatino. Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 2.

45



Capitulo Il. Antagonistas del receptor NK1 basados en carbohidratos

Tabla 2. Valores de ICso e indice de selectividad de los compuestos 14a y Cisplatino en distintas

lineas celulares humanas.

14a Cisplatino
indice indice
Entrada| Lineas ICso Selectivo 1Cso Selectivo
Celulares |(Media £ SEM;| (vs. HaCaT: (Media = (vs. HaCaT:
1M) media SEM; uM) media
SEM) SEM)

1 HaCaT 596,6 + 8,7 2,1+0,7
2 GAMG 183,8+1,9 3,2+0,0 3,2+0,9 0,7+0,0
3 HNO97 | 175,1+73,9 41+1,7 2,5+0,4 0,8+0,1
4 A64-CLS 236,5+ 15,7 2,5%10,2 4,5+1,2 0,5+0,0
5 MeWo | 112,9+16,1 54+0,8 2,2+1,1 1,0+0,1
6 T-24 490,8 + 249,5 1,7+0,8 1,6+£0,5 1,3+0,0
7 PC-3 149,4 £44,0 4,4+1,2 3,1+0,2 0,7+0,2
8 Sk-Br-3 192,4 £+ 14,8 3,1£0,2 4,3+0,9 0,5+0,1

9 MDA-MB-

231 332,2+32,8 1,8+0,2 10,2 +6,3 0,3%+0,1
10 AN3Ca 1379+6,4 4,3+0,1 1,8+14 2,1+1,2
11 Sk-Ov-3 | 153,1+284 4,0+0,8 4,3+0,5 0,5+0,2
12 KATO-III 28,8 +11,7 24,7+9,8 1,8+0,2 1,2+0,5
13 HepG2 133,3+95,9 9,4+6,8 1,8+0,2 1,2+0,2
14 HT-29 |256,0+107,9| 2,9+1,2 4,9+0,8 0,4+0,1

El compuesto 14a mostroé baja actividad y selectividad en el caso de las lineas de cdncer de, T-
24 y MDA-MB-231 con IS de 1,7 aproximadamente (entradas 6 y 9, Tabla 2), y una activada
moderada algo menos que el doble, frente a las células de cancer A64-CLS y HT-29 con valores
entre 2,5y 2,9 respectivamente (entradas 14 y 4, Tabla 2). Presentan una marcada actividad

citotoxica selectiva frente a GAMG, HNO-97, MeWo, PC-3, Sk-Br-3, An3Ca y Sk-OV-3, valores

46



Capitulo Il. Antagonistas del receptor NK1 basados en carbohidratos

inferiores de ICso e indices de selectividad superiores a 3 (entradas 2, 3,5, 7, 8, 10 y 11, Tabla

2).

Los mejores resultados se obtuvieron con las lineas celulares de cancer, HepG-2 y KATO-IlI, que
fueron al menos 9 veces mads vulnerables al compuesto 14a que las células sanas HaCaT
(entradas 13 y 12, Tabla 2). En este sentido, se observa la mayor actividad citotdxica frente a las

células KATO-IIl (entrada 12, Tabla 2).

En todos los casos la actividad citotdxica del Cisplatino es superior a la de 14a, sin embargo,
resulta interesante hacer un estudio comparativo de la selectividad de ambos compuestos,

como se representa en la grafica de la Figura 20.
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Figura 20. Grafica comparativa de los indices de selectividad del compuesto 14a y el farmaco

anticanceroso cisplatino sobre distintas lineas celulares.
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Como puede observarse en la figura anterior, la mayor diferencia de selectividad a favor de
14a se observa, sobre todo, por orden descendente, en las lineas celulares KATO-IIl y HepG-2,

seguidas de MeWo, PC-3 y HNO97.

La mayor selectividad de los antagonistas NK1 como anticanceroso podria justificarse teniendo
en cuenta que, como se indicd anteriormente, los receptores NK1 se encuentran implicados en
la proliferacion celular y estan sobreexpresados en la membrana de las células tumorales, asi

como, en la mayoria de los vasos sanguineos intra y peritumorales de los canceres estudiados.

e Estudios de los mecanismos de accion responsables de la actividad anticance-
rosa

Una vez comprobada la capacidad anticancerosa selectiva del compuesto 14a, nuestro siguiente

objetivo fue estudiar el posible mecanismo implicado en dicha capacidad.

En primer lugar, nos planteamos si la inhibicidn de la glucdlisis podria ser uno de los posibles
mecanismos involucrado en la actividad anticancerosa selectiva de nuestros derivados. Las
células tumorales necesitan una mayor cantidad de energia para sobrevivir que las células
normales. Una de las principales rutas para obtener energia es la glucélisis, en la cual, a partir
de la oxidacién de una molécula de glucosa dos moléculas de NAD+ son reducidas a NADH y se
obtienen dos moléculas de ATP y dos piruvatos. Las dos moléculas de ATP pueden utilizarse
como fuente de energia inmediata para realizar el trabajo metabdlico. Asi mismo, la molécula
de NADH puede reducir el piruvato a lactato (fermentacién lactica) esto hace posible oxidar el

NADH a NAD+ de nuevo, y permite que la glucdlisis continue y se siga generando ATP,102103,104

En consecuencia, decidimos medir la concentracion de glucosa y lactato en células cancerosas
A549 sin tratar y en células expuestas durante 8 h a 14a y a dicloroacetato (por separado), un

conocido inhibidor de la glucdlisis. A diferencia del dicloroacetato, 14a no reduce el consumo
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de glucosa o la produccidn de lactato, lo que indica que dicho compuesto no interfiere (inhibe)

en el proceso de la glucélisis (Figura 21).
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Figura 21. Graficas comparativas de la produccion de lactato (A) y la consumicién de glucosa (B)
para el compuesto 14a y el conocido inhibidor de la glucdlisis dicloroacetato. Como control se

utilizaron células cancerosas A549 sin ningln tipo de tratamiento.

Descartado este primer supuesto, nos centramos en las especies reactivas de oxigeno (ROS).
Las especies reactivas de oxigeno se producen como consecuencia del metabolismo fisioldgico
aerébico normal de la célula. La cadena de transporte de electrones en las mitocondrias, los
peroxisomas, las NADPH oxidasas, la dxido nitrico sintasa desacoplada (NOS) y el sistema del
citocromo P450 son las fuentes mas importantes de produccion de ROS. Las ROS son
moduladores cruciales de las funciones celulares.’®® En bajas concentraciones, son esenciales en
la sefializacién celular, la induccion de la respuesta mitogénica o la participacion en la defensa
contra agentes infecciosos. Sin embargo, un exceso o desequilibrio en la produccién de ROS
provoca estrés oxidativo y dafios celulares irreversibles, induciendo pérdida de la viabilidad

celular y promoviendo la proliferacién celular ilimitada en procesos tumorales.1%

Esto ultimo es de gran interés, ya que es bien conocido que el nivel basal de especies reactivas

de oxigeno en células tumorales es mayor que en células sanas, lo que, a su vez, provoca que las
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células tumorales sean mas sensibles a la induccidon exdgena de ROS.1%%1%7 partiendo de esta
premisa, diversos estudios muestran que el Aprepitant y otros antagonistas de los receptores
NK1 como SR140333 (Figura 22) aumentan la produccién mitocondrial de ROS y provocan la
muerte celular programada (apoptosis).!% Para estudiar si en nuestro caso la generacién de ROS
se encuentra implicada en el efecto citotdxico selectivo del compuesto 14a, se trataron las
células cancerosas A549 con 14a. durante 48 h en presencia y ausencia de tres antioxidantes: N-
acetilcisteina (capacidad antioxidante a través del sistema de glutation), catalasa (enzima
degradante de perdxido de hidrégeno), y Mn (lll) pentacloruro de tetrakis (1-metil-4-piridil)
porfirina (MnTMPyP, eliminador de aniones superdxido). Los resultados muestran que ninguno
de estos tres antioxidantes reduce la citotoxicidad del compuesto 14a en las células A549, lo

gue sugiere que los efectos anticancerigenos tampoco estdn mediados por la produccién de ROS

Cl
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(Figura 23).
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Figura 22. Estructura del bencenosulfonato de 1-[2-[(35)-3-(3,4-diclorofenil)-1-[(m-

isopropoxifenil)acetil]-3-piperidil]etil-4-fenilquinuclidinio, SR140333.
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Figura 23. Graficas comparativas de viabilidad celular tratando a las células A549 con los

antioxidantes N-acetilcisteina (A), MNnTMPyP (B) y catalasa (C) junto con el compuesto 14da.
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Por ultimo, decidimos estudiar si la actividad anticancerosa selectiva de nuestro compuesto
140 se debia a que incapacitaba a las células para que reparasen dafios ocasionados en el ADN.
Los dafos en el ADN pueden generar cambios en la expresién de genes, en el crecimiento celular
e incluso provocar tumores. Estos dafios pueden ser atribuidos a diversos procesos metabdlicos
tanto enddgenos (ROS y nitrégeno) como exdgenos (luz ultravioleta, rayos X, ciertos metales).2%®
Se ha estimado que cada célula puede experimentar hasta 10° lesiones espontdneas en un dia,
lo cual indica que la molécula de ADN es constantemente agredida y alterada por distintos

factores.'®?

Las células cuentan con mecanismos complejos que vigilan la integridad del ADN activando vias
de reparacion.?%!! Los procesos de reparacion del ADN reconocen, remueven y reparan errores
en la molécula, constituyendo los principales mecanismos celulares que garantizan la estabilidad
genética y, consecuentemente, la propia supervivencia celular.’'%!2 Uno de estos procesos es
la recombinacion homadloga (RH), la cual detecta y repara dafios, especialmente en la fase G2
del ciclo celular.'*? Bdsicamente, se utiliza la informacién del cromosoma homdlogo que coincide
con la del dafiado (o de una cromatida hermana si el ADN se ha copiado) para reparar la
fragmentacion. En este proceso se acercan los dos cromosomas homélogos y se utiliza la region
sin dafios del homdlogo o la cromatida como molde para sustituir la regidon dafiada del
cromosoma roto. La eficiencia del proceso se debe a la proximidad entre las cromatidas
hermanas que tienen informacién idéntica, de esta forma es activada una cascada de reacciones
junto con las proteinas de reparacién que bloquean el ciclo celular.?**!12 Este tipo de medio de
restauracion es el mas utilizado por las células para corregir roturas nocivas que se producen en

ambas hebras de ADN, conocidas como roturas de doble hebra (Figura 24).10-112
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Figura 24. Reparacién de ADN celular mediante recombinacién homéloga.

En base a esto, muchos farmacos anticancerosos provocan la inhibicion en la sintesis de ADN
bloqueando la horquilla de replicacién, o causando dafios en el ADN existente, lo que finalmente
causa la muerte celular.’® Diversos tipos de canceres son deficientes en el mecanismo de
recombinacién homéloga y por tanto son mas sensibles a este tipo de farmacos.!*11*> Debido a
que los datos sugieren que el bloqueo de los receptores NK1 disminuye la sintesis de ADN a
través de la via MAPK,%17 estudiamos si las células que son deficientes en el proceso de

recombinacidn homdloga son mas sensibles al compuesto 14a.

Para ello, utilizamos el ensayo MTT, tratando las lineas celulares VC-8 (células de pulmén de
hamster chino (V-79) mutadas en el gen BRCA2) y VC8B2 (células VC-8 complementadas con el
gen BRCA2 humano) deficientes y eficientes en el proceso de RH respectivamente, con nuestro
derivado 14o. durante 24 h. Después de un periodo de recuperacion de 48 h, se estimé la
viabilidad celular. Las células VC-8 fueron ligeramente mds sensibles a 14a que las células
VC8B2. Los valores de ICso en VC-8 y VC8B2 fueron 36,5 + 4,9 y 63,7 £ 11,1 respectivamente.
Estos datos sugieren que la posible generacién de dafio celular producido por 14a el cual puede

ser reparado por RH, podria contribuir a la citotoxicidad de este compuesto (Figura 25).
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Figura 25. Viabilidad celular del compuesto 14a en células eficientes (VC8B2) y deficientes (VC-

8) en el proceso de recombinacién homdéloga.

11.2.3. Evaluacion del efecto antagonista de los receptores NK1

Por ultimo, se realizaron ensayos para confirmar la actividad antagonista de los nuevos
derivados de carbohidratos frente a los receptores NK1 y su correlacion con el efecto
anticanceroso observado. La actividad antagonista de los compuestos fue determinada usando

el test IPone el cual mide su capacidad para inhibir la respuesta de los receptores NK1.

La union de la SP al receptor NK1 activa a la enzima fosfolipasa C 3 (PLC [3), conduciendo a la
hidrélisis de fosfolipidos de membrana derivados del inositol (fosfatidilinositol 4,5 bifosfato
(PIP;)) que da lugar a la formacidon de segundos mensajeros intracelulares tales como
diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato (IPs).1*8 Por tanto, la medida del nivel de acumulacidn de
IPs es un método que indica el acoplamiento del receptor a la proteina G, y de manera indirecta,
la afinidad de un ligando por el receptor NK1. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el IP;

se degrada rapidamente a inositol 4,5-bifosfato (IP,), siguiendo la cascada de desfosforilacion
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del inositol hasta mioinositol pasando por inositol 1-monofosfato (IP1). De hecho, es la cantidad
de IP; acumulada en la célula la que determinamos experimentalmente. Para llevar a cabo dicho

estudio se utiliza, como se ha mencionado anteriormente, el Test IPone.

e Test IPone

El test IPone es un inmunoensayo desarrollado por la empresa Cisbio!®

que utiliza cloruro de
litio para evitar la degradacién de IP;, provocando asi su acumulacion en la célula y permitiendo
su deteccion. La acumulacién de IP; es, por tanto, un indicador del funcionamiento del receptor.
Ligandos agonistas del receptor NK1 provocaran un aumento de los niveles de IP;, viéndose
éstos reducidos por accion de un ligando con actividad antagonista (Figura 32, parte

experimental).

Para llevar a cabo estas medidas se utiliza una técnica de fluorescencia (ver parte experimental)
y seleccionamos dos de los derivados que hemos sintetizado: el benzalacetal de b-galactosa 14a.,
gue presenta la mayor actividad anticancerosa selectiva, y su analogo trihidroxilado 13a, con
una actividad intermedia. Como compuesto control se usé el éster 3,5(bis-
trifluorometil)bencilico del N-acetil-L-triptéfano (L732,128), cuya actividad antagonista del
receptor NK1 es bien conocida a nivel molecular. Los resultados obtenidos se representan en la

Figura 26.
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Figura 26. Curvas de concentracion-respuesta para los efectos agonista y antagonista de SP
(azul), L732,138 (negro) y los derivados de D-galactosa, 13a. (verde) y 14a (rosa), utilizando el

ensayo |IPone.

Como puede observarse en esta Figura 26, ambos derivados de la D-galactosa mostraron un
efecto inhibitorio significativo de la actividad de la SP y, por lo tanto, pueden considerarse como
antagonistas de los receptores NK1. Especificamente, los valores de kinact para los derivados de
D-galactosa 13a y 14a son 0,65 + 0,23 y 0,20 £ 0,10 uM respectivamente. Comparando estos
valores de kinact con los del Aprepitant (kinace de 0,023 x 10> uM) observamos que hay una cierta
correlacién entre la actividad anticancerosa y la capacidad antagonista de estos compuestos

(Tabla 3).
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Tabla 3. Valores del efecto antagonista sobre los receptores NK1 y de la actividad

anticancerigena de los derivados 13a, 14a y del Aprepitant.

Actividad de los antagonistas sobre Actividad anticancerosa
receptores NK1 contra la linea celular A549
Compuestos

ICso Kinac ICso

(Media £ SEM; uM) | (Media+ SEM; uM) (Media £ SEM; uM)
Aprepitant 1,41x103 0,023 x 102 18,3+3,4
13a 1,100 £ 0,404 0,651 + 0,239 40,9+3,1
14a. 0,353+0,173 0,209 £ 0,103 242+5,4

De esta forma, podemos clasificar los diferentes compuestos analizados en funcién de ambas
actividades, segun los valores de kinat ¥ de los valores de 1Cso obtenidos en los ensayos de
actividad anticancerosa: Aprepitant > 14a. > 13a. Es decir, a mayor actividad antagonista, mayor
actividad anticancerosa. Aunque el mecanismo exacto de la actividad antitumoral de los
antagonistas NK1 no se conoce con detalle y es objeto de multiples estudios de investigacion,
los resultados obtenidos indican que la actividad anticancerosa obtenida con los derivados de

carbohidrato podria estar mediada, al menos en parte, por los receptores NK1.

Por ultimo, estudiamos la afinidad de nuestro mejor antagonista para con el receptor NK1,
140, midiendo el desplazamiento que provoca de la SP marcada isotdpicamente, [**°1]SP, en
células U-373MG. Los estudios revelan que el compuesto 14a tiene una excelente afinidad por

el receptor NK1 con valores de ICso= 50,4 nM y Ki = 22,4 nM.
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11.2.4. Estudios computacionales: docking

Para conseguir entender las similitudes y diferencias de las interacciones que envuelven el
reconocimiento molecular de los derivados 13a., 13, 14a, 14 y el farmaco Aprepitant con el
receptor NK1, realizamos calculos computacionales de docking (Figura 27). El docking o
“acoplamiento molecular automatizado”, consiste en predecir la conformacién y posicion
Optima de dos moléculas: el ligando y el receptor, que en nuestro caso aplicaremos a los
distintos antagonistas estudiados y el receptor NK1. Se trata de determinar el complejo
molecular energéticamente mas estable teniendo en cuenta las diferentes interacciones
enlazantes que se pueden establecen entre ambos.'?°Estos calculos se basan en las predicciones
precisas de las geometrias dptimas de unién del ligando y las interacciones de unién ligando-

receptor.

Los valores obtenidos correspondientes a las energias de unién fueron -9,5; -9,6; -12,0; -12,4 y -

11,2 kcal/mol para 13a, 13, 140, 14 y Aprepitant respectivamente.

El resultado del estudio de los complejos dptimos ligando-NK1R revela que todos los derivados
de carbohidratos muestran una superposiciéon espacialmente significativa de los fragmentos

hidréfobos 3,5,-bis(trifluorometil)-fenilo y 4-fluorofenilo (Figura 27).

Figura 27. Superposicion de los sitios de unién del Aprepitant (amarillo), 13a (rojo), 13 (azul

oscuro), 14a (verde), 14 (azul claro) unidos al receptor NK1.
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El sitio de unidn del receptor NK1 es conocido y consiste en un profundo bolsillo céncavo con
una gran region hidrofébica que permite maximizar el contacto entre la proteina y el ligando.
Por esta razoén, usamos el coeficiente de reparto octanol-agua (o log P) de los diferentes
fragmentos de los ligandos para obtener informacidn sobre los patrones de interaccion de estos
con el sitio de unidn del receptor. Las regiones fuertemente hidréfobas del sitio de unidn del
receptor estdn ocupadas habitualmente por fragmentos hidréfobos de ligandos,
estableciéndose interacciones de unidn de ligando-proteina complementarias. Los resultados

obtenidos se indican en la Figura 28.

Figura 28. Residuos del sitio de unién (verde oscuro), superficie de hidrofobicidad y zonas de
acoplamiento para Aprepitant (amarillo), 13a (rojo), 13B (azul oscuro) y 14a (verde), 14 (azul
claro), acoplados con el receptor NK1R. La vista superior (A) e inferior (B) estan en los lados
izquierdo y derecho, respectivamente. El color marrén representa la superficie mas hidrofdbica

y el color azul, la menos hidrofébica.

La Figura 28 muestra que la mayoria de los aminodcidos localizados en el fondo del sitio de unién
del receptor NK1 tienen caracter hidrofébico o anfipatico (lle113, 1le126, lle204, Ala294, Met81,
Met295, Met291, Phel10, Phelll, Phe264, Trp261, Tyr196). Por un lado, la Figura 28A
corresponde a una vista superior de la region media del sitio de uniéon del receptor, caracterizado

por la presencia de aminoacidos cargados/hidrofilicos con una gran capacidad para donar o
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aceptar enlaces de H (GIn165, His108, Asn109). Por su parte, la Figura 28B muestra una vista
inferior de la regién media del sitio de unidn del receptor donde se encuentran los aminodcidos

hidrofdbicos (Phe264 y Phe268).

Ademas, podemos encontrar desde una vista superior en el lado izquierdo de la regidn exterior
del sitio de unién, un residuo aceptor de puentes de hidrégeno, Glu193, acompanado por otros
aminodcidos con notable capacidad para aceptar o donar enlaces de hidrégeno (Trp184, Tyr196,
Hys197). El lado opuesto de esta region exterior estad rodeado principalmente por residuos de

Ala93, Phe287, 11e283 y Tyr287.

El analisis de las interacciones en los complejos proteina-ligando (Figura 29) muestra que los
fragmentos aromadticos fluorados hidrofébicos de todos los derivados de carbohidratos
estudiados, 3,5,-bis(trifluorometil)fenilo (log P=3,70) y p-fluorofenilo (log P = 2,10), se localizan
en la parte inferior del sitio de unién. Ambos fragmentos establecen una gran cantidad de
interacciones hidrofébicas como las interacciones de tipo m-mt stacking con Phe268, His197 y
Phe264, interacciones m-alquilo con Pro112, e interacciones alquilo-alquilo con Met295, Phe264,
Met291, lle113, lle204 y Trp261 (Figura 29). Ademas, se observan dos tipos de interacciones
mediante formacién de puentes de hidrégeno (los valores entre paréntesis en la Figura 29
reflejan el rango de distancias de interaccién encontrado): (i) Puentes de Hidrégeno débiles
entre fragmentos de fluorometilo y grupos amino de Asn89 (2,51 - 2,65 A) y Thr201 (2,36 - 3,22
R), y (ii) Enlaces de halégeno entre algunos &tomos de flior del fragmento 3,5,-bis
(trifluorometil)fenilo y el grupo carbonilo de Pro112 (3,36 — 3,48 A). Este tipo de interacciones

suelen estar presentes en muchos complejos proteina-ligando.1?1122

Los residuos no hidréfobos GIn165, Asn109 e His108 estan en la parte central del bolsillo de
unién, donde se colocan los grupos O-sustituidos y los fragmentos centrales de los ligandos. Los
atomos de oxigeno O-1y 0-2 y el grupo amino de GIn165 establecen dos puentes de hidrégeno
con longitudes de 2,52 y 2,67 A para 14a, y 2,49 y 2,91 A para 13a, lo que contribuye en gran

medida a la estabilizacidn de estos ligandos en el sitio de unién (Figura 29B y 29D).
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Teniendo en cuenta la informacién que proporcionan ambas Figuras 28 y 29, se pueden extraer
las siguientes conclusiones. Los célculos indican que el fragmento de piranosilo en 14a. y 14f es
un resto hidrofilico moderado (Log P =-0,42), que puede establecer contactos estrechos con los
aminoacidos polares Asn109 e His108 como se indicaba en la Figura 29A. Teniendo en cuenta
que como se desprende de la Figura 29B el gran caracter hidrofébico del lado opuesto de la
region de unidon media se debe principalmente a la presencia de residuos de Phe268 y Phe264,
una hidrofobicidad baja del ligando implicaria una capacidad de unién mas débil con estos
residuos. Sin embargo, la hidrofilia moderada del esqueleto de piranosa en 14a. y 14f3 da como

resultado cdlculos de acoplamiento molecular o docking favorables.

El atomo de oxigeno O-6 participa en la formacion de puentes de hidrégeno fuertes con Tyr287
en 14a (2,16 A) pero no en 14, sugiriendo que el primero presenta mejores requerimientos

estructurales para la union con el receptor (Figura 29B y 29C).

En cuanto a los compuestos 13a y 13, las distintas orientaciones espaciales de sus fragmentos
de piranosilo hidroxilados conducen a diferentes interacciones intermoleculares. El grupo amino
del residuo Glul65 establece puentes de hidrégeno (2,82 A) con el 4tomo de oxigeno del
fragmento de piranosa del ligando 13a.. Ademas, el grupo carbonilo de Asn109 (2,52 A) vy el
nitrégeno basico de His108 (2,16 A) forma puentes de hidrégeno con el grupo hidroxilo en la
posicion 6 (Figura 28D). En el caso de 13, los grupos hidroxilo que se encuentran en la posicidn
3y 4yel atomo de oxigeno de Tyr268 actian como donadores de puentes de hidrégeno (2,17

R) y aceptores (2,00 A) respectivamente (Figura 29E).

Por ultimo, en lo que al Aprepitant se refiere, destaca la formacidn de dos puentes de hidrégeno
entre el grupo amino de Glu165 y los 4tomos de oxigeno (2,29 A) y nitrégeno (2,67 A) ubicados
en lados opuestos del anillo de morfolina. Esto provoca un anclaje éptimo de este fragmento
dentro de la region central del sitio de unién del receptor. Ademas, el valor de log P de este

fragmento (-0,41) es similar al del fragmento de piranosa de los derivados de galactosa, lo que
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permite también el establecimiento de interacciones con residuos hidrofébicos de la region de

unién media.

Junto con el Aprepitant, los Unicos ligandos que tienen fragmentos en la regién externa del sitio
de union del receptor son los derivados 14a. y 14f. El Aprepitant dispone el grupo triazolona,
mientras que los otros dos derivados de galactosa tienen el grupo fenilo del fragmento del
benciliden acetal. Estos fragmentos estdn situados en diferentes regiones de unién (Figura 29).
El grupo triazolona esta ubicado en una regiéon mas polar del sitio de unidn, e interactta a través
de fuertes enlaces de hidrégeno con Glu193 (2,04 A) y Trp184 (1,67 A) y establece interacciones
de tipo m-m stacking e interacciones m-alquilo con His197 y 1le182, respectivamente. Por el
contrario, los grupos bencilidenos (log P = 1,94) de los compuestos 14, y 14f estan rodeados
de residuos apolares como Ala93 y Phe267 y establecen interacciones de tipo m-mt stacking con

Tyr287.

De acuerdo con todo lo que hemos comentado, como conclusién se puede proponer que las
interacciones hidrofébicas y m-mt stacking juegan un papel muy importante en la afinidad de
unién en la parte inferior del sitio de unién de todos los ligandos. Por su parte, las interacciones
de enlaces de hidrégeno parecen ser el factor clave para el acoplamiento en la region de unién
media, donde el residuo de GIn165 juega un papel importante. La presencia de fragmentos
moleculares en la regidn de unidn externa resulta ser decisiva para aumentar la fuerza de unién
ligando-receptor. La naturaleza diferente de los residuos en ubicaciones separadas de la regién
externa del sitio de unién del receptor permite que un fragmento hidrofilico aumente la afinidad
de unidn a través de interacciones de puentes de hidrégeno en el caso del Aprepitant, o a través

de interacciones hidrofébicas fuertes en los derivados de galactosa 14a y 14p.
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11.2.5. Evaluacion del efecto antivirico contra el COVID-19

El periodo final de esta Tesis coincidié en el tiempo con la aparicidn de la inesperada pandemia
a causa del virus COVID-19, que a fecha de hoy ha provocado mas de 6,3 millones de muertes
en todo el mundo. Las condiciones de vida y de trabajo de miles de millones de personas en todo
el mundo se vieron interrumpidos debido a las diferentes formas de distanciamiento social. La
economia mundial se debilitd notablemente como resultado del cierre de negocios y las
restricciones a los viajes. Para luchar contra esta pandemia, cientificos y médicos de todo el
mundo llevaron a cabo un gran esfuerzo para la elucidacidn de la estructura del virus,
mecanismos de infeccion y dindmica de transmisidn, asi como en la identificacién de agentes
antivirales y de diagndstico precisos para la deteccidn del virus. Estos estudios han permitido en
un tiempo récord determinar la estructura y el mecanismo de accién del SARS-CoV-2 a nivel

atdmico.'?3

Como un hito sin precedentes, en nueve meses estuvo disponible la primera vacuna eficaz
contra la COVID-19 y actualmente disponemos de al menos cinco vacunas para hacer frente a la

pandemia.

Durante las primeras etapas de esta pandemia, junto con el desarrollo de nuevos métodos que
permitieran detener su progresion, la comunidad cientifica centrd sus esfuerzos en el desarrollo
de nuevos agentes antiviricos utilizando principalmente dos tipos de estrategias, el
reposicionamiento de farmacos con actividad antiviral conocida y el descubrimiento de nuevos
farmacos. Teniendo en cuenta que el espacio quimico de los antivirales es relativamente
reducido, la segunda aproximacion resulta de especial interés y fueron muchos los grupos de
investigacion que abordaron esta tarea, comenzando por un cribado sistematico de diferentes

guimiotecas de compuestos con actividades biolégicas muy diversas.

En este sentido, nuestro grupo de investigacién participd en un cribado realizado por el grupo

de “Interacciones Virus-Huésped en la Infeccion por el Virus de Hepatitis B” perteneciente al
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Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) proporcionando diferentes colecciones de compuestos,
entre las que se encontraban los antagonistas NK1 descritos en esta memoria: 12qa, 123, 13q.,
13, 140 . y 14f, para determinar su actividad antivirica frente al coronavirus del catarro comun
229E-GFP. Se tomd este tipo de coronavirus, el cual se conoce que infecta humanos, como
sistema de referencia para seleccionar los compuestos mds activos, ya que esta cepa no es tan
agresiva, y, por tanto, no se necesita un laboratorio de nivel de seguridad maximo para hacer el
primer cribado. Los compuestos que pasan este primer cribado, se testan posteriormente frente

al SARS-CoV-2. A continuacidn, se describe el resultado de estos primeros estudios preliminares.

El estudio consistié en someter a células Huh7 (células de cancer de higado humanas) a una
mezcla del correspondiente compuesto (concentracién 10 uM) y el indculo viral. Transcurridas
72 h tras el inicio de la infeccion/tratamiento, se determind la incidencia de infeccion por
fluorometria y la toxicidad mediante la evaluacion de la biomasa total de células por pocillo en
réplicas biolégicas en placas de andlisis independientes. Los primeros resultados mostraron que
los compuestos 123 y 14a mostraban cierta actividad antiviral, con reducciones de un 70 %
aproximadamente en los niveles de infeccién y los compuestos 12a, 13a y 14 presentaban
actividad antiviral frente al coronavirus 229E-GFP, reduciendo los niveles de infeccidon al menos
un 90 %, en ausencia en todos los casos de citotoxicidad aparente. Teniendo en cuenta el interés
de los resultados obtenidos, se llevaron a cabo nuevos analisis con los tres compuestos mas
activos para calcular su indice terapéutico. Para ello se determinaron las concentraciones a las
que se alcanza un 50 y 90 % de inhibicidn (ECsoy ECs0), asi como las concentraciones citotdxicas

(CCso).

Para ello, al igual que en el caso anterior, los compuestos a distintas concentraciones (50 uM -
22 nM) fueron diluidos y dichas diluciones se mezclaron con el inéculo viral antes de anadirlo
sobre las células para obtener un amplio rango de concentraciones finales. Transcurridas 72 h
tras el inicio de la infeccién/tratamiento, se determind la eficiencia de la infeccion de la misma

forma que en el ensayo anterior. Los datos se muestran como concentraciones efectivas, es

65



Capitulo Il. Antagonistas del receptor NK1 basados en carbohidratos

decir, las concentraciones a las que se alcanza un 50 y 90 % de la eficiencia de infeccidén (ECsp ¥

ECq0), y las concentraciones citotodxicas (ICso), asi como el indice terapéutico (IT), Tabla 4.

Tabla 4. Valores de ECsg, ECq, ICso € ITC de los derivados de carbohidratos con mejores

resultados, asi como del control (Aprepitant). En verde sefialamos el compuesto con los mejores

valores.
Entrada | Compuestos ECso (M) ECon (M) ICso (uM) (ccsl:}i .
1 Aprepitant 6,5 14 16 2,5
2 120 9 13 30 3.33
3 13a 5 13 50 10
4 143 4 6 >50 >12,5

Los resultados muestran que los antagonistas del receptor NK1 12a, 13a y 14 presentan una
actividad antiviral ECso entre 4 - 9 uM vy ECqo entre 6 -13 uM. Teniendo en cuenta la citotoxicidad,
los resultados indican que el compuesto 14 presenta el mejor perfil terapéutico de los tres
compuestos estudiados. Segln se desprende de la Tabla 4, en comparacién con el Aprepitant,
los tres derivados de carbohidratos presentan menor citotoxicidad, con valores superiores de

ICso, por lo que tienen mejor perfil terapéutico.
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11.3. Conclusiones

En este capitulo se ha llevado a cabo la sintesis de nuevos antagonistas del receptor NK1 basados
en su analogia estructural con el Aprepitant, un antagonista conocido de dicho receptor. Para
ellos sea ha utilizado D-galactosa como reactivo de partida y se ha llevado a cabo su posterior

evaluacidon como agentes anticancerosos frente una amplia gama de lineas células cancerosas.

Todos los compuestos preparados, derivados de D-galactosa, han mostrado una importante
actividad antagonista del receptor NK1, con una actividad anticancerosa de amplio espectro y

una selectividad importante, comparable al cisplatino.

Esta estrategia nos ha permitido identificar el derivado de D-galactosa 14a, como el derivado
optimo, con un efecto antagonista del receptor NK1 significativo (Kinact 0.209 + 0.103 uM) y una
alta afinidad de unién (ICsp = 50.4 nM, Ki = 22.4 nM midiendo el desplazamiento de [ !*°I] SP de

del receptor NK1).

Se ha observado una correlacién entre las actividades antagonista y anticancerosa al comparar
la potencia de la actividad inhibidora del receptor NK1 de este derivado 14a. con el derivado

trihidroxilado 13a. y la del Aprepitant.

Cabe destacar que este derivado 140 ha mostrado una marcada actividad citotéxica selectiva
frente a 12 tipos diferentes de lineas celulares de cancer. AUn mas interesante es la selectividad
observada, siendo las lineas cancerosas hasta 20 veces mas sensibles que las lineas celulares no

malignas al tratamiento con 14aq.

Los estudios de “docking” han proporcionado una informacién importante sobre el papel clave
del fragmento de 4,6-O-benciliden acetal presente en 14a como el responsable mas probable

de su mayor afinidad por el receptor NK1.
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En conjunto, estos resultados indican la posibilidad de usar antagonistas del receptor NK1

basados en carbohidratos en general, y el producto 14a en particular, como farmacos

anticancerosos selectivos.
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11.4. Parte experimental

1.4.1. Métodos generales

(i) Disolventes y reactivos

Los disolventes utilizados fueron suministrados por Fisher Scientific, Aldrich y Scharlab, y se
secaron mediante el siguiente procedimiento: i) activacién de 200 g de tamiz molecular de 4 A
en un matraz seco de fondo redondo, para ello se realizan 3 ciclos de calentamiento-
enfriamiento bajo Ar. Los calentamientos se realizaron en intervalos de 3-1-1 min. ii) Se vierte
el tamiz activado sobre el disolvente correspondiente y se cierra con septum. iii) Se burbujea Ar

durante 3 min. el disolvente. iv) Finalmente, se sella con Parafilm.

Los disolventes usados han sido: diclorometano (DCM), metanol, N,N-dimetilformamida (DMF),
tetrahidrofurano (THF), acetona, éter etilico, 2,2-dimetoxipropano (DMP), acetato de etilo,
hexano y tolueno. Ademas, para el tratamiento de algunas de las reacciones se utilizaron
disoluciones acuosas saturadas de NaCl, NH4Cl y NaHCQOs, y para eliminar todo resto de agua en

la fase organica Na,SO4anhidro.

Los reactivos suministrados por Fisher Scientific y Aldrich fueron usados directamente sin

ninguna purificacion previa.

(ii) Técnicas y aparatos

El seguimiento de las reacciones se ha efectuado por cromatografia en capa fina empleando
cromatoplacas de gel de silice tipo 60F,sH de un espesor de capa de 0,2 mm (Merck). El analisis
de las placas se ha llevado a cabo en una ldmpara de UV de 254/365 nm y mediante revelado

con acido fosfomolibdico o acido sulfurico.

La purificacion y separacidon de los productos de las reacciones se ha realizado mediante

cromatografia en columna bajo presidn (cromatografia flash), utilizando como fase estacionaria
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gel de silice de tipo 60, con un tamafio de particula de 35-70 um (Merck). En cada caso se indica
la fase mévil empleada, asi como la composicidn y las proporciones del eluyente de la fase maévil
en volumen-volumen. Ademas, en uno de los casos la purificacidn se realizé utilizando celita

(Fluka).

Los puntos de fusion (P.f.) se han determinado en un aparato Gallemkamp en tubos capilares

abiertos.

1®5 se han determinado en un polarimetro Perkin-Elmer 341MC,

Las rotaciones dpticas [a
empleando luz amarilla de Na (A = 589 nm) y celdas de 1 dm de longitud. En cada caso se indica

el disolvente utilizado, asi como la concentracién (c en g/100 mL).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se han realizado a temperatura
ambiente utilizando disolventes deuterados los cuales se encuentran indicados en cada caso.
Los desplazamientos quimicos (en ppm) se han referido al disolvente utilizado. Los espectros de
'H-RMN y B3C-RMN se han registrado en los aparatos Bruker DRX-300 y DRX-500. En cada caso
se indican el nimero de protones (calculado por integraciéon) y el valor de las constantes de

acoplamiento J (Hz).

Los espectros de masas de alta resolucion (EMAR) se han registrado en un espectrometro Kratos

EM-80RFA 241 MC usando técnicas de impacto electrénico o FAB.
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11.4.2. Sintesis de analogos de antagonistas de los receptores NK1

Fenil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-f-D-galactopirandsido (2f3)

AcO (0] SPh Sobre una disolucidon de pentaacetato de D-galactosa (1a:1B) (15 g,

» 34,46 mmol) en CH,Cl; anhidro (50 mL), a 0 °C y bajo atmdésfera de Ar,
AcO OAc
OAc se adiciona gota a gota trifluoruro de boro eterato (21,83 mL, 153,84

mmol) y tiofenol (7,5 mL, 73,07 mmol). La reaccidn se mantiene bajo agitacion a temperatura
ambiente (t.a.). Tras 16 h, se adiciona disolucién acuosa saturada de NaHCO3 (80 mL), se separan
las dos fases y la fase acuosa se trata con CH,Cl; (5 x 50 mL) para extraer los compuestos
organicos. La fase organica se lava con disolucion saturada de NaCl (80 mL), seguidamente se
seca sobre Na,;SO4anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a vacio. El residuo obtenido se

purifica mediante cromatografia en columna, usando AcOEt/hexano en proporcién 1:4 como

eluyente, obteniéndose el producto 2 (15,16 g, 34,45 mmol) como un aceite amarillo.
Rdto.: cuantitativo.
[(X.]ZODZ +3,6° (C 1, CHC|3).

1H-RMN (500 MHz, CDCls) 6: 7,52-7,46 (m, 2H), 7,32-7,30 (m, 3H), 5,41 (dd, J = 1,0y 3,2 Hz, 1H),
5,23 (t,J = 10,0 Hz, 1H), 5,04 (dd, J = 3,3y 9,9 Hz, 1H), 4,71 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 4,18 (dd, /= 7,0
y 11,3 Hz, 1H), 4,11 (dd, /= 6,2 y 11,4 Hz, 1H), 3,95-3,92 (m, 1H), 2,11 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,04
(s,3H), 1,97 (s, 3H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls) 6: 170,4, 170,3, 170,1, 169,5, 132,7, 132,6, 129,0, 128,3, 86,7, 74,5,
72,1,67,4,67,3,61,7, 20,9, 20,8, 20,7 ppm.

EMAR: calculado para CyoH2409SNa [M+Na]*: 463,1033; encontrado: 463,1027 (-1,3817 ppm).
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Fenil 1-tio-B-D-galactopiranésido (3[3)

HO O._,SPh Sobre una disolucién del tioglicésido 23 (3,96 g, 9,00 mmol) en MeOH (45

HO “IOH mL) se adiciona una disolucién de metéxido de sodio 1 M en MeOH (36

OH mL) a 0 °C. Tras agitar durante 3 h, la reaccién se neutraliza con resina
acida, se filtra y se evapora el disolvente a vacio, obteniéndose el producto 3f (2,40 g, 8,82
mmol) como un sdélido blanco, que es utilizado directamente en la siguiente reaccién sin

necesidad de purificacién previa.
Rdto.: cuantitativo.

P.f.: 120-121 °C.

[0]?°: -28,3° (¢ 1, MeOH).

1H-RMN (500 MHz, MeOD) &: 7,56-7,54 (m, 2H), 7,30-7,27 (m, 2H), 7,24-7,21 (m, 1H), 4,59 (d, J
= 9,8 Hz, 1H), 3,90 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 3,78-3,74 (m, 1H), 3,72-3,69 (m, 1H) 3,61 (t, J = 9,5 Hz, 1H),
3,57 (t,J = 6,1 Hz, 1H), 3,50 (dd, J = 3,3 y 9,2 Hz, 1H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, MeOD) 6: 136,1, 132,2, 129,8, 128,0, 90,3, 80,6, 76,4, 71,0, 70,4, 62,6 ppm.

EMAR: calculado para Ci2H160sSNa [M+Na]*: 295,0616; encontrado: 295,0605 (+3,600 ppm).

Fenil 3,4-O-isopropiliden-1-tio-B-D-galactopiranésido (4f3)

O._,SPh Sobre una suspension del derivado polihidroxilado 3B (15,55 g, 57,01

HO

-

El residuo obtenido se disuelve en la minima cantidad posible de tolueno y se evapora a vacio.

“IoH mmol) en 100 mL de DMP, a t.a. y bajo atmdsfera de Ar, se adiciona acido

de D(+)-10-canforsulfdnico (CSA) (3,97 g, 17,10 mmol). Transcurridas 3 h,

se afiade EtsN para neutralizar el CSA y se evapora el disolvente a vacio.

Tras repetir este proceso tres veces, se obtiene el acetal mixto junto con una pequefia cantidad
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del diol deseado. El crudo obtenido se disuelve en MeOH (100 mL), se le afiade CSA (3,97 g,
17,10 mmol) a 0 °Cy se calienta a t.a. agitando durante 5 min. A continuacion, se neutraliza con
EtsN de nuevo y se coevapora tres veces con tolueno. El crudo es purificado por cromatografia
en columna utilizando AcOEt/hexano en proporcion 1:1 como eluyente, obteniéndose el

producto 4f (15,91 g, 51,01 mmol) como un sélido blanco.
Rdto.: 90 %.

P.f.: 94-96 °C.

[a]®: + 3,7° (c 1, CHCI3).

1H-RMN (500 MHz, CDCls) 8: 7,54-7,52 (m, 2H), 7,33-7,28 (m, 3H), 4,47 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 4,18
(dd, J = 2,2y 5,5 Hz, 1H), 4,13-4,09 (m, 1H), 3,99 (dd, J = 7,2 y 11,7 Hz, 1H), 3,89-3,86 (m, 1H),
3,81 (dd, J= 4y 11,6 Hz, 1H), 3,56 (dd, J = 6,9y 10,1 Hz, 1H), 1,41 (s, 3H), 1,33 (s, 3H) ppm.

13C.RMN (125 MHz, CDCls) 6: 132,7,131,9, 129,2, 128,3, 110,6, 87,9, 79,3, 77,2, 74,0, 71,6, 62,7,
28,1, 26,5 ppm.

EMAR: calculado para CisH200sSNa [M+Na]*: 335,0924; encontrado: 335.0920 (-1,2134 ppm).

Fenil 3,4-O-isopropiliden-6-O-terc-butildifenilsilil-1-tio-B-D-galactopirandsido (58)

SPh  Sobre una disolucion de 4f (103,10 mg, 0,33 mmol) en DMF (70
mL) se adiciona cloruro de terc-butildifenilsilano (TBDPSICl) (0,11

mL, 0,41 mmol) e imidazol (34 mg, 0,83 mmol) a t.a. y bajo

atmésfera de Ar. Transcurrida una noche, se evapora la DMF.
Seguidamente, se afiade una disolucion saturada de NH4Cl (80 mL) para neutralizar la reaccién.
Los extractos organicos son extraidos de la fase acuosa con CH,Cl, (5 x 50 mL). La fase organica
obtenida se lava con una disolucién saturada de NaHCOs (80 mL) y de NaCl (80 mL). El residuo

organico se seca sobre Na,SO4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a vacio. La mezcla se
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purifica mediante columna cromatografica usando AcOEt/hexano en proporciéon 1:5 como

eluyente, obteniéndose el producto 5 (174,49 mg, 0,32 mmol) como un sdlido blanco.
Rdto.: 96 %.

P.f.: 65-67 °C.

[@]®: +3,3° (c 1, CHCI3).

1H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,74-7,68 (m, 4H), 7,56-7,51 (m, 2H), 7,45-7,40 (m, 2H), 7,40-7,35
(m, 4H), 7,27 (d, J = 2,5 Hz, 3H), 4,48 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 4,28 (dd, J = 1,8 y 5,3 Hz, 1H), 4,10-4,06
(m, 1H), 4-3,94 (m, 2H), 3,94-3,89 (m, 1H), 3,58-3,53 (m, 1H), 1,37 (d, J = 39, 7 Hz, 6H), 1,06 (s,

9H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls) 8: 135,8, 133,5, 132,6, 132,4, 129,9, 129,8, 129,1, 128,1, 128,0, 127,9,
127,8,110,2, 88,4, 79,1, 73,4, 71,7, 63,1, 28,2, 26,9, 26,4, 19,3 ppm.

EMAR: calculado para Cs31H330sSSiNa [M+Na]*: 573,2101; encontrado: 573,2092 (-1,6556 ppm).

Fenil 1-O-(p-fluorobencil)-3,4-O-isopropiliden-6-O-terc-butildifenilsilil-1-tio-B-D-
galactopiranésido (73)
Sobre una disolucién de 58 (439 mg, 0,8 mmol) en THF (10

mL) se afiade NaH (57,45 mg, 2,4 mmol) disuelto en THF y

se deja en agitacidn durante 1 h. Transcurrido ese tiempo,

se afiade yoduro de tetrabutilamonio (IN(Bu)s) (118,2 mg,
0,32 mmol) y tras 30 min. se adiciona cloruro de p-
fluorobencilo 6 (0,14 mL, 1,2 mmol) en THF. Todo a t.a. y bajo atmdsfera de Ar. La reaccion
finaliza tras 48 h en agitacion, se le anade una disolucidon saturada NH.Cl (80 mL) para
neutralizarla. Los extractos organicos son extraidos de la fase acuosa con AcOEt (5 x50 mL) y se

lavan con una disolucion saturada de NaHCOs5 (80 mL) y de NaCl (80 mL), se secan con Na,SO4
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anhidro, se filtran y se evaporan. El residuo obtenido se purifica mediante cromatografia en
columna usando AcOEt/hexano 1:15 como eluyente obteniéndose 7B (493 mg, 0,74 mmol)

como un aceite amarillo.
Rdto.: 93 %.
[0]?%: +8,4° (c 1, CHCl3).

1H-RMN (500 MHz, CDCls) 6: 7,72-7,81 (m, 4H), 7,54-7,49 (m, 2H), 7,45-7,34 (m, 8H), 7,25-7,29
(m, 3H), 7,02 (t, J = 8,8 Hz, 2H), 4,79 (d, J = 11,3 Hz, 1H), 4,64 (d, J = 11,2 Hz, 1H), 4,60 (d, J= 9,7
Hz, 1H), 4,29 (dd, J = 5,5y 1,9 Hz, 1H), 4,23 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 3,97-3,92 (m, 2H), 3,86 (td, J = 6,4
y 1,9 Hz, 1H), 3,49 (dd, J = 9,7 y 6,3 Hz, 1H), 1,40 (s, 3H), 1,36 (s, 3H), 1,12 (s, 9H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls) 6: 162,5 (d, J = 245,5 Hz), 135,8, 134,0, 133,9 (d, J = 3,1 Hz), 133,5 (d,
J=1,8 Hz), 131,9, 130,1 (d, J = 8,0 Hz), 129,8 (d, J = 1,8 Hz), 128,9, 127,8 (d, J = 7,5 Hz), 127,4,
115,3, 115,1, 110,0, 86,6, 79,9, 78,4, 73,6, 72,9, 63,1, 28,0, 26,9, 26,5, 19,3 ppm.

EMAR: calculado para CsgH43FOsSSiNa [M+Na]*: 681,2477; encontrado: 681,2489 (+1,8130

ppm).

2-0-(p-fluorobencil)-3,4-isopropiliden-6-O-terc-butildifenilsilil-o,-D-galactopiranosa
(8)
Sobre una disolucién de 7f (3,02 g, 4,59 mmol) en acetona

(120 mL) al 99 % y agua al 1% en ausencia de luzy a -15 °C,

se adiciona N-bromosuccinimida (NBS) (1,03 g, 5,78 mmol)

y se mantiene en agitacion durante 30 min. Transcurrido
F
ese tiempo, la reaccidon se trata con una disolucion
saturada de NaHCO3 (80 mL) y los extractos organicos son extraidos de la fase acuosa con CH,Cl,

(5 x 50 mL). La fase organica se lava con una disolucién saturada de NaCl 80 mL). La mezcla se
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seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora a vacio. El residuo obtenido se purifica por
columna cromatografica usando AcOEt/hexano en proporcién 1:8 como eluyente, obteniéndose

8a.:8f3 (2,37 g, 4,18 mmol) como un sirupo amarillo con una proporcién a.:f3 1:3.
Rdto.: 91 %.

'H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,73-7,65 (m, 4Ha, 4HB), 7,43-7,31 (m, 8Ha, 8HP), 7,05-7,00 (m,
2Ha, 2HP), 5,15 (t, J = 3,5 Hz, 0,6Ha), 4,78-4,73 (m, 1Ha, 1HPB), 4,79-4,72 (m, 1,3Ha, 1,3HB), 4,65
(d, J= 11,9 Hz, 1HP), 4,32-4,36 (m, 1,3Ha, 1,3HP), 4,34-427 (m, 1Ha y 1HP), 4,23 (t, J = 6,1 Hz,
0,3Ha), 3,96-3,80 (m, 1,6Ha, 1,6HB), 3,97-3,7 (m, 1,7Ha y 1,7HP), 3,86-3,89 (m, 0,7HP), 3,55
(dd, J=5,9y 3,7 Hz, 0,6HB), 3,37 (t, J = 6,5 Hz, 0,3Ha), 2,98 (d, J= 6,4 Hz, 0,3Ha), 2,92 (d, J = 4,6
Hz, 0,6HB), 2,63 (s, 0,3Ha), 2,17 (d, J=2,1 Hz, 1PB), 1,40 (d,J= 5,7 Hz, 3HP), 1,36 (s, 3HP), 1,25 (s,
1HB) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCl5) &6: 162,7, (d, J = 245,6 Hz), 135,9, 135,8, 133,9 (d, J = 3,5 Hz), 133,8,
133,7 (d, J = 3,2 Hz), 133,5, 130,0 (d, J= 8,2 Hz), 129,9 (d, J = 8,5 Hz), 129,8, 127,8, 115,5 (d, J =
21,3 Hz), 115,3 (d, J= 21,1 Hz), 110,0, 109,5, 96,3, 91,0, 80,1, 78,0, 76,4, 74,7, 73,3, 72,8, 72,5,
72,2, 68,6, 63,0, 62,8, 27,8, 27,0, 26,1, 19,4 ppm.

EMAR: calculado para Cs;H3sFOgSiNa [M+Na]*: 589,2392; encontrado: 589,2383 (-1,6340 ppm).

Tricloroacetimidato de 2-O-(p-fluorobencil)-3,4-isopropiliden-6-O-terc-

butildifenilsilil-a,3-D-galactopiranosa (9)

O.__CCls Sobre una disolucién de 8a:88 (2,17 g, 3,84 mmol) en
NH CH.Cl; (50 mL) se adiciona CCIsCN (3,85 mL, 38,43 mmol) y

DBU (0,17 mL, 1,15 mmol) a t.a. La reaccidn se mantiene

con agitacion durante 24 h, seguidamente, se adiciona una

disolucién saturada de NaCl (80 mL). Los extractos
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organicos son extraidos de la fase acuosa con CHxCl, (5 x 50 mL). La fase orgénica se seca con
Na,S04 anhidro, se filtra y se evapora a vacio, obteniéndose 9a:9f (2,72 g, 3,84 mmol) como un

sirupo marrén con una proporcién o3 1:2.
Rdto.: cuantitativo.

1H-RMN (500 MHz, CDCl3) 6: 8,61 (d, J= 3,7 Hz, 2Ha, 2HB), 7,73-7,60 (m, 9HoL, 9HP), 7,46-7,28
(m, 18Ha, 18HB), 7,07-6,94 (m, 4Ha, 4HB), 6,38 (d, J= 3,4 Hz, 0,7Ha), 5,71 (d, J= 8,1 Hz, 1HP),
4,79 (d, J= 2,1 Hz, 2HB), 4,70 (d, J= 6,3 Hz, 1,3Ha), 4,45-4,37 (m, 2Ha., 2HB), 4,35 (dd, J= 5,7 y 1,9
Hz, 1,5HB), 4,27 (t, J= 6,0 Hz, 1HP), 3,37 (t, J= 6,4 Hz, 0,2Ha), 2,99 (d, J= 6,7 Hz, 0,2Ha), 2, 92 (d,
J=5,0 Hz, 0,1Ha), 1,32 (d, J= 2,0 Hz, 5,3Ha, 5,3HP), 1,35 (d, J= 1,2 Hz, 5,8Ha, 5,8HB), 1,04 (d, J=
3,4 Hz, 15Ha, 15H).

13C-RMN (125 MHz, CDCls) &: 161,3, 135,8, 133,9, 133,8, 133,6, 133,5, 130,1, 130,0, 129,8, 129,5,
127,8,127,7, 115,4, 115,3, 115,2, 115,1, 110,1, 109,5, 97,8, 94,5, 81,4, 91,1, 79,1, 78,3, 75,6,
75,1,74,2,73,3,72,9,72,8,71,8, 70,8, 62,7, 62,5, 28,1, 27,9, 26,9, 26,3, 19,4 ppm.

EMAR: calculado para CssHsgCIsFNOoSiNa [M+Na]*: 732,1488; encontrado: 732,1471 (-2,3777

ppm).

(R)-{1-[3,5-bis-(trifluorometil) fenilletil} 2-O-p-fluorobencil-3,4-0-isopropiliden-6-O-

terc-butil difenilsilil-o, 3-D-galactopirandsido (11)

Sobre una disolucién de los tricloroacetimidatos 9a:98 (0,16 g, 0,22 mmol) y (R)-1[3,5-
bis(trifluorometil)fenil]etanol 10 (0,17 g, 0,67 mmol) en éter etilico bajo atmdsfera de Ar, con
200 mg de tamiz molecular (4 A) y a 0 °C, se adiciona trifluorometanosulfonato de trimetilsililo
(TMSOT() (2,8 mL, 0,015 mmol). La reaccion se mantiene bajo agitacion durante 24 h a t.a. A
continuacidn, se adiciona una disolucién saturada de NaHCO5 (80 mL). La mezcla se filtra a través

de celita, y seguidamente, los extractos organicos se extraen de la fase acuosa con CH,Cl; (5 x 50
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mL). La fase organica se seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora a vacio. Se obtiene un
residuo de color anaranjado constituido por una mezcla de los dos glicésidos anémeros 11a.:11f3
en proporcidn 1:4. Tras purificacion por columna cromatografica, eluyendo con AcOEt/hexano
en proporcion 1:15, se obtiene el anémero 11a (1,817 mg, 2,25 mmol) como producto
mayoritario con un rendimiento del 83 % y el andmero minoritario 11 (376 mg, 0,46mmol) con

un rendimiento del 17 %.

Andémero a: (R)-{1-[3,5-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-O-p-fluorobencil-3,4-0-

isopropiliden-6-O-terc-butildifenilsilil-o-D-galactopirandsido (11a).
CF;
TBDPSO © ~‘\O\(©\CF3
o s CHs
%O K@\
F

Rdto: 83 %.
[Q]ZODZ +87,4° (C 1, CHClg).

1H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,86 (s, 2H), 7,82 (s, 1H), 7,73-7,70 (m, 4H), 7,46-7,37 (m, 6H), 7,21-
7,18 (m, 2H), 6,97-6,92 (m, 2H), 4,91 (c, J = 6,6 Hz, 1H), 4,61 (d, J = 3,1 Hz, 2H), 4,58 (d, J = 3,6
Hz, 1H), 4,42 (dd, J = 5,5y 7,8 Hz, 1H), 4,29 (dd, J = 2,5y 5,5 Hz, 1H), 4,18 (td, J = 2,4 y 6,4 Hz,
1H), 3,98-3,89 (m, 2H), 3,42 (dd, J = 3,7 y 7,8 Hz, 1H), 1,49 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,33 (s, 3H), 1,32
(s, 3H), 1,10 (s, 9H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls) &: 162,5 (d, Jer = 244,8 Hz), 145,9, 135,8, 133,9 (d, Jor = 3,2 Hz), 133,7,
133,6, 132,1 (c, Jer = 33,5 Hz), 123,0, 129,7 (d, Jer = 8,3 Hz), 127,9, 126,9 (d, Jcr = 2,4 Hz), 123,5
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(c, Jor = 272,9 Hz), 121,9, 115,3 (d, Jcr = 21,4 Hz), 109,4, 95,0, 76,3, 76,1, 73,5, 72,6, 71,5, 68,9,
63,4, 28,3, 27,0, 26,6, 24,5, 22,8, 19,5 ppm.

EMAR: calculado para Cs;HssF706SiNa [M+Na]*: 829,2771; encontrado: 829,2811 (+4,1000 ppm).

Andémero [B: (R)-{1-[3,5-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-0-p-fluorobencil-3,4-0-

isopropiliden-6-O-terc-butil difenilsilil-3-D-galactopiranésido (11p)

CF;

CF;

Rdto: 83 %.
[a]®: +21,2° (c 1, CHCl3).

H-RMN (500 MHz, CDCl3) 8: 7,85 (s, 1H), 7,79-7,74 (m, 3H), 7,66-7,61 (m, 4H), 7,43-7,32 (m, 7H),
7,05-7,00 (m, 2H), 4,97 (¢, J = 6,5 Hz, 1H), 4,82 (s, 2H), 4,46 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,25 (dd, J= 1,7 y
5,5 Hz, 1H), 4,17 (dd, J = 5,8 y 6,7 Hz, 1H), 3,87 (dd, J = 6,0 y 8,5 Hz, 1H), 3,77-3,71 (m, 2H), 3,42
(t,J = 7,5 Hz, 1H), 1,50 (d, J = 6,5 Hz, 3H), 1,36 (s, 3H), 1,33 (s, 3H), 1,02 (s, 9H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls) 6: 162,6 (d, Jer = 245,2 Hz), 148,4, 146,3, 135,8, 135,7, 134,1 (d, Jor =
3,1 Hz), 133,6, 133,4, 131,9 (¢, Jer = 33,1 Hz), 131,6 (c, Jor = 33,1 Hz), 129,9 (d, Jer = 8,2 Hz),
129,9, 127,9, 127,8, 125,8 (d, Jor = 2,2 Hz), 123,5 (¢, Jor = 272,3 Hz), 121,4, 115,3 (d, Jcr = 21,5
Hz), 110,1, 100,8, 79,7, 79,3, 75,0, 73,6, 73,4, 73,1, 62,6, 28,0, 26,9, 26,4, 25,8, 22,3, 19,3 ppm.

EMAR: calculado para CsHasF;06SiNa [M+Na]*: 829,2771; encontrado: 829,2809 (+4,5000 ppm).
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(R)-{1-[3,5-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-O-p-fluorobencil-3,4-O-isopropiliden-a,3-D-

galactopirandsido (12)

- Procedimiento general

Sobre una disolucidn de 11a o 11f (100 mol%) en THF y bajo atmdsfera de Ar se adiciona
fluoruro de tetrabutil amonio (TBAF) (500 mol%) y se mantiene agitando a t.a. durante 1 h.
Después se adiciona una disolucién saturada de NaCl (80 mL), y los extractos orgdnicos son
extraidos de la fase acuosa con AcOEt (5 x 50 mL). La fase orgdanica se seca con Na,SO4 anhidro,
se filtra y se evapora a vacio. El residuo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna

usando AcOEt /hexano 1:4 como eluyente.

Andémero a: (R)-{1-[3,5-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-0-p-fluorobencil-3,4-0-

isopropiliden-a-D-galactopiranésido (12a.)

CF; Se sintetiza siguiendo el método general a partir de 11a
(0,70 g, 0,87 mmol) en THF (20 mL) y TBAF (1,26 mL, 4,35
HO - CF, mmol). Se obtiene 12a. (0,40 g, 0,70 mmol) como un sélido

blanco.

Rdto.: 80 %.
P.f.: 109-111 °C.

[0]®5: +105,5° (¢ 1, CHCls).
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1H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,90 (s, 2H), 7,82 (s, 1H), 7,18 (dd, J = 8,5y 5,5 Hz, 2H), 6,94 (t, J =
8,6 Hz, 2H), 4,92 (c, J = 6,6 Hz, 1H), 4,29 (dd, /= 5,5y 2,6 Hz, 1H), 4,18-4,16 (m, 1H), 3,99-3,95
(m, 1H) 3,89-3,84 (m, 1H), 3,42 (dd, J = 8,0y 3,6 Hz, 1H), 2,24 (dd, J= 9,2 y 3,1 Hz, 1H), 1,51 (d, J
= 6,6 Hz, 3H), 1,34 (d, J = 9,4 Hz, 6H) ppm.

3C-RMN (125MHz, CDCls) &: 162,5 (d, Jcr = 245,6 Hz), 145,7, 133,7 (d, Jer = 3,3 Hz), 132,0 (c, Jcr
=33,2 Hz), 129,7 (d, Jer = 8,15 Hz), 126,8, 124,5, 122,3, 121,9, 121,8, 120,1, 115,3 (d, Jer = 21,7
Hz), 109,7, 95,2, 76,3, 75,7, 74,7, 73,0, 71,5, 68,1, 62,9, 28,2, 26,6, 24,5 ppm.

EMAR: calculado para CysH27F,0¢Na [M+Na]*: 591,1588; encontrado 591,1578 (-1,6699 ppm).

Andémero fB: (R)-{1-[3,5-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-O-p-fluorobencil-3,4-0-

isopropiliden-B-p-galactopiranésido (123)

CF; Se sintetiza siguiendo el método general a partir de 11
(0,37 g, 0,46 mmol) en THF (20 mL) y TBAF (0,67 mL, 2,33
CF; mmol). Se obtiene 12 (0,22 g, 0,39 mmol) como un sélido

amarillo claro.

Rdto.: 84 %.
P.f.: 108-110 °C.
[Q]ZODZ +28,5° (C 1, CHClg).

1H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,84 (s, 2H), 7,79 (s, 1H), 7,37 (dd, J = 8,4 y 5,5 Hz, 2H), 7,03 (t, J =
8,7 Hz, 2H), 4,97 (c, J = 13 y 6,5 Hz, 1H), 4,82 (s, 2H), 4,49 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 4,19 (t, J = 5,8 Hz,
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1H), 4,11 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 3,80-3,76 (m, 1H), 3,72-3,67 (m, 2H), 3,44 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 1,68 (s,
1H), 1,54 (d, J = 6,5 Hz, 3H), 1,32 (d, J = 26,3 Hz, 6H) ppm.

3C.RMN (125 MHz, CDCls) &: 162,6 (d, Jcr = 245,5 Hz), 146,5, 134,0 (d, Jcr = 3,8 Hz), 131,7 (c, Jc.
¢ = 32,9 Hz), 129,9 (d, Jer = 8.0 Hz), 126,7, 126,5 (d, Jcr = 2,8 Hz), 124,6, 122,4, 121,6, 121,5,
120,2, 115,3 (d, Jer = 21,1 Hz), 110,5, 101,6, 79,5 (d, Jor = 29,5 Hz), 76,3, 73,9, 73,6, 73,0, 62,4,
27,9, 26,4, 22,8 ppm.

EMAR: calculado para CysH27F,06¢Na [M+Na]*: 591,1588; encontrado: 591,1580 (-1,3219 ppm).

(R)-{1-[3,4-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-O-p-fluorobencil-a,B-D-galactopiranésido
(13)

- Procedimiento general

Sobre una disolucién de 12a 0 123 (100 mol%) en MeOH se adiciona una cantidad catalitica de
CSA (3 mol%) y se agita a t.a. durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, se anade EtsN para
neutralizar el CSA y se coevapora con tolueno tres veces a vacio. El residuo obtenido se purifica

mediante cromatografia por columna utilizando AcOEt/hexano 1:1 como eluyente.

Andémero a.: (R) -{1-[3,4-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-O-p-fluorobencil-o.-D-

galactopirandésido (13a.)

CF4 Se sintetiza utilizando el protocolo general a partir de 12a
(4,69 g, 5,81 mmol) en MeOH (100 mL) con CSA (0,04 g, 0,17
HO : CF; mmol). Se obtiene 13a. (2,15 g, 4,18 mmol) como un sélido

blanco.
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Rdto.: cuantitativo.
P.f.: 147-149 °C.
[o]®5: +121,5° (c 1, CHCls).

1H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,89 (s, 2H), 7,83 (s, 1H), 7, 15 (dd, J = 8,5 y 5,5 Hz, 2H), 6,96 (t, J =
8,6 Hz, 2H), 4,92 (c, J = 6,6 Hz, 1H), 4,79 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 4,52 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,34 (d, J =
11,9 Hz, 1H), 4,16-4,15 (m, 1H), 4,13-4,10 (m, 1H), 4,02-3,96 (m, 2H), 3,92-3,87 (m, 1H), 3,69 (dd,
J=9,7y3,5Hz, 1H), 2,78 (s, 1H), 2,38 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 2,28 (dd, J = 7,8 y 4,0 Hz, 1H), 1,54 (s,

3H) ppm.

13C.RMN (125 MHz, CDCls) &: 161,7 (d, Jor = 246,7 Hz), 144,8, 132,3, 131,3, 131,0, 128.8 (d, Jcr =
8,2 Hz), 125,8 (d, Jce= 2,7 Hz), 114,7 (d, Jor = 21,5 Hz), 94,1, 74,9, 72,3, 71,1, 69,8, 68,9, 68,1,
62,4, 23,4 ppm.

EMAR: calculado para Ca3H23F,06¢Na [M+Na]*: 551,1275; encontrado: 551,1267 (-1,5079 ppm).

Anémero B: (R)-{1-[3,4-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-O-p-fluorobencil-B-D-

galactopiranésido (13f3)

CF3 Se sintetiza utilizando el método general a partir de 123
(1,00 g, 1,24 mmol) en MeOH (100 mL) con CSA (0,01 g, 0,04
CF, mmol). Se obtiene 13 (0,58 g, 1,12 mmol) como un sélido

blanco.

Rdto.: cuantitativo.

P.f.: 142-145 °C.
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[@]?%: +25,3° (c 1, CHCls).

'H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,85 (s, 2H), 7,79 (s, 1H), 7,79 (s, 1H), 7,36 (dd, /= 8,0 y 5,6 Hz, 2H),
7,06 (t, J = 8,6 Hz, 2H), 5,01-4,96 (m, 2H), 4,74 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 3,97 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 3,80-
3,76 (m, 1H), 3,72-3,76 (m, 1H), 3,63-3,56 (m, 2H), 3,43 (dd, /= 5,6 y 4,7 Hz, 1H), 1,56 (d, /= 6,5
Hz, 4H), 1,25 (s, 2H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls) 6: 162,7 (d, Jc.r =246,5 Hz), 146,4, 134,1, 131,8, 131,6, 129,9 (d, Jcr =
8,0 Hz), 126,6, 124,6, 122,4, 121,5, 115,7 (d, Jer = 21,7), 102,6, 79,2, 76,7, 74,3, 73,4, 69,5, 62,7,
29,8, 22,9 ppm.

EMAR: calculado para Ca3H23F;06Na [M+Na]*: 551,1275; encontrado: 551,1267 (-1,4429 ppm).
(R)-{1-[3,4-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-O-p-fluorobencil-(R)-4,5-0-benciliden-a.,3 -

D-galactopirandsido (14)

- Procedimiento general

Sobre una disolucién de 13a o 13p (100 mol%) en DMF se adiciona dimetoximetil benceno
(DMMB) (110 mol%) y una cantidad catalitica de CSA (3 mol%). La reaccion se mantiene rotando
a 40 °C en el rotavapor durante 48 h. Transcurrido ese tiempo, se para la reaccidon
neutralizandola con una disolucion saturada de NaHCO; (80 mL). Los extractos organicos son
extraidos de la fase acuosa con CHxCl> (5 x 50 mL). La fase organica se lava con una disolucion
saturada de NaCl (80 mL), se seca con Na,SO4 anhidro, se filtra y se evapora a vacio. El residuo
obtenido se purifica mediante cromatografia en columna utilizando AcOEt/hexano en

proporcién 1:4.
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Andémero a.: (R)-{1-[3,4-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-0-p-fluorobencil-(R)-4,5-0O-

benciliden-a-D-galactopiranésido (14a)

CF; Se sintetiza siguiendo el procedimiento general a partir
de 13a (0,10 g, 0,19 mmol) en DMF (15 mL) y DMMB
o 00 CF, (0,32mL,0,21 mmol). Se obtiene 14a (0,11 g, 0,18 mmol)
\k/o\,(g,,/o CH,
OH

PR como un solido blanco.

Rdto.: 95 %.
P.f.: 173-174 °C.
[a]®: +94,6 (c 1, CHCIs).

1H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,89 (S, 2H), 7,83 (s, 1H), 7,46-7,43 (m, 2H), 7,36 (t, J = 3,2 Hz, 3H),
7,14 (dd, J = 8,6 y 5,5 Hz, 2H), 6,92 (t, J = 8,7 Hz, 2H), 4,92 (c, J = 6,6 Hz, 1H), 4,8 (d, J = 3,5 Hz,
1H), 4,55-4,49 (m, 2H), 4,34 (dd, J = 3,6 y 0,8 Hz, 1H), 4,31 (dd, J = 12,6 y 1,4 Hz, 1H), 4,25 (dd, J
=10y 3,7 Hz, 1H), 4,14 (d, J = 1,7 Hz, 0,5H), 4.12-4.11 (m, 0,5H), 3,8 (d, J = 0,95 Hz, 1H), 3,75 (dd,
J=9,9y3,5Hz 1H), 1,53 (d, /= 6,6 Hz, 3H), 1,27-1,24 (m, 2H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCl5) 6: 174,1, 163,6, 162,9, 161,7, 145,8, 133,4 (d, Jcr= 3,7 Hz), 132,5,
132,2,131,9, 131,7, 129,8 (d, Jcr= 8,2 Hz), 126,8 (d, Jcr= 3,6 Hz), 124,5, 122,3, 121,9, 115,5 (d,
Jer= 21,5 Hz), 95,1, 75,9, 73,2, 72,1, 70,7, 69,9, 69,2, 63,2, 36,7, 31,7, 24,4, 20,6.ppm.

EMAR: calculado para C3oH,7F;06¢Na [M+Na]*: 639,1588; encontrado: 639,1582 (-0,8736 ppm).
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Andémero f: (R)-{1-[3,4-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-0-p-fluorobencil-(R)-[4,5-O-

benciliden]-p-p-galactopiranésido (148)

CF3 Se sintetiza siguiendo el procedimiento general a partir
de 13f (44 mg, 0,08 mmol) en DMF (10 mL) y DMMB
CF; (0,01 mL, 0,09 mmol).Se obtiene 14f3 (53 mg, 0,08 mmol)

como un sélido amarillo claro.

Rdto.: cuantitativo.
P.f.: 116-117 °C.
[a]®b: -2,85° (¢ 1, CHCI3).

'H-RMN (500 MHz, CDCls) 6: 7,89 (s, 2H), 7,83 (s, 1H), 7,48-7,41 (m, 2H), 7,39-7,33 (m, 3H), 7,18-
7,10 (m, 2H), 6,92 (t, J = 8,8 Hz, 2H), 5,57 (s, 1H), 4,92 (c, J = 6,6 Hz, 1H), 4,81 (d, J = 3.4 Hz, 1H),
4,52 (d, J=3,2 Hz, 2H), 4,34 (d, /= 2,9 Hz, 1H), 4,31 (dd, J = 11,3 y 1.4 Hz, 1H), 4,25 (dd, J = 10,1
y 3,7 Hz, 1H), 4,12 (dd, J=12,6 y 1,6 Hz, 1H), 3,83 (s, 1H), 3,75 (dd, J=9,9y 3,36 Hz, 1H), 1,53 (d,
J=6,7 Hz, 3H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls) 6: 163,5, 161,6, 145,6, 137,7, 134,4 (d, Jer= 3,1 Hz), 131,5 (c, Jer= 33,2
Hz),,129,7 (d, Jor= 8,2 Hz), 129,4, 129,1, 128,4, 126,6 (d, Jer= 3,1 Hz), , 124,6, 122,5, 121,3 (t, Jc.
e=3,8), 120,3, 115,6 (d, Jer= 21,7 Hz), 115,3 (d, Jor = 21,5 Hz), 101,7 (d, Jesr= 52,0 Hz), 79,8, , 76,1,
75,5, 74,5, 74,3 (d, Jer= 2,7 Hz), 73,4, 72,6, 69,4, 69,0, 66,7, 62,6,29,8, 22,8 ppm.

EMAR: calculado para C3oH,7F;0¢Na [M+Na]*: 639,1588; encontrado: 639,1582 (-0,8736 ppm).

86



Capitulo Il. Antagonistas del receptor NK1 basados en carbohidratos

11.4.3. Ensayos biolégicos
e Lineas celulares

MRC-5 (células sanas de pulmén humanas) y A549 (células de cancer de pulmdén humanas) se
obtuvieron de European Collection of Cell Cultures. HaCaT (células sanas de piel humanas)
fueron cedidas por el Dr. Motilva (servicio de linea celular; L#300493-4212). MDA-MB-231
(células de cancer de mama triple negativo humanas) fueron adquiridas a través de American
Type Culture Collection (ATCC). UACC-62 (células de cancer de piel humanas) se obtuvieron del
Instituto Nacional del Cancer. VH-10 (células sanas de piel humanas), HepG-2 (células de cancer
de higado humanas), PC-3 (células de cancer de prdostata humanas) y HT-29 (célula de cancer
colorrectal humanas), VC-8 (células de pulmdon de hamster chino (V-79) mutadas en el gen
BRCA2) y VC8B2 (células VC-8 complementadas con el gen BRCA2 humano) fueron donadas por
el Dr. Helleday (Instituto Karolinska, Suecia). GAMG (células de glioblastoma humanas) fueron
cedidas por el Dr. Ayala (Universidad de Sevilla). HNO-97 (células de cancer de lengua humanas),
A64-CLS (células de adenoma de la glandula submaxilar humanas), AN3Ca (células de cancer de
endometrio humanas), Sk-OV-3 (células de cdncer de ovarios humanas), KATO-IIl (células de
cancer de estdmago humanas), Sk-Br-3 (células de cancer de mama HER2 positivas humanas),
T-24 (células de cancer de vejiga humanas), MeWo (células de cancer de piel humanas), fueron
adquiridas a través del Servicio de Lineas Celulares (CLS). MCF-7 (células de cancer de mama
humanas) y MCF-10 (células sanas epiteliales de mama humanas) fueron cedidas por los Dr.
Ruano y Dr. Daza (Universidad de Sevilla). U-373MG (Células de glioblastoma humanas) fueron
proporcionadas por los laboratorios Eurofins Cerep France. CHO (células sanas de ovario de

hamster chino) fueron obtenidas de la American Type Culture Collection.

Las distintas lineas celulares fueron mantenidas en los medios recomendados y sembradas
acorde a los protocolos estandares establecidos. MRC-5, VH-10, A549, MCF-7, HaCaT, MDA-MB-
231, HT-29, GAMG, Sk-Br-3, MeWo, HNO-97, A64-CLS, AN3Ca, SK-OV-3, HepG-2, VC8B2, VC-8,
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U-373MG y CHO se mantuvieron en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEN) con alto
contenido en glucosa. PC-3 y T-24 crecieron en DMEN enriquecido con nutrientes F12 (DMEN-
F12). UACC-62, se sembraron en Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1640). KATO-
Il crecieron en Ham’s F12. Excepto MCF-10, todos los medios fueron suplementados con 10 %
de FBS, 100 U/mL de penicilina y estreptomicina. La linea celular MCF-10 se mantuvo en una
mezcla 1:1 de los medios DMEN y Ham’s F12 suplementados con 20 ng/mL de factor de
crecimiento epidérmico, 100 ng/mL de toxina del célera, 10 pg/mL de insulina, 500 ng/mL de
hidrocortisona (95 %) y suero de caballo (5 %). Todas las células crecieron en atmdsfera hiumeda,
95 % de aire y 5 % de CO, a 37 °C. Los reactivos de cultivo celular fueron suministrados por

Biowest.

e Ensayos de viabilidad celular

o Ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

Este ensayo mide la viabilidad celular a partir de la actividad biolégica de sus mitocondrias.
Basicamente, consiste en la reduccién metabdlica del MTT, realizada por la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa, a un compuesto de color morado llamado (E,Z2)-5-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-1,3-difenilformazano (formazan) lo que permite determinar la funcionabilidad mitocondrial
de las células tratadas y por tanto la viabilidad celular (Figura 30). La cantidad de formazan
producido es proporcional a la cantidad de células vivas. Los resultados se obtienen midiendo la
absorbancia o densidad éptica (DO) de cada pocillo a través de un espectrofotémetro

microplaca.l9124
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N O Succinato N 'Tl/©
©_</ \l}l Deshidrogenasa N ©_</ ~N
Nﬁg ® NcN

MTT FORMAZAN

Figura 30. Reduccién de MTT a Formazan (arriba). Placa ELISA donde puede comprobarse de
manera visual la proporcién de células vivas. Cuanto mayor es la intensidad de color, mayor es

la cantidad de células viables.

En primer lugar, se estudiaron los 6 productos finales de los derivados de carbohidratos, 12q.,
123, 130, 13, 14a y 14, para hacer un primer cribado sobre la actividad anticancerosa
selectiva de los mismos. Para una mejor comparacion se estudiaron junto al farmaco Aprepitant,
qgue es un antagonista conocido y bien estudiado de los receptores NK1, y con el fdrmaco

Cisplatino, el cual se utiliza de forma rutinaria como medicamento anticanceroso en clinica.

Para llevar a cabo los ensayos, se sembraron 5 x 10® células por pocillo y 3 x 10% células por
pocillo las lineas celulares MRC-5 y A549 respectivamente, en placas ELISA de 96 pocillos y se

dejaron crecer durante 24 h. Seguidamente, dichas células fueron tratadas con distintas
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concentraciones de los compuestos anteriormente mencionados: 0, 3, 10, 32, 100, 320 y 1000
KM vy se incubaron durante 48 h. Transcurrido ese tiempo, se retiré el medio de crecimiento y
se afiadid 125 plL de una soluciéon de MTT en medio de cultivo (1 mg/mL) a cada pocillo y se dejé
actuar durante 3 h. A continuacién, se adicioné 80 uL de dodecilsulfato sédico (SDS) al 20 % en
HCl 20 nM, para disolver el posible producto formado, formazdan, y se incubaron las placas
durante 15 h a 37 °C. La absorbancia de cada pocillo se midié con un espectrofotémetro
multiplacas a 540 nm para cuantificar la supervivencia celular (lector de placas multimodal

Synergy HT, BIO-TEC, CITIUS).

Debido a los excelentes resultados obtenidos especialmente con el compuesto 14a, los

siguientes ensayos bioldgicos se realizan con dicho compuesto.

Para seguir observando su capacidad anticancerosa selectiva se somete al compuesto 14a al
ensayo MTT de nuevo. En este caso las lineas celulares utilizadas fueron MCF-7, MCF-10, UACC-
62 y VH-10. Se siguieron las mismas condiciones del experimento descritas anteriormente,
cultivdndose 5 x 103 células por pocillo en las lineas celulares sanas (MCF-10 y VH-10) y 3 x 103

células por pocillo en las lineas celulares cancerosas (MCF-7 y UACC-62).

Una vez estudiado la actividad citotoxicidad mediante el ensayo con MTT, se procedié a estudiar

también la viabilidad celular del compuesto 14a mediante el ensayo de resazurina.

O Ensayo del 7-hidroxi-10-oxidofenoxazina-10-ium-3-ona (Resazurina)

Al igual que el experimento MTT, el ensayo de resazurina consiste en determinar la viabilidad
celular a partir de la actividad metabdlica de sus mitocondrias. En este caso el compuesto que
se reduce a partir de las enzimas NADH deshidrogenasas es la resazurina. Este compuesto es de
color azul no fluorescente en estado oxidado, cuando es reducido al compuesto 7-hidroxi-3H-
fenoxazin-3-ona (resorufina) se vuelve de color rosa y emite una seial fluorescente, lo que

permite determinar la funcionabilidad mitocondrial y por tanto la viabilidad celular. La cantidad
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de resorufina es directamente proporcional a la cantidad de células vivas. Los resultados se
obtienen midiendo la absorbancia o DO de cada pocillo a través de un espectrofotometro
multiplaca, o a diferencia del ensayo anterior, también podrian obtenerse por fluorometria ya

que el compuesto resultante es muy fluorescente(Figura 31).125126

o}
NADH lll

z

Figura 31. Reduccion de Resorufina a Resazurina. Placa de ELISA donde puede comprobarse de

manera visual las células vivas, aquellas que tifien el pocillo de rosa.

Para llevar a cabo los ensayos se sembraron las siguientes lineas celulares: HaCaT, GAMG, HNO-
97, A64-CLS, MeWo, T-24, PC-3, Sk-Br-3, MDA-MB-231, AN3Ca, Sk-OV-3, KATO-IIl, HepG-2 y HT-
29. De la linea celular HaCaT (células sanas) se sembraron 5 x 103 células por pocillo, del resto
de lineas celulares cancerosas se sembraron 3 x 10° células por pocillo, en placas ELISA de 96
pocillos y se dejaron crecer durante 24 h. Seguidamente, dichas células fueron tratadas con
distintas concentraciones (0, 3, 10, 32, 100, 320 y 1000 uM) de los compuestos 14a. y Cisplatino

durante 96 h. Transcurrido ese tiempo, se retiré el medio de crecimiento y se afiadi6é 150 pL de
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una disolucion de resazurina en medio de cultivo (20 pg/mL) a cada pocillo y se dejé actuar
durante 3 h. La absorbancia de cada pocillo se midié con un espectrofotometro multiplaca a
540-620 nm para cuantificar la supervivencia celular (lector de placas multimodal Synergy HT,

BIO-TEC, CITIUS).

En ambos ensayos, los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad celular en
relacidn con las células no tratadas (controles). Todos los datos se promediaron a partir de 2-5
experimentos independientes y se expresaron como las medias + error estdndar de la media
(SEM), concretamente se utilizé el valor ICso el cual representa la minima cantidad de producto
gue es necesario para inhibir un proceso bioldgico concreto en un 50 %, en nuestro caso la
viabilidad celular. Para el analisis estadistico, se utilizd la prueba t-Student. Un valor de p > 0,05
no se considera estadisticamente significativo y no esta representado por ningin simbolo. Un
valor de p < 0,05 se considera estadisticamente significativo y se indica con un asterisco (*), un
valor de p < 0,01 se indica con doble asterisco (**) y un valor de p < 0,001 se indica con un triple

asterisco (***).

También indicamos los indices de selectividad (IS) los cuales son Utiles para evaluar el potencial
anticanceroso in vitro. Los IS se calcularon como la media del valor ICso en la linea celular sana

dividido por la ICso en la linea celular de cdncer obtenida en cada experimento independiente.

® Estudios de los mecanismos de accion responsables de la actividad anticance-
rosa

O Estudio de inhibicion de la glucdlisis

Como se explica detalladamente en el apartado de Resultados y Discusion de este Capitulo, uno
de los medios principales que tienen las células para obtener energia es la glucdlisis, en base a
esto decidimos evaluar si nuestro compuesto 14q. presentaba un comportamiento inhibidor de

la glucdlisis. Para ello medimos la concentracidn de glucosa y lactato en la linea celular A549 sin
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tratar, tratadas con el antagonista NK1 14¢ y tratadas con dicloroacetato, inhibidor de la

glucdlisis.

En el estudio se sembraron 4 x 10° células por pocillo en placas de 24 pocillos. Después de 10 h,
se renové el medio y se agregd una disolucién de 14a. (32 uM, en el medio correspondiente) a
un grupo celular, dicloroacetato (32 uM, en el medio correspondiente) a otro grupo celulary se
dejé un tercer grupo sin tratar. Las células se mantuvieron expuestas a los compuestos durante
8 h. Finalmente, las concentraciones de glucosa y de lactato se determinaron en sobrenadantes
celulares utilizando el analizador Accutrend Plus junto con tiras de glucosa Accutrend y tiras BM-

Lactate (Roche Diagnostics).

Los resultados se expresaron como porcentaje de produccién de lactato y porcentaje de
consumo de glucosa, y se muestran como la media + SEM (ICso) de los experimentos

independientes.

o Estudio de los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

En este caso se determina si la actividad anticancerosa de nuestro compuesto 14a. se debe a

un aumento de la produccién de ROS provocada por este.

Para llevar a cabo el estudio se utilizé el ensayo MTT (descrito anteriormente). Se eligié la linea
celular cancerosa A549 de la cual se sembré 3 x 10° células por pocillo en placas ELISA de 96
pocillos y se dejaron crecer durante 24 h. Seguidamente, dichas células fueron tratadas con 14a
durante 48 h en presencia y ausencia de tres antioxidantes: N-acetilcisteina (NAC), catalasa y
Mn (lll) pentacloruro de tetrakis (1-metil-4-piridil) porfirina (MnTMPyP). Se realizaron 3
experimentos diferentes con cada uno de los antioxidantes y 14a. Las concentraciones utilizadas
fueron las siguientes, por una parte, se trataron las células con cada uno de los antioxidantes en
una cantidad de 5 mM (NAC, catalasa o MnTMPyP). Seguidamente, otro grupo celular se traté

sélo con el compuesto 14 en dos concentraciones diferentes 10 y 100 um vy, por ultimo, otros
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dos grupos celulares se trataron con una mezcla de cada uno de los antioxidantes y 14a en las
dos concentraciones distintas 10 um de 14a + 5 mM de antioxidante, y 100 um de 14a + 5 mM

de antioxidante (Figura 32).

A549 (3 x 10° células/pocillo)

Figura 32. Esquema de la placa ELISA del estudio ROS.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se retiré el medio de crecimiento y se afiadié 125 L de
solucion MTT en medio de cultivo (1 mg/mL) a cada pocillo y se dejé actuar durante 3 h. A
continuacién, se adiciond 80 pL de SDS al 20 % en HCl 20 nM, para disolver el posible producto
formado, formazéan, y se incubaron las placas durante 15 h a 37 °C. La absorbancia de cada
pocillo se midid con un espectrofotometro multiplacas a 540 nm para cuantificar la

supervivencia celular.

Los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad celular en relacién con las células
tratadas sélo con el compuesto 14a. Todos los datos se promediaron a partir de 3 experimentos
independientes y se expresaron como la medias *+ SEM (ICso) de los experimentos

independientes.
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O Estudio del dafio en el ADN celular

El objetivo es determinar si la capacidad de recuperacién de las células cancerigenas a dafios
celulares se ve perjudicada al ser tratadas dichas células con nuestro compuesto 14a. En
concreto, nos centramos en el proceso de reparacion de dafios basado en la recombinacidn
homdloga (RH), proceso que se detalla detenidamente en el apartado de Resultados y discusion.

Para dicho estudio utilizamos células deficientes y eficientes en el proceso de RH.

Para llevar a cabo el estudio, se utilizé el ensayo MTT (descrito anteriormente) con las lineas
celulares VC-8, deficiente en el proceso de recombinacién homoéloga y VC8-B2, competentes en
el proceso de recombinacidn homdloga. Se sembraron 5 x 102 células por pocillo en placas ELISA
de 96 pocillos y se dejaron crecer durante 24 h. Seguidamente dichas células fueron tratadas
con 14q a distintas concentraciones (10, 32, 100 y 320 uM) y se incubaron otras 24 h. Después
de un periodo de recuperacion de 48 h, se retiré el medio de cultivo y se afiadié 125 pL de
solucién MTT en medio de cultivo (1 mg/mL) a cada pocillo y se dejé actuar durante 3 h. A
continuacion, se adiciond 80 uL de SDS al 20 % en HCl 20 nM, para disolver el posible producto
formado, formazdan, y se incubaron las placas durante 15 h a 37 °C. La absorbancia de cada
pocillo se midid con un espectrofotometro multiplacas a 540 nm para cuantificar la

supervivencia celular.

Los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad celular en relacién con las células
no tratadas con 14a.. Todos los datos se promediaron a partir de 3 experimentos independientes

y se expresaron como la medias + SEM (ICso) de los experimentos independientes.
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e Evaluacion del efecto antagonista sobre los receptores NK1. Test IPone

Ligando
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Figura 33. Representacién esquematica de la produccién de IP; por parte de la célula y su

detecciéon. Imagen tomada de la Tesis Doctoral de Rocio Recio, modificada.

La deteccidn de inositol 1-monofosfato (IP;) mediante el test IPone es una técnica muy eficaz
para detectar el efecto antagonista o agonista de nuestros compuesto. Se basa, a grandes
rasgos, en la utilizacién de un anticuerpo monoclonal especifico para el IP; marcado con criptato

de terbio, donde el IP; estd a su vez marcado con el fluoréforo d, (Figura 33).

Entre los dos fluordforos tiene lugar una transferencia de energia que permite la deteccion de

IP; mediante el llamado fendmeno FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer).?” Esta
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técnica se basa en una transferencia de energia no radiactiva de un fluoréforo excitado

(donador) sobre otro fluoréforo (aceptor) si ambos se encuentran a la distancia adecuada.

El inmunoensayo mide la competicidn entre el IP; nativo producido por la célulay el IP; marcado
con el aceptor d; (Figuras 33 y 34). Si no se produce fluorescencia querra decir que la célula tiene
una mayor cantidad de IP; nativo y que por tanto la molécula es agonista o, por el contrario, si

si se produce querra decir que hay menos cantidad de este y la molécula es antagonista.

En nuestro caso, para cuantificar el IP; producido por la célula realizamos un ensayo basado en
la técnica HTRF® (una variante de la técnica FRET), en la cual usamos Lumi4®-Tb (Tb, + Criptato)

como donador y d, como aceptor (Figura 34)

NO FRET FRET
Th,-Criptato B d, (aceptor) ’\
(donador)
IPi-d F d, (aceptor)
Anticuerpo Anticuerpo
Anti IP, Anti IP, IP,-d,

Figura 34. Esquema representativo del fendmeno de FRET que tiene lugar en el test IPone.

En concreto, se han realizado estudios tanto de actividad agonista como antagonista de 14a y
13a, asi como del compuesto derivado de éster 3,5(bis-trifluorometil)bencilico de N-acetil-L-
triptofano (L732,138), que hemos usado como sustrato de referencia antagonista (control

negativo) y de la SP, para obtener un sustrato de referencia agonista (control positivo).

Para este ensayo se han utilizado células transfectadas mediante electroporacion de manera

transitoria a través de un vector plasmidico que contiene la secuencia genética que codifica para
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el receptor NK1 y para genes de resistencia a la ampicilina y la neomicina (pRK5). Para medir la
expresion del receptor transfectado, se ha incluido en este mismo vector un gen reportero 6-His
anclado al C-terminal del receptor NK-1, dando lugar al plasmido pRK5/NK1-6-His. De este modo,
utilizando un anticuerpo primario anti-6-His mediante un test ELISA (Enzyme-Linked
InmunoSorbent Assay) se pudo determinar la presencia del receptor NK1 en las células
transfectadas.'?® Ademds, nos permitié obtener las condiciones idéneas para llevar a cabo el

Test IPone.

Es importante indicar que el plasmido se ha obtenido mediante transfeccién bacteriana,'?

utilizando la bacteria Escherichia coli. Este proceso permite la introduccion de plasmidos
naturales o artificiales dentro de bacterias para obtener multiples copias de los mismos, de una

forma facil y rapida.

Para llevar a cabo el estudio se utilizo la linea celular CHO (célula de ovario de hamster chino).

A continuacidn, se explicardn los distintos pasos del ensayo IPone:

(i) Transfeccidn: por electroporacion se realizé la transfeccién transitoria del plasmido a la
linea celular CHO en un volumen total de 300 pL de buffer de electroporacién (50 mM K;HPOa,
20 mM CH3COOK, 20 mM KOH y 26 mM MgSO., pH 7,4), el cual contenia 10 ug de ADN
plasmidico (pRK5-Nk1-6-His), y una concentracién de 107 células CHO. Tras la electroporacion
(280 V, 1 mF, Gene Zapper 450/2500; IBI, New Haven, CT), las células se suspendieron en medio
completo y se sembraron en placas ELISA de 96 pocillos con una densidad de 105 células por
pocillo. Las placas se cubrieron con poliornitina diluida en PBS, se incubaron a 37 °C durante 30

min. y, finalmente, se lavaron con PBS antes de sembrarlas.

(i) Test ELISA: se utiliza para medir la expresidn de los receptores transfectados. Las células
se transfectaron con el pldsmido pRK5-NK1-6-His, y después de 24 h de la electroporacidn, se
fijaron en placas ELISA con paraformaldehido al 4 % en PBS durante 5 min. y, a continuacién, se

lavaron 3 veces con PBS. Seguidamente, se realizd una etapa de bloqueo (para evitar que se
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unieran de manera inespecifica otras moléculas que pueden alterar los resultados) afiadiéndole
a cada pocillo una solucién de PBS + 1 % de FBS y realizando una incubacién de 30 min. Para
terminar la parte de bloqueo, las células se volvieron a lavar 5 veces con la solucion de PBS + 1
% de FBS. Después, se afadio el anticuerpo primario anti-6His (0,5 pg/Ml) y se incubd durante
30 min. (este anticuerpo se unira al plasmido el cual contiene el gen reportero 6His). Una vez
terminada la incubacidn, se retird el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con la solucién PBS
+ 1% FBS para eliminar todo aquello que no se habia fijado. En el siguiente paso, se afiadi6 el
anticuerpo secundario o anti-ratén conjugado con peroxidasa de rabano picante (1/1000;
Amersham, Orsay, Francia). Este no es mas que un anticuerpo unido a una enzima, en este caso
la peroxidasa el cual se unird al anticuerpo primario de forma selectiva. Tras afiadir el anticuerpo
conjugado las células se incubaron durante 30 min. Pasado ese tiempo, las células se lavaron 3
veces con la solucién PBS + 1 % de FBS. Finalmente, se afiadieron a los pocillos una solucién
que contenia 60 puL de PBSy 20 pL de Supersignal ELISA Femto (Perbio-Pierce, Brebiéres, Francia)
y se incubé durante 30 min. La solucion ELISA esta compuesta por un substrato para la encima
peroxidasa, (unida al anticuerpo secundario o anticuerpo anti-ratdn) que suele ser H,0; y un
cromageno, en nuestro caso OPD (O-Fenilendiamina) . Al verter la solucién sobre los pocillos,
aquellos que tengan el anticuerpo secundario unido reaccionaran con el substrato de la solucidon
y el O, generado hara que el cromdégeno se oxide, haciendo que el medio del pocillo cambie de
color. La luminiscencia se leyé usando un Wallac Victor 2 (PerkinElmer Life and Analytical

Sciences, Courtaboeuf, Francia).

(iii) Acumulacion de segundo mensajero (IP1): |la activacion e inhibicidn de la ruta de IP; por

los agonistas y antagonistas del receptor NK1 respectivamente, se determiné usando el kit IPone
(Cisbio Bioassays, Bagnols-sur-Céze, Francia). Tras la transfeccidn, 105 células se distribuyeron
en 100 BlL de medio de cultivo completo a una placa ELISA de 96 pocillos. Tras 24 h, el medio se
elimind y se reemplazé por 40 puL de medio de incubacidon que contenia el agonista y/o

antagonista en la concentracidon adecuada. El ensayo HTRF (para medir la sefial de FRET) se
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realizé tal y como se describid anteriormente. Tras 30 min. de incubacién a 37 °C con el agonista,
se afiadieron a los pocillos 15 pL del anticuerpo (donador) y 15 uL del competidor (aceptor)
diluido en el tampdn de lisis proporcionado en el kit. Como control negativo, algunos pocillos

solo contenian el anticuerpo marcado con el fluoréforo donador.

Después de 1 h de incubacién a t.a., la emisidn de fluorescencia se midié a 620 nm y 665 nm con
un fluorémetro RubyStar (BMG Labtechnologies, Offenburg, Alemania) equipado con un laser
de nitrégeno como fuente de excitacidn (337 nm). La lectura de 400 us se registré con un retardo
de 50 ps con la finalidad de eliminar el ruido de fondo de la fluorescencia de corta vida derivada
del anticuerpo marcado con el fluoréforo aceptor. La intensidad de fluorescencia se
corresponde a la emisién total de criptato de terbio y la sefial de FRET, respectivamente. La sefial

especifica FRET se calculé usando la siguiente ecuacion:

neg

R, .—R
AF % = 100 x —225___T"¢9

neg

- Rpos: ratio de fluorescencia (620 nm-665 nm) calculado en los pocillos con los anticuer-

pos marcados tanto con donador como con aceptor.

- Rneg: ratio de fluorescencia (620 nm-665 nm) calculado en los pocillos con los anticuer-

pos marcados con donador.
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La sefial de FRET (AF %), es inversamente proporcional a la concentracion de IP; en las células.
Dicha sefal se transforma en acumulacion de IP; utilizando una curva de calibracion preparada
en la misma placa. Es importante destacar que todas las comparaciones entre el efecto agonista
y antagonista se realizaron el mismo dia, en el mismo cultivo y la misma placa, y frente al efecto

de la SP. Los experimentos se repitieron al menos 3 veces en cultivos diferentes.

Las curvas de activacion/inhibicion se representaron como el logaritmo de las concentraciones
de agonista o antagonista y se ajustaron con la ecuacién de Hill, la cual describe cémo un ligando
se unird a una proteina receptora en presencia de otros ligandos (unién cooperativa), para

obtener:

- ECso: representa la minima concentracién de un compuesto donde se observa el 50 %

del efecto maximo que ejerce el mismo, y equivale a la constante de activacidn (K).
- Valores maximos y minimos.

- Coeficiente de Hill (n): expresién numérica que indica la fraccién de una macromolé-
cula (ej. Receptor) saturada por un ligando. Este indicador estima el grado de coope-
ratividad en el proceso de uniéon. Un coeficiente de 1 indica que la unién es un pro-
ceso independiente de la presencia de otros ligandos. Los coeficientes n > 1 indican
una propensién positiva a la unidn, mientras que aquellos n < 1 indican una propen-

sién negativa.
La ecuacién para obtener el coeficiente de Hill es la siguiente:

[L]"

0=——
[L]" +Kq

- B: porcentaje de sitios de unidn ocupados.
- L: concentraciéon de ligandos libres.

- n: coeficiente de Hill que representa el grado de cooperatividad.
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- Kg: constante de disociacién y es igual a la concentracién de ligando cuando la mitad

de los sitios de unién estan llenos.

El efecto inhibidor de los antagonistas NK1 no peptidicos se estudié siguiendo el protocolo de
Arunlakshana and Schild.®° A la preincubacién durante 10 min le siguid la incubacidon de 30 min.
con el antagonista y la SP. La acumulacién de IP; se midié como se ha explicado anteriormente.
A diferencia de la activacion, la inhibicién no se puede obtener de manera directa, para ello es

necesario calcular la Kinact utilizando la siguiente ecuacion:

_— ICs,
inact — [[h] + Kact

Kact

- ICso: concentracién minima a la cual el ligando produce el 50 % de inhibicién.

- [h]: concentracidn del ligando utilizado para la estimulacién en presencia del antago-

nista.

- Kaet: constante de activacion del ligando agonista (ECso).

e Ensayos de afinidad ligando-receptor

El ensayo de afinidad o de unién fue realizado por los laboratorios Eurofins Cerep (Francia). La
afinidad de unién del receptor por el compuesto 14a. fue determinado midiendo la capacidad
de éste para desplazar a la SP, [*?°1]SP (0,005 nM) en células U-373MG. Para definir la unién no
especifica se utilizé [Sar9, Met(02)11]-SP (1 uM) incubandola durante 30 min.

La unioén especifica del ligando a los receptores se define como la diferencia entre la unién total
y la unidn inespecifica determinada por un exceso de ligando no marcado. Todos los datos se

promediaron a partir de 5 experimentos independientes, y los resultados se expresan como:
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Porcentaje de unién especifica de control:

UEM
[ 100

—| X
UEC

Porcentaje de inhibicién de la unién especifica de control, obtenido en presencia de los

compuestos de estudio:

{100 [UEM] X 100}
UEC

- UEM: unidn especifica medida
- UEC: unidén especifica de control.

Para determinar el ICsoy el coeficiente de Hill (n) se realizé un analisis de la curva de competencia
generada a partir de la media de los valores obtenidos en los diferentes experimentos, y se

utilizé la siguiente ecuacién de Hill:

Y: unién especifica.

- D: unidn especifica minima.

- A:unidn especifica maxima.

- C: concentracién del compuesto.
- Cso es |C50.

- n: coeficiente de Hill
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Este andlisis se realizé utilizando un software desarrollado en Cerep (Hill software) y validado
por comparacion con los datos generados por el software comercial SigmaPlot 4.0 para

Windows (©1997 de SPSS Inc.).

La constante de inhibicidn (K;) se calculé utilizando la ecuacion de Cheng Prusoff:

ICs
i= 7\
L
1+ (7
(1+(&))
- L: concentracién del radioligando en el ensayo.

- Kd: afinidad del radioligando por el receptor. Para determinarla se utiliza un diagrama

de dispersion.
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Ill. Funcionalizacidn de nanoparticulas magnéticas: diseio y sintesis de ligandos

l11.1. Introduccion y objetivos

11.1.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia es la ciencia que involucra la caracterizacidn, fabricacion y/o manipulacion de
estructuras, dispositivos o materiales que tienen al menos una dimensién en la escala
nanométrica, entre 1-100 nm.**! Existen numerosas definiciones de nanotecnologia, no
obstante, la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia de EE.UU**? sélo la considera como tal si

cumple los siguientes propésitos:

- Investigacidn y desarrollo tecnoldgico a nivel atdmico, molecular o macromolecular en

escala nanométrica.

- Creacidn y uso de estructuras, dispositivos y sistemas que tienen propiedades y funcio-

nes novedosas debido a su pequefio tamafio.
- Habilidad de controlar y trabajar en escala atomica.

En la actualidad, el desarrollo de nanotecnologias se considera un area de investigacion
interdisciplinaria que reune a investigadores tedricos y experimentales de diversos campos tales
como biologia, quimica, fisica e ingenieria.’® El desarrollo de herramientas analiticas modernas,
que pueden detectar y caracterizar los diversos aspectos fisicoquimicos de los materiales a
nanoescala, ha impulsado ain mas los progresos en este campo. La nanotecnologia ha
comenzado a proporcionar un método sistematico para el estudio y el ajuste de los materiales
para adaptarse a aplicaciones especificas, desde la creacion de procesadores mas rapidos en el
campo de la electrénica, al uso de nuevos materiales en la construccidn, pasando por
biosensores para control medioambiental o baterias energéticas mas eficientes. También, en el

campo de la biomedicina ha irrumpido con fuerza, tanto para el diagndstico de enfermedades
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como para su tratamiento.’** Este Ultimo punto, como se ha indicado en el capitulo anterior, es
en el que nos hemos centrado en nuestro proyecto de Tesis y constituye el eje fundamental del

presente capitulo.

e Breve historia de la nanotecnologia

A pesar de que la nanotecnologia es un término relativamente moderno, en la linea de tiempo
aparecen ejemplos premodernos de nanotecnologia, junto con descubrimientos e hitos de la
era moderna que han supuesto un avance conceptual (Figura 35). El ejemplo mas antiguo que
se conoce es el de La Copa de Lycurgus (Roma, siglo IV), vidrio dicroico donde el oro y la plata
coloidales permiten que al incidir la luz sobre ella desde el exterior se vea verde opaco, y cuando
la luz brilla en el interior se vea roja transltcida. Otro ejemplo, quizds mas conocido, es el de las
vidrieras de las catedrales europeas (siglos IV-XV) que deben sus ricos colores a la presencia de
nanoparticulas de cloruro de oro y otros oxidos y cloruros metalicos. Ya en la era moderna,
gracias a una instrumentacion cientifica cada vez mas sofisticada, se desarrollaron herramientas
mas avanzadas, por ejemplo, Erwin Miiller en 1936 inventd el microscopio de efecto de campo,
permitiendo obtener imagenes de materiales con resolucién casi atémica.'* No obstante, no
fue hasta 1959 cuando el fisico Richard Feynman, al que muchos consideran el padre de la
nanotecnologia, dio su célebre conferencia titulada “There’s Plenty of Room at the Bottom” ante
la Sociedad Americana de Fisica, describiendo procesos para manipular y controlar la materia a
nivel de atomos y moléculas individuales, insistiendo en el gran potencial que se escondia tras
estas técnicas.® Afios mas tarde, Norio Taniguchi fue quien acufié el término “Nanotecnologia”
y en 1981, con el descubrimiento del microscopio de efecto tunel por parte de los cientificos
Heinrich Rohrer y Gerd Binnig, se pudieron ver por primera vez atomos individuales,'3®
comenzando asi la denominada “Nanotecnologia Moderna” que permite estudiar y manipular
las moléculas a escala atdmica. Este descubrimiento les valid el Premio Nobel de Fisica en 1986.

Otro gran logro para este campo se debe al francés Jean Pierre Sauvage, el britanico J. Frasser
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Stoddarty el holandés Bernard Feringa que por sus aportaciones al disefo y sintesis de maquinas
moleculares obtuvieron el Premio Ndbel de Quimica en 2016. Con este descubrimiento los

premiados miniaturizaron méaquinas y llevaron la quimica hacia una nueva dimensién.37:138

A continuacidn, presentamos algunas de las fechas y acontecimientos mds destacados en el

campo de la nanotecnologia acaecidos hasta la actualidad.!3®

LINEA TEMPORAL DE LA HISTORIA —
EE.UU lanzé el primer programa de

DE LA educacion a nivel universitario en

NANOTECNOLOGiA Inanotecnologia “el Colegio de Ciencia e

Ingenieria a Nanoescala”.

Aparecer en el Se publicd la primera

mercado los estrategia oficial de NNI
Las vidrieras de las o primeros para la investigacion
catedrales europeas Sumio Lijima productos que ambiental, de salud y
debian sus ricos colores a descuhre los utilizaban seguridad relacionada con

nanotubos de
carbono.

nanoparticulas de cloruro
de oroy otros oxidos y
cloruros metalicos.

s.v VXV [SIXIIXVII

nanotecnologia. |a nanotecnologia.

1974 1985 2014-2022

i isi 2013
vidrio dicroico donde contenian nanotubos pronuncia su famosa la Frasser Stoddart y Bernard
eliioro,y, la: plata daicatbonoy conferencia sobre la Universidad Feringa disefiany
coloidales permiten nanocables de hanociencia en el congreso | de Ciencias Lanzamiento La Comision sintetizan la primera
que a).inciir ta uz SemEntita un de la sociedad americana | de Tokio por parte del || Europea adopté maquina molecular.
sobre. ella desde el formulacion de acero de Fisica en CalTech acufiael gobierno de Bill la iniciativa
exterior se vea "e’dle N “I'“;‘_" ‘;'"“'“’ kitulada "There is plenty of [ término Clinton del “Hacia una Cientificos del Multi-Scale
ﬁ);;acot;ri\lllacua::o :I e e room at the bottom”. ”Nalﬂf"tem?‘ programa estrategia Robotics Lab de ETH Ziirich
intétlo se vea' Fola °3:|a;’;e National europea paral|a' desarrollan un diminuto
transldcida, Erwin Miiller inventd el dimensional | Harold Kroto, Sean O'Brien, Nanofechnoluog nanotecnologia”. IZﬂIICFOVUbO( BUlﬂdf_J .
microscopio de efecto de campo, deescala | Robert Curly Richard Smalley y Initiative magnéticamente para cirujias.
permitiendo iméagenes de atémica. descubrieron el (NNI).
materiales con resolucion casi Buckminsterfullerene (C60), i es de Stanford
atémica. una molécula que estd desarrollan el primer ordenador
compuesta completamente con nanotubos de carbono.
de carbono, como el grafito y
el diamante.

Figura 35. Resumen de la linea temporal de la historia de la nanotecnologia.

111.1.2. Nanomateriales

Los nanomateriales (NMs) se definen como materiales que tienen una o varias dimensiones en
el rango nanomeétrico, y como resultado de su pequefio tamafio presentan propiedades
fisicoquimicas que difieren del mismo material a mayor tamafio.’*® La reduccién del tamafio de

la materia por debajo de un tamafio critico, aumenta la superficie especifica (relacion
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superficie/volumen) lo que lleva a su vez a una mayor reactividad y al dominio de los efectos

cudnticos.'*

Existen dos aproximaciones para la preparacion de NMs, por un lado, las que se denominan

métodos descendentes, Top-Down, y por otra los métodos ascendentes, Bottom-Up.

- Top-Down: se basa en la reduccién de tamafio. El material de partida se reduce usando
métodos mecdanicos o quimicos para llegar al material con el tamafio deseado. Este mé-
todo utiliza procedimientos tradicionales de taller o microfabricacion para cortar y dar
forma. Las estrategias mds usuales son la trituracion mecdnica, el uso de laser o la va-

porizacin.141:142

- Bottom-Up: se basa en la construccidn de la estructura deseada 4tomo por atomo, mo-
lécula por molécula o cluster por cluster. Se parte de una estructura nanométrica que
mediante autoensamblado da lugar a una estructura de mayor complejidad molecular,
funcional y con propiedades especificas. Esta técnica es la mas habitual para la sintesis
de NPs, siendo los procedimientos mas habituales la cristalizacion, descomposicién capa

a capa, extraccion y vaporizacion de disolventes, 141,142

Para comprender y apreciar adecuadamente la diversidad de los NMs se requiere alguna forma
de clasificacion. Los NMs pueden clasificarse de varias formas dependiendo de diferentes
factores tales como: composicidn, morfologia, uniformidad, aglomeracién, dimensionalidad,

etc. Por ejemplo:

(i) Segun su morfologia, generalmente se encuentran NMs en forma esférica, ovalada,

cubica, prisma, helicoidal o pilar.}*®

(i) Conforme al nimero de dimensiones dentro de la nanoescala se observan los NMs: 0-
dimensionales (0D), todas sus dimensiones en el rango nanométrico (NPs); unidimensionales

(1D), dos de sus dimensiones en el rango nanométrico (nanocilindros, nanofibras);
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bidimensionales (2D), una dimensidn en el rango nanométrico (nanolaminas) y tridimensionales

(3D), material no nanométrico.'*

(iii) De acuerdo a su composicion quimica, donde diferenciamos entre NMs orgénicos e
inorgdnicos. Las NPs de metal, de 6xido de metal, quantum dots y silice mesoporosa, son NMs
inorgdnicos. Los NMs basados principalmente en carbono e hidrégeno se definen como NMs
organicos, incluidos los polimeros compactos (nanoesferas, nanocapsulas), micelas, liposomas,
dendrimeros y nanogeles. Debido a la gran cantidad de estudios y aplicaciones, las formas
alotrépicas del carbono como el grafeno, los nanotubos de carbono y los fullerenos, se
consideran una clase separada de nanomaterial con una amplia gama de morfologias (Figura

36).145’146

Nanomateriales

Inorgénicos Organicos Carbono
NPs Metalicas Micelas Fullerenos
NPs Oxido Metalicas Liposomas Nanotubos de C
Quantum Dots Dendrimeros Grafeno

Silice Mesoporosa Nanogeles

Figura 36. Esquema clasificaciéon de nanomateriales.

En este trabajo usaremos esta ultima clasificacion centrandonos en los NMs inorgdnicos,

concretamente en las NPs metaélicas basadas en 6xido metalicos.

111.1.2.1. Nanomateriales inorgdnicos: nanoparticulas metalicas

Como se ha indicado anteriormente, los NMs a base de metal, 6xido de metal, quantum dots y

silice mesoporosa, son NMs inorganicos. Los NMs inorganicos que presentan normalmente
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tamanfios inferiores a 100 nm y se componen de uno o varios elementos metalicos se denominan
NPs metalicas. Estas NPs incluyen comUnmente dtomos de Ag, Au, Cu, Pd, Pt, Re, Ru, Zn, Co, Al,
Cd, Pb, Fe o Ni, y pueden estar constituidas por un solo tipo de atomo, como las NPs de oro o
por combinacion de varios 4tomos, como las NPs de Fe30,.1* Estas ultimas se consideran una
variacion de las NPs metalicas y se denominan NPs dxido-metdlicas, las cuales se forman por
reaccién entre el oxigeno electronegativo y el metal electropositivo. Las mas abundantes suelen
ser Al;,0s, TiO,, Fes0., Fe;05, Si0z, ZnO y Ce0,, pudiéndose modificar y dar como resultado

hetero-estructuras y éxidos mixtos.*

Las NPs metalicas muestran caracteristicas interesantes como resonancia de plasmén de
superficie (SPR), alta reactividad y/o amplia absorcion en el espectro electromagnético. Debido
a esto, las NPs son materiales muy interesantes para numerosas aplicaciones practicas en
diversos campos de conocimiento.’* En biologia y biomedicina, por ejemplo, pueden usarse
para el bioetiquetado, ya que producen patrones luminiscentes y permiten llevar a cabo técnicas
como la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET). No obstante, lo mas
llamativo y el motivo por el cual las NPs metalicas son objeto de gran estudio en la actualidad es
por su capacidad para actuar como agentes terandsticos, como ya se ha explicado
detalladamente en el Capitulo I. En este sentido las NPs metdlicas magnéticas son las que estdn

despertando mayor interés en el campo de la medicina.

111.1.2.2. Nanoparticulas magnéticas

Las NPs magnéticas estan formadas por elementos magnéticos como Fe, Mn, Co o Ni, y
dependiendo del tamafo, composicion y morfologia, pueden exhibir un comportamiento
ferromagnético, paramagnético o superparamagnético. Las NPMs tienden a agregarse en
presencia de un campo magnético externo, y en el caso de las NPs paramagnéticas vy
superparamagnéticas, son facilmente dispersadas al eliminar la fuente magnética. Las NPs

superparamagnéticas tienen una susceptibilidad magnética mas alta que las paramagnéticas. >
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148 por el contrario, en las NPMs ferromagnéticas, persiste cierta magnetizacién después de

retirar la fuente magnética.*®

Entre los distintos tipos de NPMs que existen nos hemos interesado por las NPMs de dxido de
hierro superparamagnéticas (IONPs), siendo la magnetita Fe304, la hematita a-Fe;0s5, 0 la
maghemita y-Fe,0O3 algunos de sus ejemplos mas representativos. En este Capitulo, nos
centraremos concretamente en las NPs de magnetita, constituidas quimicamente por un éxido
mixto de hierro con un 27,6 % de Oy 72,4 % de Fe. La magnetita cristaliza es un sistema cubico
centrado en las caras con estructura de espinela inversa, como se ilustra en la Figura 37. Su
relacion estequiométrica de cationes puede expresarse en la forma Fe*? (Fe*? Fe*®)0.. Su celda
unitaria estd compuesta por 56 atomos de los cuales 32 son de O y 24 de Fe, de los cuales 16
estdn en forma férrica (Fe*®) y 8 en forma ferrosa (Fe*?). Los 4tomos de O forman una celda
unitaria cubica centrada en las caras y los cationes de Fe estan alojados en los espacios
intersticiales. Las posiciones tetraédricas corresponden especificamente a cationes Fe*3y en las

posiciones octaédricas se alojan cationes Fe*? Fe* por igual .t

® Fe*
® ren

0-2

Figura 37. Estructura de espinela inversa de magnetita (Fes04) (Noval at col).
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® Sintesis de nanoparticulas magnéticas

En cuanto a su sintesis, existen aproximaciones eficientes para conseguir IONPs con una forma
y tamafno determinada, de manera estable y monodispersa (NPs no agregadas), pudiéndose

dividir en dos grandes grupos: métodos fisicos y métodos quimicos.*>**%3

- Métodos fisicos: A este tipo corresponden la electrodeposicién o la deposicion en fase

gaseosa. Producen NMs con un alto grado de pureza y son facilmente escalables. Sin embargo,
es dificil controlar ciertas variables importantes para la aplicabilidad de las NPs, como la

geometria, lo que lleva a descartar esta clase de métodos. >t

- Métodos quimicos, ofrecen un mejor control sobre la homogeneidad, tamafio, morfologia,

geometria y propiedades magnéticas. Son reproducibles y escalables, y no requieren una
purificacién compleja ni cara después de su sintesis. Existen numerosos procesos quimicos, en
este trabajo hablaremos de los dos mds importantes: co-precipitacion (método mas utilizado

industrialmente) y descomposicion térmica (método elegido en esta Tesis Doctoral).1>11%

— Co-precipitacién: es un método sencillo y eficiente. Bdsicamente consiste en la reaccion

de sales ferrosas (Fe*?) con sales férricas (Fe*®) en medio acuoso. La precipitacién se in-
duce por la adicién de una base al medio (p.ej. NH,OH) en condiciones de atmédsfera
inerte. El control del tamafo de las NPs se realiza variando la acidez, la fuerza idnica, la

temperatura, y/o la proporcion Fe*?: Fe*3151154

— Descomposicién térmica: mediante este método se consigue la sintesis de NPs mono-

dispersas y cristalinas, con un estrecho control del tamafio de particula. El proceso ocu-
rre por la descomposicion a altas temperaturas de un precursor organico de hierro (p.ej.
oleato de hierro, Fe(acac)s) en un disolvente organico (p.ej. octadeceno) que contienen

un agente surfactante (normalmente acido oleico). El control de las caracteristicas fisi-
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cas de las NPs se puede llevar a cabo variando la rampa de temperatura durante el ca-
lentamiento, la proporcion entre los reactivos, o el disolvente (Figura 38). El principal
inconveniente de esta estrategia es el escalado industrial, debido a las altas temperatu-
ras necesarias (entre 260 y 320 °C) y el requerimiento de disolventes organicos, gene-

ralmente toxicos. >4

S}
— (0]
(6] (0}
Fe™d + HOJJ\/VWM/\/\/
H5;C A
Octadeceno
Rampa de calor
IONP

Figura 38. Sintesis de NPs de 6xido de hierro utilizando el método de descomposicidn térmica.

e Funcionalizacidn de nanoparticulas magnéticas

Una de las consideraciones mas importantes para la aplicacion de las NPs magnéticas en el
campo de la medicina es el recubrimiento organico que presenten, ya que ello le permitira llevar
a cabo la funcidn para las que han sido disefiadas. En general, el recubrimiento tiene dos
funciones principales: (i) Proteger a las particulas del sistema inmune del huésped, haciendo que
escapen o pasen inadvertidas por el sistema fagocitico mononuclear; y (ii) otorgar a las NPs una
funcién especifica, ya sea la de unirse selectivamente a un tipo de células, liberar un farmaco
solo en determinadas condiciones o promover su internalizacidn traspasando la membrana

celular.’®
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Existe una gran cantidad de materiales que pueden utilizarse para el recubrimiento de las NPs y
su eleccién va a depender del objetivo final que busquemos. En la bibliografia podemos
encontrar diferentes compuestos que pueden ser usados para la funcionalizacidon de las NPs,
como, por ejemplo, pequeiias moléculas orgdnicas con capacidad de estabilizar las NPs en
medios fisioldgicos; y polimeros, compuestos organicos de alto peso molecular que presentan,
por una parte, cadenas alquilicas hidrofdbicas, y por otra, grupos funcionales con capacidad de
estabilizar las NPs en medios acuosos.’®*'*> En este Capitulo nos vamos a centrar en el

recubrimiento de tipo polimérico.

El recubrimiento con polimeros puede realizarse junto con la sintesis de las NPs o después de
esta. Existe una gran variedad de polimeros utilizados, tales como el dextrano, el polietilenglicol
(PEG), la polietilenimina (PEI), el polietiimetacrilato (PEMA), el acido poliacrilico (PAA), el poli
(anhidrido maleico -alt-1- octadeceno (PMAO), o la polivinilpirrolidona (PVP).1>%1%>
Generalmente, todos ellos son materiales biocompatibles, ademas, presentan diferentes grupos
funcionales terminales que posibilitan su unién con otros compuestos como: agentes
terapéuticos, material genético, agentes bioactivos o ligandos frente a dianas especificas.***>
Ademas, la diferencia de cada polimero proporcionard una caracteristica determinada a las NPs

permitiendo controlar y modular el caracter hidrofilico y la carga superficial de estas, por lo que

serd recomendable el uso de uno u otro segun el objetivo final que se busca.

El PEG proporciona a las NPs una carga superficial externa neutra en condiciones fisioldgicas que
disminuye la interaccidn con las proteinas y moléculas del plasma sanguineo, lo que sera de vital
importancia para evitar el reconocimiento por el sistema inmune del huésped, y la consecuente

eliminacién del torrente sanguineo antes de que realicen su misidn.'*®

Para llevar a cabo la funcionalizacion de las NPs mediante el intercambio de ligando, se necesita
la preparacién previa de un ligando que reaccione, por un lado, fuertemente con la superficie

de las NPs de éxido de hierro, desplazando al agente surfactante que las protege, y, por otro
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lado, que tenga grupos funcionales expuestos hacia el exterior que permitan su bioconjugacion

con determinadas biomoléculas.®>’

En base a estos antecedentes, en esta parte de la Tesis nos proponemos sintetizar IONPs para
su posterior funcionalizacién con ligandos que permitan su solubilizacion en medio acuoso, las
hagan biocompatibles y permitan su posterior bioconjugacion con un antagonista NK1 como
agente de vectorizacién. En la Figura 39 se representa esquemdaticamente la estructura general

del diseio de nuestros ligandos.

Elemento de  Espaciador Hidréfilo Grupo Agente d}?
Anclaje Funﬂonal vectotizacién
Catecoles  Cadena polioxigenada: Ns Antagonista NK4
Ac. Fosfénico TEG OH
PEG1s00

Figura 39. Esquema representativo de la estructura general de nuestro ligando

111.1.3. Objetivos

1. Sintesis y optimizacion de ligandos heterobifuncionales que permitan solubilizar na-
noparticulas magnéticas de oxido de hierro (IONPs) en medio acuoso y su posterior

bioconjugacion.

1.1. Para su optimizacion se modificaran tres elementos fundamentales de su

estructura:

(i) la naturaleza de los grupos funcionales que actian como elementos de anclajes a las

IONPs: derivados de catecoles y acido fosfonico.

(ii) longitud del espaciador derivado de polietilenglicol (PEG de peso 200 Da y 1500 Da).
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(iii) naturaleza del grupo funcional terminal del espaciador (azida y alcohol) para la

posterior bioconjugacion.
1.2. Estudio de la estabilidad de las IONPs funcionalizadas con los ligandos.

Teniendo en cuenta que el tamafo de las NPs depende de diversos factores, tales como la
concentracién de sales o la presencia de proteinas, nos proponemos estudiar la estabilidad
coloidal de las NPs funcionalizadas en H,0, solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y suero

fetal bovino (FBS).

1.3. Llevaremos a cabo estudios de citotoxicidad celular de los ligandos, asi como de las
NPs funcionalizadas con dichos ligandos (estudios de morfologia y viabilidad celular) mediante
ensayos MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) y DAPI (4 ',6-diamidino-
2-fenilindo).

2. Vectorizacion del ligando seleccionado mediante su bioconjugaciéon con un antago-

nista NK1, que le aporte al mismo tiempo actividad como agente anticanceroso.
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I11.2. Resultados y discusion

111.2.1. Sintesis de ligandos derivados de catecol y funcionalizaciéon de IONPs

Las IONPs sintetizadas mediante la técnica de descomposicidon térmica produce NPs insolubles
en medios acuosos debido a la presencia de agentes estabilizadores hidréfobos (también
llamados surfactantes) como el acido oleico recubriendo la su superficie. Por lo tanto, para llevar
a cabo aplicaciones en el campo de la medicina es imprescindible realizar modificaciones en la
superficie para transformar estas IONPs en materiales estables en agua, y que ademas permitan
introducir otras funcionalidades como farmacos y/o vectores que amplien las aplicaciones de
estos materiales. Entre las distintas aproximaciones descritas para llevar a cabo esta tarea
destacan principalmente dos por su simplicidad y efectividad, una basada en el intercambio de
ligandos y otra basada en el recubrimiento polimérico o encapsulamiento en el interior de
micelas o liposomas. En esta Tesis Doctoral, nos hemos centrado en la primera de estas

aproximaciones.

El intercambio de ligandos conlleva la sintesis de entidades moleculares que sean capaces de
interaccionar fuertemente con la superficie de las IONPs desplazando al surfactante,
permitiendo la incorporacién de diferentes biomoléculas de interés, y la dispersidon de las NPs
en medios acuosos. Para ello, en el disefio de la estructura de nuestros ligandos (Figura 39,
Capitulo Ill. Introduccién), propusimos en primer lugar un catecol como grupo de anclaje, en
ellos, los oxigenos fendlicos interaccionan fuertemente con los dtomos de Fe de la superficie de
las IONPs, como es el caso de los derivados del dcido gdlico descritos previamente por nuestro
grupo de investigacion.’®® Ademas, estos ligandos deben presentar un espaciador que aumente
la hidrofilia de las IONPs permitiendo su dispersion en agua. En este sentido la molécula de
polietilenglicol (PEG) es una cadena polioxigenada versatil e ideal para el intercambio de
ligandos. Esta molécula aumenta la hidrofilia del ligando, se puede modular facilmente para

incorporar tanto los grupos de anclajes como otras biomoléculas de interés y ayuda a reducir la
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adsorcién de proteinas en el plasma sanguineo, evitando la rdpida actuaciéon del sistema

fagocitico mononuclear mejorando la circulacidn en sangre del nanomaterial administrado.

(@]
HO
I)A\* N
n
HO

Derivado de acido cafeico

(0]
H
0) Xé\/0>n\/\Y

HO Derivado de acido dihidrocafeico
0 X=NH, O
HO </\/O>\/\
X A Y Y= N;, OH
HO Derivado de acido galico n=3.33
OH '

Esquema 5: Estructura de los ligandos disefiados.

Para la estabilizacién de IONPs en medios acuosos mediante el intercambio de ligandos, se
abordé la sintesis de ligandos derivados de catecol con PEG (200 y 1500 Da) como se indica a

continuacion.

e Sintesis de ligandos derivados de catecol

Para la sintesis de nuestros ligandos, se utilizaron tres tipos de catecoles derivados de acido
cafeico, acido dihidrocafeico y acido galico. Todos ellos presentan dos OH de tipo fendlico que
seran los responsables de la unién con la IONP. Sin embargo, cabe esperar que las importantes
diferencias de tipo electrénico entre estos compuestos como resultado de los distintos patrones
de conjugacién que presentan afecten tanto a la interaccidn de los ligandos con la superficie de

las IONPs, como al rendimiento en la sintesis de los correspondientes derivados.
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La sintesis de estos ligandos se realizé mediante el acoplamiento del grupo carboxilo del catecol
correspondiente con uno de los extremos del espaciador PEG heterobifuncional, en forma de
éster o amida, quedando disponible el otro extremo para la posterior incorporacion de alguna

biomolécula (Esquema 5).

En primer lugar, se eligié como espaciador el tetraetilenglicol (TEG, PEG de 200 Da), que gracias
a su bajo peso molecular permite la purificacidon de sus derivados por cromatografia en columna.
Como grupos funcionales de los extremos se seleccionaron los grupos amino, para la unién con
el catecol, y azida, para la posterior incorporacion de biomoléculas mediante reaccidn de tipo

click o posterior transformacién en otro grupo funcional.

En primer lugar, se procedié (Mattoussi and col.)*® a la mesilacién del TEG, afiadiendo MsCl
(250 mol%) y EtsN a 0 °C, a una disolucidn en THF, obteniéndose el dimesilato MsO-TEG-OMs
(16) con rendimiento cuantitativo. La sustitucion nucleofilica sobre el compuesto 1, sin
purificacidn previa, utilizando NaNs3 (150 mol%) en etanol a reflujo, rinde la diazida N3-TEG-Ns
(17) con un rendimiento del 92 %. Seguidamente, se realiza la monoreduccién de uno de los dos
grupos azida mediante la adicién de una disolucién de PPh; en AcOEt a 0 °C, a una disolucién de
la diazida 2 en AcOEt/HCI (1 M), obteniéndose el monoamino derivado HoN-TEG-N3 (18) con un

rendimiento elevado (77 %) (Esquema 6).

0 0 MsCl, EtzN
HO/\/ \/\O/\/ \/\OH T’ MSO/\/O\/\O/\/O\/\OMS
Rdto: cuant. 16
NaN PPh
s N /\/O\/\O/\/O\/\N 3
EtOH, reflujo 8 3 AcOEt/ HCI (1 M) 1:2
Rdto: 92 % 17 Rdto: 77 %

NSO N Oy
18

Esquema 6. Sintesis del espaciador derivado de tetraetilenglicol H,N-TEG-N;18.
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La union entre el espaciador H,N-TEG-N3y el catecol se llevd a cabo mediante la formacion de la

159 ytilizando una carbodiimida para la activacién del 4cido carboxilico,

amida correspondiente,
en presencia de HOBt que mejora la capacidad del acido como grupo saliente y di-
isopropiletilamina (DIPEA) como base. Aunque inicialmente la reaccion se llevé a cabo en
presencia de N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) como agente de acoplamiento, los problemas
de eliminacién de los restos de DCC y de la urea formada dificultan la purificacién del producto
obtenido. La utilizacién de otra carbodiimida, la N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC), presentd los
mismos problemas. Afortunadamente, la utilizacion de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)

carbodiimida (EDC) como agente de acoplamiento permitid la purificacidon del producto deseado

gracias a la solubilidad de la EDCy su correspondiente urea en medio acido acuoso (Esquema 7).

(0]

HO O
N N</\/ )3\/\N3
Acido Cafeico H
HO 19 (CA-TEG-N,)

27 %

p (0]
Acido HO
W(é EDC, HOBt, DIPEA Dihidrocafeico N \/\N3
NH; "N, H 3
HO

18 DMF 49% 20 (DHCA-TEG-Nj,)

0]
Acido Galico HO 0
N é\/ )3\/\N3
H

HO 21 (GA-TEG-N;)
OH

Esquema 7. Sintesis de los ligandos derivado de catecol-TEG-N3 19, 20 y 21.

Tras la purificacion cromatografica, se obtuvieron las amidas con rendimientos del 27 % en el
caso del derivado del acido cafeico 19 y del 49 % para el derivado del acido dihidrocafeico 20.
La amida derivada del acido galico 21, no pudo ser purificada mediante columna cromatografica

debido a su alta polaridad (Esquema 7). El menor rendimiento obtenido en el caso del acido

120



Capitulo Ill. Funcionalizacién de nanoparticulas magnéticas: disefio y sintesis de ligandos

cafeico frente al dihidrocafeico puede justificarse en base a su menor reactividad por la

conjugacion del cido carboxilico con el doble enlace y el anillo aromatico.

En el caso del derivado de acido galico 21, se buscaron otras rutas alternativas para solucionar
los problemas de purificacién. La primera alternativa se basd en utilizar como compuesto de
partida el cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzoilo, es decir, el cloruro derivado de acido galico con los
hidroxilos protegidos. Asi, la reaccion de acoplamiento entre el cloruro de acido comercial y la
amina 19 en presencia de K,CO3 como base a 0 °C rindid la amida deseada 22 con rendimiento

moderado (52 %) (Esquema 8).

O
MeO KOZCO3
cl + HZN/\/<)\%\ MeO N/\/ N3
TACOEY Hp0 H 3
22

MeO Rdto: 52 % MeO
OMe OMe

Esquema 8. Sintesis del derivado 22.

Los intentos de desproteccion de los metil éteres para obtener el derivado fendlico
trihidroxilado 21, mediante tratamiento de 22 con BBrs en DCM a 0 °C, fueron infructuosos,
obteniéndose una mezcla compleja de varios productos, de los cuales ninguno resulto ser el

compuesto deseado 21 (Esquema 9).

CH,Cl,

(0]
b mc b
H 3
HO 21
OH

OMe

Esquema 9. Desproteccion de los OH del derivado 22 para obtener el ligando 21.
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En este sentido cabe destacar que el tratamiento de la amida 25 con condiciones idénticas a las
aplicadas a 23, rinde el producto trihidroxilado 26 con buen rendimiento (Esquema 10), por lo
que el resultado obtenido con el derivado 23 puede atribuirse a la presencia de la cadena
polioxigenada. Cabe esperar que, en estas condiciones de reaccidn, la ruptura de los éteres de

la cadena polioxigenada compitan con la desproteccién de los metil éteres aromaticos.

(6]
MeO KO,CO4
© Cl + HN T ON— —— = /\/\N—
| TACOEUH,0
23
MeO Rdto: cuant.

OMe
O
M BBr.
eO N/\/\N_ _ BB /\/\N_
Ho o, CHZCIZ
e0 Rdto: cuant.
OMe

Esquema 10. Sintesis del derivado de 4cido gdlico con espaciador de cadena carbonada 25.

Como alternativa para la sintesis del ligando derivado del acido gélico 21, consideramos la
proteccion de los hidroxilos fendélicos como éteres bencilicos. Para ello, se hizo reaccionar el
3,4,5-trihidroxibenzoato de metilo comercial, con BrBn, en presencia de K,COs, obteniendo el
compuesto tribencilado 26 con rendimiento cuantitativo, que se transformdé en el
correspondiente acido carboxilico 27 utilizando NaH disuelto en MeOH/H,0/dioxano 1:1:1

(Esquema 11).
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o 0]
BnO BnO
OCH3 BnBr, K2003 OCH3 NaH OH
MF BnO 26 MeOH/H,O/Dioxano  BnO 27
Rdto cuant. OBn Rdto: cuant. OBn

o\%\
H2A1/9< y Nso BnO N/\/éj\/}Ns H,, PAIC X

HOBt, EDC, DIPEA B0 CH,Cl,
DMF
Rdto: 53 % OBn
0

HO
N/\/é\/>\N3
H 3

HO

OH

Esquema 11. Sintesis del ligando GA-TEG-N; 21.

La incorporacidn del espaciador 18, en condiciones similares a las descritas anteriormente,
rindid la amida deseada 28 con un rendimiento del 53 %. Desafortunadamente, la desproteccion
de los hidroxilos fendlicos de 28 mediante hidrogenolisis en DCM utilizando Pd/C, no condujo al
ligando deseado 21, y en su lugar se obtuvieron mezclas de productos semidesprotegidos

(Esquema 11).

Llegados a este punto, decidimos utilizar el ligando derivado del acido galico 21, obtenido
originalmente (Esquema 7) sin purificacion previa, en el proceso de intercambio de ligando sobre

las IONPs como veremos a continuacion.

¢ Funcionalizacion de IONPs con ligandos derivados de Catecol-TEG-N3

Una vez preparados los ligandos 19, 20 y 21, se llevaron a cabo las funcionalizaciones de las

IONPs mediante el procedimiento de intercambio de ligando desarrollado por Pellegrino y col.'®®
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Las IONPs seleccionadas para este estudio presentaban una morfologia esférica con un didmetro
de 12 nm. Cuando se agitd la mezcla que contiene las IONPs, el correspondiente ligando y EtsN
como base, no se produjo con ninguno de los ligandos, 19, 20 y 21, la solubilizacién de las IONPs

en agua (Esquema 12).

(0]
HO Né\/o N
H 3 °
IO® 1. Tolueno/ EtzN/ HO 20
)\/\/\/\/: H,0/ Acetona x_»
© i CeH7 2. Sonicar
Acido Oleico t.a. - 50°C 0
3. Extraccion HO N</\/C>\/\ N3
H 3
HO
OH 21 x
-

Esquema 12. Funcionalizacion de IONPs con el ligando TEG unido a los catecoles acido cafeico

(19), dihidrocafeico (20) y galico (21).

Este resultado se puede justificar teniendo en cuenta la relativamente baja hidrofilia del ligando
catecol-TEG-N3 que resulta no ser suficiente para estabilizar el sistema completo de IONPs en
agua. Por lo tanto, redisefiamos el ligando aumentando la longitud del espaciador PEG de 200

Da hasta 1500 Da (llamado desde ahora PEGisgo).

e Sintesis de los ligandos catecol-PEG1500-N3

Siguiendo una ruta similar a la anteriormente descrita para la preparacion del TEG

heterobifuncional 18 (Esquema 6), se procedié en primer lugar a la sintesis de la diazida Ns-
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PEG1s00-N3 (30) con un rendimiento elevado (90 %, Esquema 13). Sin embargo, la posterior
reduccion rindidé en este caso una mezcla de la mono y diamina, junto con producto de partida,
debido a la alta solubilidad del producto H,N-PEGi1s00-N3 (31) tanto en el medio organico como

en el medio acido acuoso (Esquema 13).

MsCl, Et;N
Ho/\/<0\/\>)/\/OH hE MSO/\/<O\/\L/\/OMS
33
33

29
Rdto: cuant.
NaN3 PPh3
EtOH, reflujo N3 \/\33/\/ ACOEY/ HCI (1 M) 1:2
Rdto: 90 % 30
(o} N o N
HzN/\/< \/90/\/ 3 HZN/\/<O\/\>O/\/NH2 Ns/\/< \/90/\/ 3
33 33 33
31

mezcla de productos

Esquema 13. Sintesis del espaciador heterobifuncional H,N-PEG1s00-N3 (31).

Por lo tanto, abordamos una ruta alternativa (Esquema 14), que implica la monomesilacién de
uno de los OH del PEG1s00 comercial, mediante tratamiento con MsCl en presencia de EtsN como
base, obteniéndose HO-PEGis00-OMs (32) con un rendimiento elevado del 70 %.%%! La
incorporacidon posterior de la azida, mediante sustitucidn nucleofilica del grupo mesilato,
condujo al espaciador heterobifuncional deseado HO-PEGiseo-N3 (33) con un 65 % de

rendimiento (Esquema 14).
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MsClI, EtzN
HO O _~h-~_~OCH HO o _~J~_OMs —
33 THF 33

Rdto: 70% 32
NaN
—3> HO O\/\%/\/N;,»
EtOH, Reflujo 33 33
Rdto: 65 %

Esquema 14. Sintesis del espaciador heterobifuncional HO-PEG1s00-N3 (33).

Una vez obtenido el espaciador 33 derivado de PEGisoo, procedimos a la sintesis de los ligandos
34, 35 y 35 mediante su esterificacién con los catecoles correspondientes (Esquema 15). Al igual
que en el caso del ligando 22, estos nuevos ligandos derivados de PEG1s00 tampoco pudieron ser
purificados por cromatografia debido a su alta polaridad, y fueron usados directamente para la

funcionalizacion de IONPs como comentaremos mas adelante, en el apartado IIl.1.4. (Esquema

16)_162-164
Q\/é\/\N
- . 33 3
Acido Cafeico
= 34 (CA-PEG50o-N;)

Acido
Hoé\/0>\/\N EDC, HOBt, DIPEA |  Dihidrocafeico j@/\)\og\/(a\/\m
33 8

33 DMF 35 (DHCA-PEG ;50-N3)
O
Acido Galico HO %/o)\/\
_ O i N3
HO 36 (GA-PEG,500-N;)
OH

Esquema 15. Sintesis de ligandos PEG1s00-N3 derivados de catecol 34, 35 y 36. (No se indican los

rendimientos ya que estos productos no pudieron ser purificados).
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e Funcionalizacidn de IONPs con ligandos catecol-PEG1500-N3

La funcionalizacion de la superficie de las IONPs con los ligandos PEG1sqo derivados de catecol
34, 35 y 36 se abordd siguiendo el procedimiento de intercambio de ligandos descrito

anteriormente.

En este caso, la funcionalizacion se realizd con éxito y las IONPs se transfirieron rdpidamente a
la fase acuosa, confirmando asi que el problema observado anteriormente con los ligandos
derivados de TEG era debido a su baja hidrofilia. Este problema desaparece al verse
incrementada la hidrofilia considerablemente en los nuevos ligandos con el aumento de la

longitud de la cadena polioxigenada de PEG (Esquema 16).

O O
.0 A O/\/>O\/\N3 .0 O/\/>O\/\N3
- 37 33 - 38 3
(0] (0]
O
.0 O/\/>3\/\ N;
N 39 33
e
OH

Esquema 16. IONPs funcionalizadas con los ligandos PEGiseo-N3 derivados de catecol: acido

cafeico (37), acido dihidrocafeico (38) y acido galico (39).

Para determina el rendimiento de la funcionalizacidn de las IONPs se cuantificé la cantidad de
Fe transferida al agua ya que la Unica procedencia posible de Fe es de la estructura cristalina de
la NP. Para ello, se determinaron, mediante ICP-MS, las cantidades de Fe de las IONPs antes y

después del intercambio de ligando.
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Los porcentajes de funcionalizacién determinados fueron del 11 %, 3 % y 18 %, para las
nanoparticulas funcionalizadas con los ligandos derivados del acido cafeico 34, dihidrocafeico
35y gdlico 36, respectivamente. A pesar del bajo rendimiento observado por RMN, en la sintesis
del ligando GA-PEG1s00-N3 36, este produjo junto con el ligando 34 derivado del cafeico, la mayor
transferencia de IONPs a la fase acuosa. Con respecto al ligando 35 derivado del dihidrocafeico,
se obtuvo un porcentaje de intercambio de ligando 6 veces inferior. Este resultado puede
justificarse en base a la mayor acidez de los hidroxilos del anillo aromatico del derivado del galico
frente a los del dihidrocafeico, como se ha comentado anteriormente, favoreciendo la unién con

la superficie de las NPs.

En general, la baja transferencia de IONPs a la fase acuosa podria deberse a varios factores
como, por ejemplo, una agitacion demasiado suave y un alto valor de pH del medio en el
intercambio de ligando. En la bibliografia se encuentra descrito que el proceso de intercambio
de ligando en las IONPs depende tanto de la carga del surfactante, en nuestro caso acido oleico,
como de la carga del grupo de anclaje del ligando a intercambiar, siendo éptimo cuando la
superficie de las IONPs estd cargada positivamente y los grupos de anclajes de los ligandos
tienen carga negativa.'®® Las IONPs sintetizadas presentan cargas superficiales positivas a un pH<
6,8. Sin embargo, los derivados del cafeico (34), dihidrocafeico (35) y gélico (36), presentan
valores altos de pK, (pKa >9), lo que hace que no sea posible obtener un valor de pH adecuado

que sea compatible con ambas cargas.

Como alternativa para poder optimizar el rendimiento de la funcionalizacién de las IONPs se
llevd a cabo una variacion del procedimiento utilizado anteriormente. La mezcla de las IONPs en
tolueno junto con el correspondiente ligando se sonicaron durante 1 h y seguidamente se
incubaron a 50 °C durante 4 h.*® Este tratamiento mds energético permitiria facilitar el
reemplazo de las moléculas de acido oleico por los ligandos derivados de catecol e interactuar

de manera mas eficaz con la superficie de las IONPs.
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| EER [l so°c
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IONPS@CA-PEG ,500-Ny IONPS@DHCA-PEG1509-N; IONPS@GA-PEG500-N,
37 38 39

Figura 40. Grafica comparativa de los rendimientos en la funcionalizacion de las IONPs con los

ligandos PEGis00-N3 derivados de catecol, 34y 35y 35at.a.ya50 °C.

De esta forma se consigue una mayor transferencia de IONPs a la fase acuosa, como se muestra
en la Figura 40. Los ligandos GA-PEGisoo-N3 (36) y CA-PEGiseo-N3 (34) presentaron los
rendimientos mds altos con valores de 51 % y 41 % respectivamente, como cabia esperar
considerando sus similares caracteristicas estéreo-electrdnicas, en comparacién con el ligando
DHCA-PEG1s00-N3 (35) que obtuvo un rendimiento del 38 %. Las imagenes TEM mostraron que
las IONPs funcionalizadas con el ligando 36 derivado del acido galico estaban bien dispersas, sin
presencia de agregados. Por el contrario, las imagenes TEM de las IONPs funcionalizadas con los
ligandos 34 y 35, derivados del acido cafeico y dihidrocafeico respectivamente, mostraron la

presencia de agregados (Figura 41).
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Figura 41. Imagenes TEM correspondientes a las IONPs funcionalizadas con el ligando PEG1seo-
N3 34, derivado del 4cido cafeico (A), 35, del 4cido dihidrocafeico (B)y 36, del 4cido galico (C).
La barra de escala corresponde a 200 nm para las imagenes TEM de bajo aumento y a 10 nm

para las inserciones (zona aumentada).

e Sintesis de los ligandos catecol-PEG1500-OH

Los ligandos PEGiseo-OH derivados de catecol con un grupo hidroxilo terminal fueron
sintetizados para determinar el efecto en comparacidn con el grupo azida en el intercambio de

ligando sobre las IONPs.

La preparacién de estos ligandos se llevd a cabo en una etapa, mediante esterificacién, del
espaciador HO-PEG1s00-OH comercial con cada uno de los catecoles. Para ello, se disolvié el
catecol correspondiente en DMF junto con los reactivos HOBt, EDC y DIPEA. De esta forma, se
obtuvieron los ligandos PEG1500-OH 40, 41 y 42 derivados del acido cafeico, dihidrocafeico y acido
galico, respectivamente, como una mezcla junto con el PEGisoo de partida y la proporcién de los
diésteres correspondientes que pudiesen haberse formado. Al igual que los ligandos derivados
de PEGiseo-N3, estos ligandos fueron usados en el proceso de funcionalizacion de IONPs sin

purificacién previa. (Esquema 17).
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(0]
HO
, N OQV %/\OH
Acido Cafeico
— 10 40 (CA-PEG55,-OH)
P O
Acido HO
o) EDC, HOBt, DIPEA | Dihidrocafeico o ~"0OH
HO 3 OH 33
DMF HO 41(DHCA-PEG ;50-OH)
(@]
Acido Galico HO o
- = O@\/ I OH
HO

42 (GA-PEG 5)-OH)
OH

Esquema 17. Sintesis del ligandos PEG1s00-OH derivados de catecol 40, 41y 42. (Los rendimientos

no se indican ya que estos productos no pudieron ser purificados).

e Funcionalizacion de IONPs con ligandos catecol-PEG1500-OH

El intercambio de ligandos de la superficie de las IONPs con los ligandos PEG1s00-OH derivados
de catecol se llevé a cabo siguiendo los dos procedimientos descritos previamente: (i) a

temperatura ambiente y (ii) en condiciones “mas energéticas” (Esquema 18).

0 o)
0 = O/\/>O\/\OH -0 O/\/>O\/\OH
. 43 33 . a4 33
"0 "0
o
- -0 O/\/f\/\OH
~ 45 33
"0
OH

Esquema 18. IONPs funcionalizadas con los ligandos PEG1s00-OH derivados del 4cido cafeico (43),

acido dihidrocafeico (44) y acido galico (45).
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En primer lugar, cuando se funcionalizaron las IONPs empleando el método mas suave, se
comprobd que los tres ligandos 40, 41 y 42 remplazaban a las moléculas de acido oleico de la
superficie de las IONPs transfiriéndolas con éxito al medio acuoso, con rendimientos de 13,6 %
vy 6,5 %y 23,0 %, respectivamente. Cabe resaltar, que estos rendimientos son mas altos que los

obtenidos siguiendo el mismo procedimiento para los azido derivados andlogos 34, 35 y 36.

Al igual que ocurrié con estos ultimos ligandos, también se mejoraron los resultados de
funcionalizacién de las IONPs cuando se aplicé el proceso de intercambio de ligandos mas
energético. Los rendimientos obtenidos para cada uno de los ligandos fueron los siguientes: CA-

PEGu1s00-OH (40) 28 %, DHCA-PEG1500-OH (41) 29 % y GA-PEG1s00-OH (42) 61 % (Figura 42).

M so°c B ta

60 -

50 A

30 A
20 A
10 A
Nl S =
37 38 39 43 44 45

37. IONPs@CA-PEG 505-N; 43. IONPs@ CA-PEG 1550-OH
38. IONPs@DHCA-PEG50N;  44. IONPS@DHCA-PEG,550-OH
39. IONPs@GA-PEG, 50,-Ny 45. IONPs@GA-PEG, 55-OH

Rendimiento %

Figura 42. Gréfica comparativa de los rendimientos en el proceso de intercambio de ligando a
t.a.ya 50 °C para la obtencién de las IONPs funcionalizadas 34, 35y 36 con los ligandos PEG1sqo-
N3y 40, 41 y 42 con los ligandos PEG1500-OH derivados de catecol.
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Cabe destacar que, mientras que los rendimientos de funcionalizacidon de las IONPs mediante el
procedimiento suave con los ligandos de PEG1s00-OH fueron superiores a los de los ligandos de
PEG1s00-N3, no ocurrid asi al utilizar condiciones mas energéticas, donde se observé bastante
diferencia entre los ligandos derivados del acido gdlico PEG1s00-N3 36 frente a su andlogo PEGsoo-
OH 42 con unos rendimientos de 51 % para el primero y 33 % para el segundo. Algo parecido se
observa con los ligandos derivados del acido cafeico PEG1s00-N3 34 y PEG1500-OH 40 con unos
rendimientos de 41 % y 28 % respectivamente (este resultado se justificard en el siguiente
apartado). No obstante, existe una salvedad en el caso de los compuestos PEG1s00-N3 35 y
PEG1s00-OH 41, derivados del acido dihidrocafeico, siendo este ultimo el que presenta un

rendimiento superior, 29 % frente a 11 % del derivado Ns.

Las imagenes TEM de las IONPs 43, 44 y 45, funcionalizadas con los tres ligandos PEG1s0-OH
derivados de catecol 40, 41 y 42 mostraron la presencia de NPs monodispersas y la ausencia de
agregados, al igual que la funcionalizaciéon de IONPs 26 con el ligando PEGisoo-N3 derivado del

acido galico (23) (Figura 43).

Figura 43. Imagenes TEM correspondientes a las IONPs funcionalizadas con el ligando PEG1seo-
OH derivado del acido cafeico 43 (A), acido dihidrocafeico 44 (B) y acido galico 45 (C). La barra
de escala corresponde a 200 nm para las imagenes TEM de bajo aumento y a 10 nm para las

inserciones (zona aumentada).
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La situacion observada en el TEM nos permite justificar los inesperados altos rendimientos con
gue transcurren las funcionalizaciones de las IONPs con los ligandos PEGis00-N3 derivados de
cafeico (34) y dihidrocafeico (34) con respecto a los ligandos similares de PEG500-OH (40 y 41).
La formacidon de agregados durante el intercambio en los derivados de N; incrementa la
transferencia de IONPs al agua respecto a los derivados de OH, aumentando asi el rendimiento

de funcionalizacion calculado.

En definitiva, estos resultados confirman la importancia de la naturaleza del grupo terminal del

ligando, alcohol o azida, en la funcionalizacidn de las IONPs (Figura 43).

111.2.1.1. Estudios de estabilidad coloidal de las IONPs

La caracterizacion mediante el TEM de las IONPs funcionalizadas con los diferentes ligandos de
PEG1s00 NOs proporciona informacién sobre su tamano sin considerar el componente organico
que las rodea, el medio donde se encuentran dispersadas. Por consiguiente, para realizar un
analisis mas exhaustivo sobre la estabilidad coloidal de las IONPs funcionalizadas, determinamos
en diversos medios la variacidn del tamafio hidrodinamico de las IONPs a lo largo del tiempo. El
tamanfo hidrodindmico de las NPs depende de las interacciones del componente orgdnico que
se ancla sobre las NPs con el medio, con las sales, proteinas y otras moléculas presentes en dicho
medio.'®51%8 por |o tanto, analizamos el comportamiento de estas IONPs funcionalizadas en un
medio que simula las condiciones fisioldgicas de pH y concentracion de NaCl, y en un medio que

presente ademas los principales componentes del plasma sanguineo, como son las proteinas.

En concreto, la estabilidad coloidal de las diferentes IONPs funcionalizadas se estudiaron en tres
medios: H,0, solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y suero fetal bovino (FBS) (Figuras 44-

46).

En primer lugar, se estudid la estabilidad coloidal de las IONPs funcionalizadas en H,0 a lo largo

del tiempo. Las IONPs funcionalizadas con los ligandos derivados de PEG1s0-OH (43, 44 y 45)
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mostraron tamanos hidrodindmicos muy estables durante todo el tiempo de andlisis, 168 h, con
valores en el rango de 21-26 nm de didmetro (Figura 44). Esto claramente confirma la gran
estabilidad de estas IONPs funcionalizadas en H,O, tal y como se ha demostrado previamente
en nuestro grupo de investigacion.’® Por otro lado, la funcionalizacién de IONPs con los ligandos
derivados de PEGiseo-N3 (37, 38 y 39), mostraron igualmente una gran estabilidad frente al
tiempo, con valores de tamafo hidrodindmico en el rango de 25-48 nm para los diferentes
derivados de catecoles (Figura 44). Se puede observar que las IONPs funcionalizadas con el
ligando PEG1s0o-N3 derivado de acido galico (37) presentan un tamafio similar, aproximadamente
de 25 nm, a las IONPs funcionalizadas con su andlogo el derivado de PEGis00-OH (45). Por el
contrario, las IONPs funcionalizadas con ligandos PEG1s00-N3 derivados de acido cafeico (37) y
dihidrocafeico (38), presentaron valores de tamafio hidrodinamico ligeramente superiores a las
IONPs funcionalizadas con los anélogos hidroxilados (43 y 44), 42 y 48 nm respectivamente,
debido a la formacién de pequeifios agregados durante el proceso de intercambio de ligandos

como se pudo observar en el TEM.
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Figura 44. Representacion del Tamafio hidrodindmico vs Tiempo de las IONPs funcionalizadas

con los ligandos derivados de catecol-PEGis00-OH, 43-45 (A) y catecol-PEG1s00-N3, 37-39 (B) en
H>0. CA-PEGis00 (azul), DHCA-PEGs00 (rojo) y GA-PEGisoo (verde).
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Debido a que el objetivo final de nuestras IONPs es la preparacién de nanomedicinas con
administraciéon intravenosa, realizamos los estudios de estabilidad en PBS y FBS, obteniendo NPs
estables durante todo el tiempo de estudio en ambos medios. En PBS, los tamafios de las IONPs
funcionalizadas con derivados de PEG1s00-OH (43, 44 y 45) se mantuvieron estables con valores
de tamafio hidrodindmico en el rango de 17-28 nm y algo superiores, alrededor de 39 nm, para
el ligando PEGiseo-N3 derivado de acido galico (39). Los otros dos ligandos, que forman
agregados, presentaron valores entre los 46-70 nm y 83-95 nm para acido cafeico (37) y

dihidrocafeico (38), respectivamente (Figura 45).
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Figura 45. Representacién del Tamafio hidrodindmico vs Tiempo de las IONPs funcionalizadas
con los ligandos derivados de catecol-PEG1s00-OH, 43-45 (A) y catecol-PEG1s00-N3, 37-39 (B) en
PBS. CA-PEGlsoo (azuI), DHCA-PEG1500 (rojo) \ GA-PEGlsoo (verde).

En el medio FBS, se observa un ligero incremento de los tamafos hidrodindmicos en las IONPs
funcionalizadas con PEGis00-OH (43, 44 y 45) con respecto a los otros medios, con valores que
oscilan entre 24 y 39 nm (Figura 46). Esto podria ser debido a la adsorcién de las proteinas del
medio formando la denominada “protein corona”. Las IONPs funcionalizadas con PEGis00-N3
derivado del 4cido galico (39) presenta también un ligero aumento en su tamafio hidrodinamico

(34 a 48 nm). No obstante, en el caso de las IONPs funcionalizadas con PEG1s00-N3 derivados del
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acido cafeico (37) y dihidrocafeico (38), no solo no se observa un incremento de tamao
hidrodinamico con respecto a los medios anteriores, sino que este es menor, de entre 26 a 30
nm para el primero y entre 49 a 62 nm para el segundo. Esto podria deberse a la imposibilidad

del grupo azida para formar enlaces por puente de H con los componentes del medio.
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Figura 46. Representacién del Tamafio hidrodindmico vs Tiempo de las IONPs funcionalizadas
con los ligandos derivados de catecol-PEG1s00-OH, 43-45 (A) y catecol-PEGis00-N3, 37-39 (B) en
FBS. CA-PEGlsoo (azul), DHCA-PEG1500 (rojo) Yy GA-PEG1500 (verde).

En resumen, las IONPs no presentaron diferencias notables en sus tamafios hidrodinamicos a lo
largo del tiempo en los diferentes medios (Tabla 5), excepto aquellas funcionalizadas con CA-
PEGi1s00-N3 (37) y DHCAP-PEGis00-N3 (38) que formaron agregados durante el proceso de

funcionalizacidon, como mostraron las imagenes TEM.
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Tabla 5. Comparacion del tamafio hidrodindmico de las IONPs funcionalizadas con ligandos

PEG1500-N3, 37-39 y PEG1500-OH, 43-45 derivados de catecol en diferentes medios tras 1 semana.

IONPs@ligandos (IONP) Tamaiio hidrodinamico (nm)
H20 PBS FBS
CA-PEG1500-N3 37 47,7 +2,7 70,0 + 15 29,9+0,3
DHCA-PEG1500-N3 38 42,1+7,0 83,6t11,4 61,7+2,7
GA-PEG1500-N3 39 24,4 +10 38,0+1,2 47,9+9,9
CA-PEG1500-OH 43 20,5+2,4 250+1,6 38,5+5,7
DHCA-PEG1500-OH 44 25,3+2,6 27,8+2,6 31,2+0,3
GA-PEG1500-OH 45 21,5+0,9 16,6 £2,9 24,0+0,3

[11.2.1.2 Caracterizacion de las IONPs funcionalizadas

e Anadlisis mediante espectroscopia de IR

Debido al caracter magnético de las NPs, no se pudo determinar la presencia de los
ligandos PEG1s00 sobre su superficie mediante RMN. Por lo tanto, aunque la estabilidad
de estas IONPs en medio acuoso indica la presencia de estos ligandos, para demostrarlo

se aplicaron otra serie de técnicas como la espectroscopia IR.

El analisis FT-IR confirmé la presencia de los ligandos PEG1s00 coOmo puede verse en la Figura 47.
En el caso de las IONPs funcionalizadas con ligandos PEG1s0-OH, 43, 44 y 45, se observan las
bandas de absorcion principales del ligando en el espectro: de tensién de enlace C-H (3000-2700
cm?), tensién de enlace C=C (1600-1400 cm?), flexion de enlace C-H (1466 cm™, 1359 cm™ y
1341 cm), tensidn de enlace C-O (1268 cm™, 1238 cm™), tensidn de enlace C-O-C (1092 cm™),
flexién de enlace fuera del plano (942 cm™) y flexidn aromética fuera del plano (900-675 cm™?).

Por otro lado, en las IONPs funcionalizadas con ligandos PEG1s00-N3, 37, 38 y 39, se observan las
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mismas bandas descritas anteriormente, con una pequefia, pero al mismo tiempo importante

diferencia, la aparicidon de una banda a 2105 cm™ que puede asignarse a una vibracidn de tensidn

de enlace N=N=N.
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Figura 47. Comparacién de espectros de FT-IR de las IONPs antes de funcionalizar (color verde),
ligando PEG1s00-OH derivados de acido cafeico 40 (A), dihidrocafeico 41 (B) y galico 42 (C) y con
los ligandos PEGis00-N3 derivados de acido cafeico 34 (D), dihidrocafeico 34 (E) y gélico 36 (F)

(color azul) e IONPs funcionalizadas con ligando PEG1s00-OH derivados de acido cafeico 43 (A),
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e Analisis termogravimétrico (TGA)

Para determinar el porcentaje de componente orgdnico que contienen las IONPs, se llevd a cabo
el andlisis mediante la técnica de termogravimetria. Los resultados mostraron que las IONPs 45y
39 funcionalizadas (que produjeron NPs monodispersas) con ligandos PEG1s00-OH y PEG1500-N3
derivado del galico, proporcionaron valores similares de componente organico adherido a la
superficie de las NPs, entre el 52 y 63 %. Sin embargo, las otras dos funcionalizaciones de IONPs
con los ligandos PEG1sp0-N3 presentaron mayores porcentajes de componente organico, 74 % y
76 % para el derivado de cafeico 37 y dihidrocafeico 38 respectivamente, debido posiblemente

a la formacidn de agregados que resultaron en el proceso de intercambio de ligandos (Figura

48).

Figura 48. Analisis termogravimétrico de las IONPs funcionalizadas con los ligandos PEG1500-OH

derivados de acido cafeico 43 (A), dihidrocafeico 44 (B) y galico 45 (C) y con los ligandos PEG1soo-

Temperatura °C

Temperatura °C

Temperatura °C

N; derivados de acido cafeico 37 (D), dihidrocafeico 38 (E) y galico 39 (F).
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e Capacidad como agente de contraste en resonancia magnética de imagen

Para evaluar el potencial de las IONPs funcionalizadas como agentes de contraste negativo para
RMI, se midid la relajacion transversal r> en bajo y alto campo magnético (Figura 49). En principio
no se esperan grandes diferencias en la capacidad como agente de contraste T, entre las
diferentes IONPs funcionalizadas, ya que esta propiedad depende exclusivamente del nucleo
magnético y no de los ligandos unidos a su superficie. Sin embargo, una funcionalizaciéon
deficiente, que produzca la formacidon de pequefios agregados, nos llevaria a observar

diferencias en los valores de relajatividad.

El andlisis de las IONPs 43, 44 y 45 funcionalizadas con ligandos PEGispo-OH mostraron
relajaciones r, similares para los tres ligandos, con valores de r, que varian de 49,7 a 63,6 mM™*
s en campo magnético bajo y de 128,6 a 133,3 mM™ s en campo magnético alto (Figura 49).
La similitud de los valores r; se justifica en base a que todas las IONPs tienen el mismo nucleo

magnético.

Cabe destacar que los valores de r, obtenidos a campo alto son superiores a los de campo bajo.
Al tener los mismos nucleos magnéticos, este efecto se observa con todos los agentes de

contraste, debido a que la relajatividad depende del campo magnético aplicado.
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Figura 49. Graficas 1/T2 sobre concentracidén de Fe de las IONPs funcionalizadas con ligandos
PEG1s00-OH (43, 44 y 45) a estudios a campo magnético bajo (A) (1,5 T) y estudios a campo
magnético alto (B) (9,4 T).

Al analizar las IONPs 37, 38 y 39, funcionalizadas con los ligandos PEG1s00-N3, se observa, al igual
que en los estudios de estabilidad coloidal y TGA, que las IONPs funcionalizadas con el derivado
de gélico, 39, presenta valores de r, de 72,6 mM? sy 167,9 mM™ s a campo bajo y alto
respectivamente, similares a las IONPs 43, 44 y 45, funcionalizadas con PEG1s00-OH (Figura 49).
En cambio, las IONPs funcionalizadas con ligandos PEGiseo-N3 derivados de cafeico, 37, y
dihidrocafeico, 38, presentaron valores de r, muy inferiores a las otras IONPs, en concreto,
valores de r; de 39 mM?1 sty 31,2 mM?s?acampo bajo,y 71 mM?*sty 28 mM?s?tacampo

alto respectivamente (Figura 50). La importante disminucion observada en el valor de r, a campo
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magnético alto para las IONPs funcionalizadas con DHCA-PEG1s00-N3 (38) puede justificarse en

base a la precipitacién de las NPs en el transcurso del experimento.
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Figura 50. Gréficas 1/T2 sobre concentracion de Fe de las IONPs funcionalizadas con ligandos
PEGis00-N3 (37, 38 y 39) a estudios a campo magnético bajo (A) (1,5 T) y estudios a campo
magnético alto (B) (9,4 T).

Por otra parte, aunque las IONPs tienen una clara caracteristica de agente de contraste negativo
en RMI, se procedid a estudiar la relajatividad longitudinal ry, es decir la capacidad como agente
de contraste positivo. Como era de esperar, todas las IONPs funcionalizadas mostraron valores
de r1 muy bajos en ambos campos magnéticos, lo que indica que las IONPs se comportan

exclusivamente como agentes de contraste T, (Figura 51).
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Figura 51. Resonancia magnética ponderada en T, in vitro a 9,4 T de las IONPs funcionalizadas

(37-39y 43-45).

111.2.1.3 Ensayos bioldgicos de las IONPs funcionalizadas 37-39 y 43-45

Una de las caracteristicas mds importantes que han de cumplir las NPs para su aplicacion médica
es la biocompatibilidad, es decir, la capacidad de llevar a cabo su funcién, ya sea diagndstica,
como tratamiento o ambas (terandsticas) sin provocar toxicidad ni efectos secundarios en los

pacientes a los que se les apliquen.*®*”°

En este trabajo concretamente, el estudio de la toxicidad de nuestros ligandos, asi como de las
NPs magnéticas de 6xido de Fe funcionalizadas con dichos ligandos es de vital importancia,
debido a que existen varios estudios en los que se ha descrito que algunos compuestos fendlicos

muestran efectos citotdxicos por dafio oxidativo a biomoléculas como ADN y/o proteinas.t’%72
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La biocompatibilidad de las NPs funcionalizadas se determind mediante una evaluacién de
citotoxicidad celular incluyendo: estudios de morfologia y viabilidad celular mediante ensayos
MTT (metabolismo mitocondrial) y DAPI (tincién de nucleos celulares vivos y muertos). La
utilizacion de ambos métodos nos permite asegurar que, en las medidas de viabilidad celular los
porcentajes de células vivas y muertas son correctos y no hay falsos positivos. Hay que tener en
cuenta que a veces puede ocurrir que en la medida de la funcionabilidad de las mitocondrias en
el ensayo MTT el porcentaje de viabilidad celular disminuye porque, aunque la célula aun sigue
viva, algunas de las mitocondrias han comenzado a morir y, por lo tanto, no pueden realizar el
proceso de reduccién del compuesto MTT a formazan, sin embargo, la célula aln esta viva. Esta
situacién puede comprobarse con la tincién DAPI puesto que el nucleo de dicha célula estaria

tefiido de azul y no de rojo.

Como se indica en la parte experimental, se utilizé la linea celular HFF-1 exponiendo las células
a concentraciones crecientes de ligando o NPs funcionalizadas (0,1 ug/mL-100 ug/mL). Los

resultados se describen a continuacion:

- Ligandos: para todas las concentraciones el ligando GA-PEGis00-OH (42) proporciond
mejores resultados, mostrando una viabilidad del 98 % a la maxima concentraciéon de 100
pg/mL. A este le siguen los ligandos CA-PEG1s00-OH (40) y CA-PEG1s00-N3 (34), con una viabilidad
celular del 80 % a la maxima concentracién. El ligando GA-PEGis0o-N3 (36) mostraba cierta
citotoxicidad desde el comienzo, obteniéndose una media de supervivencia celular del 77 % en
todas las concentraciones. Por ultimo, los ligandos derivados de DHCA mostraron los
porcentajes mas bajos de supervivencia celular con las concentraciones mas altas de NPs. El
DHCA-PEG1s00-N3 (35) mostré una viabilidad celular de 70 % y 50 % para las concentraciones de
50 y 100 pg/mL respectivamente (p <0,05). EI DHCA-PEGisp0-OH (41) mostré la mayor
citotoxicidad, exhibiendo una viabilidad celular de 38 % para la concentracién de 50 ug/mLy de

28 % para la concentracion de 100 pg/mL (p <0,05). (Figura 52).
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Figura 52. Esquema representativo de viabilidad celular para cada ligando a la concentraciéon
maxima de 100 pg/mL. En color azul los ligandos PEGi1s00-N3 (34, 35 y 36) y en rojo los ligandos

PEG1s00-OH (40, 41 y 42). (*) muestra los valores estadisticamente significativos (p <0,05).

- IONPs funcionalizadas con los ligandos: las NPs 45y 39, funcionalizadas con los ligandos

GA-PEG1500-OH y GA-PEG1500-N3 respectivamente, no mostraron ningun efecto adverso sobre las
células tratadas, obteniendo 100% de viabilidad para todas las concentraciones. Lo mismo
ocurre para las IONPs 43 y 37, funcionalizadas con los ligandos CA-PEG1500-OH y CA-PEG1500-N3,
que tan sélo mostraron una leve disminucion de la viabilidad celular (inferior al 20 %) a una
concentracion de 100 ug/mL (Figura 53). Por lo tanto, podemos decir que estos resultados
indican que estas NPs son unas candidatas prometedoras para aplicaciones biomédicas. Por el
contrario, las NPs 44, funcionalizadas con DHCA-PEGis00-OH, indujeron una disminucion
significativa en la viabilidad celular, medida mediante el ensayo MTT, que llega a ser inferior al

80 % a una concentracién de 100 ug/mL (p <0,05), indicando que estas IONPs afectan
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negativamente al metabolismo del fibroblasto. Sin embargo, el analisis con DAPI o mediante la
visualizacion de la morfologia celular no mostré ningun efecto sobre la viabilidad celular de
dichos fibroblastos. Por lo tanto, podemos concluir que la presencia de IONPs funcionalizadas
con DHCA-PEG;500-OH afecta a las mitocondrias celulares, pero no provocan una muerte

instantdnea sino una muerte mas lenta (Figura 53).

En el caso de las NPs 38, funcionalizadas con DHCA-PEG1s00-N3, el MTT mostré una disminucion
de la viabilidad celular a partir de una concentracién de NPs de 10 pug/mL con un porcentaje de
supervivencia celular del 85 %, que disminuye a medida que aumenta la concentracidn de NPs,
llegando a un porcentaje de viabilidad celular del 50 % a la concentracion de 100 pg/mL (p <0,05)
(Figura 53). Por su parte, el ensayo DAPI mostré resultados similares y, por lo tanto, nos indica
que en este caso la pérdida de la actividad mitocondrial provoca la muerte de las células. Por
consiguiente, estos datos demuestran que las IONPs funcionalizadas con los ligandos derivados

del catecol DHCA-PEGis00 (38 y 44) no son una buena opcidn para su aplicacion clinica.

Control Negativo 37.10NPs@CA-PEG 50-N 38.10NPs@DHCA-PEG 555-N 39.I0NPs@GA-PEG 55p-N;

Control Positivo 43.10NPs@CA-PEG,;,;-OH  44.10NPs@DHCA-PEG,;,-OH  45.10NPs@GA-PEG, ;,,-OH
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Figura 53. A. Imagenes de viabilidad celular obtenidas mediante la técnica DAPI para las NPs
funcionalizadas con cada ligando a la concentracion maxima de 100 pug/mL. Se puede ver la
combinacion de campo brillante (gris) donde se aprecia la morfologia celular, DAPI (azul) células
vivas y TO-PRO-3 lodine (rojo) células muertas. La barra de escala corresponde a 50 nm. B.
esquema representativo de viabilidad celular, medida por el ensayo MTT, para las NPs
funcionalizadas con cada ligando a la concentracién maxima de 100 pug/mL. En color azul las
IONPs funcionalizadas con los ligandos PEGisoo-N3 (37, 38 y 39) y en rojo las IONPs
funcionalizadas con los ligandos PEGiseo-OH (43, 44 y 45). (*) muestra los valores

estadisticamente significativos (p <0,05).

Es interesante resefiar que, si comparamos la viabilidad de los ligandos libres frente a la
viabilidad de las IONPs funcionalizadas con dichos ligandos, el porcentaje de supervivencia es

significativamente superior en el segundo caso. Este resultado se puede justificar en base a la
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toxicidad que provoca en el entorno celular los OH fendlicos de los catecoles cuyo efecto

desaparece al unirse a la superficie de las IONPs.

Una vez determinados los ligandos dptimos para la obtencidon de IONPs carentes de toxicidad y
estables coloidalmente en medios acuosos, la siguiente etapa consiste en la incorporacion de

los antagonistas de los receptores NK1, sintetizados en el capitulo anterior.

Sin embargo, estos ligandos derivados de PEGisqo (34, 34, 36 y 42), que resultaron ser dptimos
para la funcionalizacién de las IONPs, presentaban varios inconvenientes. Por una parte, la
imposibilidad de su purificacion en la etapa de incorporacion del derivado de catecol al derivado
de PEGisoo Y, por otra parte, la posibilidad de reaccién de los OH fendlicos de los catecoles
dificultando la incorporacion de nuestros analogos y/o formando productos secundarios dificiles
de eliminar posteriormente. En concreto, los intentos para realizar la cicloadicién 1,3 dipolar de
Huisgen, catalizada por Cu (I), entre el ligando GA-PEGis00-N3 (36) y un alquino resultaron
infructuosos debido a que los OH fendlicos se unen al cobre impidiendo realizar su actividad

catalitica.

Para superar esta dificultad, diseflamos una ruta alternativa para acceder a nuevos ligandos que
presentan grupos de anclaje a la superficie de las IONPs basados en derivados de acido fosfénico.
Como describiremos a continuacidn, estos ligandos han mostrado una gran versatilidad sintética
pudiéndose purificar en todas sus etapas como derivados de esteres fosfonicos y
posteriormente, una vez liberados los correspondientes acidos, son capaces de interaccionar de

manera eficiente con la superficie de las IONPs.

149



Capitulo Ill. Funcionalizacién de nanoparticulas magnéticas: disefio y sintesis de ligandos

111.2.2. Sintesis de ligandos derivados de acido fosfénico y funcionalizacion de
IONPs

Para llevar a cabo la sintesis de un nuevo ligando derivado de acido fosfénico 53 propusimos el

CFs
o o) ,\\o\‘/i)\cF3
N Ph“'ko g CHa
N="e (o} o]
o. ) O(\/\o>/\/
\P/\/N';//\/ 33 m F

siguiente esquema retrosintético (Esquema 19).

HO" OH
53
“ CF3
o._ .0
OK 3 CF4
- ., . CH
o PR O 073
N\ N
/p\/\/ 3+ Mo<\/\o>/yo;“/\”%o
EtO OFt 53 o o
a6 51 F

“ CFs
o o} ‘\OY@CF
% O\/\ /\/OH + Oy\ifo N |\ L 3
33 PR O o TR
47 OH K@\
F

14a

Esquema 19. Retrosintesis del ligando derivado de acido fosfénico 53.

150



Capitulo Ill. Funcionalizacién de nanoparticulas magnéticas: disefio y sintesis de ligandos

La primera etapa de la nueva ruta sintética consiste en la preparacion del 2-azidoetil fosfonato
de dietilo (46) (Esquema 20). La presencia del grupo azida en este derivado es de vital
importancia para poder incorporar de forma eficiente el espaciador PEGisopo mediante una
reaccion tipo click. El tratamiento del 2-bromoetilfosfonato de dietilo con NaNs; en etanol a

reflujo, permite obtener la azida deseada 46 con un rendimiento del 69 %.

O NaN3
\\P/\/Br - > O\‘p/\/Ns
EtO” \OEt EtOH, reflujo  EtO”'\
Rdto: 69 % OEt ,6

Esquema 20. Sintesis del fosfonato 46.

Por otra parte, llevamos a cabo la sintesis del ligando heterobifuncional alquino-PEG;500-OH 47.
Para ello, se disuelve el PEG1s00 comercial en CH,Cl, y se afiade NaH y bromuro de propargilo a

0 °C, obteniéndose el producto deseado 47 con un rendimiento del 84 % (Esquema 21).

NaH,
Bromuro de propargilo
HO/\(</\/O>\/\OH proparg //\O</\/O>\/\OH
33 CH20|2’ 0°C Z4 33
47

Rdto: 84 %

Esquema 21. Sintesis del espaciador alquilo-PEG1s00-OH 47.

A continuacién, se procedio a la cicloadicién 1,3 dipolar catalizada por Cu (1), afiadiendo a una
disolucién de la azida 46 y el alquino terminal 47 en CH,Cl;, una disolucién de CuSQO, y ascorbato
sédico en H,0. De esta forma se obtuvo el triazol deseado 48 con un rendimiento del 68 %
(Esquema 22). Finalmente, se llevd a cabo la desproteccién de los grupos etilos de 48 mediante
tratamiento con un gran exceso de bromuro de trimetilsilano a 0 °C, obteniéndose el derivado

del acido alquil-fosfénico 49 con rendimiento cuantitativo (Esquema 22).
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CuSOy,
)-L- Ascorbato Sédico
o\\P/\/Ns \/\
Eto/ \OEt CH2C|2/ Hzo 1:1
46 Rdto: 68 %

N

TMSBr
EtO” OEt %Oé/\h CHZCI20°C HO' OH %Oé/\ >/\/OH

Rdto: cuantitativo.

Esquema 22. Sintesis del ligando fosfonico-PEGis00-OH 48 y su desprotecciéon dando el

compuesto 49.

e Funcionalizacion de las IONPs con el ligando fosfénico-PEG1500-OH

La funcionalizacion de la superficie de las IONPs con el ligando PEG1s00-OH derivado de acido
fosfonico (49) se realizé siguiendo el procedimiento general de intercambio de ligandos con
calentamiento, descrito anteriormente. EIl TEM y en el andlisis del tamafio hidrodindmico

mostraron que las IONPs funcionalizadas eran estables y monodispersas (Figura 54).

Figura 54. Imagen TEM de las IONPs funcionalizadas con el ligando PEG1s00-OH derivado de acido
fosfénico (49). La barra de escala corresponde a 100 nm para las imagenes TEM de bajo aumento

y a 20 nm para las inserciones (zona aumentada).
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Tras comprobar que el ligando 49 presentaba la posibilidad de purificaciéon en las distintas
etapas, con la completa desproteccién del éster fosfénico de manera cuantitativa y, lo mas
importante, que era capaz de funcionalizar las IONPs, se procedié a la conjugacion del ligando
con un antagonista del receptor NK1. Sin embargo, para evitar la formacién de productos
secundarios y facilitar la purificacién, decidimos modificar el orden de la secuencia de las
reacciones, uniendo primero el espaciador heterobifuncional alquino-PEGise-OH 47 al

antagonista NK1y después conectarlo al fosfonato 46, para finalmente realizar la desproteccion.

Para llevar a cabo la funcionalizacién, seleccionamos el derivado de galactosa 14a, sintetizado
como se indicd en el capitulo anterior, por ser el derivado que habia proporcionado mejores
resultados como antagonista NK1y como agente anticanceroso. El antagonista 14a se derivatizo
como acido carboxilico, para poder conjugarlo como éster con el alcohol 47 (Esquema 23). Para
ello, se hizo reaccionar 14a con anhidrido succinico, obteniéndose el hemisuccinato 50 con un

86 % de rendimiento (Esquema 23).
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Ph Rdto: 86 % Ph™ "0
OH HO\n/\n/O
O (0]
14a F 50 F
o OH EDC, HOBt, DIPEA
= \/\33/\/ DMF

Rdto: 50 %

0. .0
8P YQCH
PR O g CHs

AL AR

47

1 F

Esquema 23. Sintesis del alquino 51 mediante esterificacién del hemisuccinato 50.

El hemisuccinato 50 se unié al espaciador heterobifuncional PEG;s00 47 mediante la formacion

de un éster, obteniéndose el alquinilderivado 51 con un 50 % de rendimiento.

Por ultimo, procedimos a su unidn con el derivado de fosfonato 46 mediante la reaccién click de
cicloadicion catalizada con Cu (1), obteniéndose el triazol 52 cuya purificacién ha resultado ser

dificultosa, y se ha estimado un rendimiento del 50 % aproximadamente (Esquema 24).
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CF,
O \\O + O\\ /\/ N3
Ok : CF; P
N -, CH
o) 0 7

7\
EtO OFt
Ph" 46

z O(“O}V O’
33 o) o} . CuSOy4

51 (+)-L-Ascorbato sodico

CHQClz/HZO 1:1

CF,
o) © -“O\(Qca
Ph\“'(oj/\‘J o CHs
N=N [~ 0o 6!
h /\/NIJA/O( 033 \([)]/\([)]/ K©\
BO™ by 52 F

Esquema 24. Cicloadiciéon 1,3 del alquino 51y la azida 46 para dar el triazol 52.

Llegados a este punto, disponemos del ligando fosforado deseado conjugado con el antagonista

como agente de vectorizacién y anticanceroso.

La etapa siguiente implica la desproteccion del éster fosfénico mediante tratamiento de 52 con
TMSBren DCM a 0 °C (Esquema 25), para proceder luego al intercambio de ligando. Sin embargo,
dada la limitacion del tiempo, la sintesis y los estudios posteriores de caracterizacién de las
IONPs bioconjugadas y sus aplicaciones bioldgicas se llevaran a cabo en colaboracién con el
grupo de la Dra. M. L. Garcia Martin del BIONAND (Malaga) y forma parte de una Tesis Doctoral

actualmente en curso.
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PR “0
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Esquema 25. Desproteccion de los grupos EtO del compuesto 52 para obtener el compuesto

desprotegido 53.

111.3. Conclusiones

Se han preparado IONPs estables en medios

acuosos funcionalizadas con ligandos

polioxigenados basados en dos tipos de grupos de anclaje: (i) derivados de catecoles (acido

cafeico, acido dihidrocafeico y 4cido galico) y (ii) acido fosfdonico. Los espaciadores

polioxigenados fueron sintetizados a partir de cadenas hetero-bifuncionales de PEG de diferente

tamanfio, TEG de 200 Da y PEG de 1500 Da de peso. Solo las IONPs funcionalizadas con ligandos

basados en PEGisqo resultaron estables en agua.

Se ha optimizado notablemente la transferencia de IONPs a medios acuosos mediante el

procedimiento de intercambio de ligandos. La sonicacidn previa de la mezcla durante 1 hy la

posterior incubacidn a 50 °C durante 4 h facilita el reemplazo de las moléculas de acido oleico
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por nuestros ligandos, incrementando hasta un 300 % la cantidad de IONPs transferidas en

comparaciéon con el método cldsico.

Las IONPs funcionalizadas con ligandos basados en catecoles como grupo de anclaje presentaron
en general excelentes caracteristicas como agente de contraste T, en RMI con ausencia de
citotoxicidad en células, excepto las IONPs funcionalizadas con ligandos derivados de

dihidrocafeico, los cuales mostraron toxicidad a altas concentraciones.

Los problemas de purificacion de los ligandos derivados de catecoles, y la imposibilidad de
realizar con ellos la bioconjugacion mediante cicloadicion 1,3 dipolar de Huisgen catalizada por
Cu (), nos llevé a sintetizar un ligando derivado de PEGisoo basado en el acido fosfénico como
grupo de anclaje e incorporar como agente de vectorizacion un antagonista NK1 con actividad
anticancerosa, sintetizado previamente, obteniendo con buen rendimiento global el ligando

deseado.
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I11.4. Parte experimental

111.4.1. Métodos generales

(i) Disolventes y reactivos

Los disolventes utilizados fueron suministrados por Fisher Scientific, Aldrich y Scharlab, y se
secaron mediante el siguiente procedimiento: (i) activacién de 200 g de tamiz molecular de 4 A
en un matraz seco de fondo redondo, para ello se realizan 3 ciclos de calentamiento-
enfriamiento bajo Ar. Los calentamientos se realizaron en intervalos de 3-1-1 min. (ii) Se vierte
el tamiz activado sobre 1 L del disolvente correspondiente y se cierra con septum. (iii) Se

burbujea Ar durante 3 min. en el disolvente. (iv) Finalmente, se sella con Parafilm.

Los disolventes usados han sido: diclorometano (DCM), metanol, etanol, N,N-dimetilformamida
(DMF), tetrahidrofurano (THF), acetona, acetato de etilo, hexano, 1-octadeceno, agua,
cloroformo y tolueno. Ademas, para el tratamiento de algunas de las reacciones se utilizaron
disoluciones acuosas saturadas de NaCl, NH4Cl y NaHCQOs, y para eliminar todo resto de agua en

la fase organica, Na;SO4anhidro.

Los reactivos suministrados por Fisher Scientific y Aldrich fueron usados directamente sin

purificacién previa.

(ii) Técnicas y aparatos

Las técnicas y aparatos utilizados en este capitulo son idénticos a los descritos en el Capitulo II.
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111.4.2. Sintesis de nanoparticulas de éxido de hierro

e Sintesis de oleato de hierro

Se disuelve una mezcla de cloruro de hierro (1) (10,80 g, 40 mmol) y oleato de sodio (36,50 g,
120,00 mmol) en EtOH (80 mL), agua destilada (60 mL) y hexano (140 mL). La mezcla resultante
se agita, calentando a 60 °C, durante 4 h bajo atmdsfera de Ar. Seguidamente, la mezcla se enfria
a t.a. y la fase organica se separa, y se lava con agua destilada (3 x 50 mL). Por ultimo, los
disolventes de la fase organica se evaporan a vacio obteniéndose el producto deseado (36,00 g)

como un sirupo marroén con rendimiento cuantitativo.

e Sintesis de IONPs

Se disuelve una mezcla de oleato de hierro (1,00 g, 1,10 mmol) y acido oleico (0,30 g, 1,00 mmol)
en 1-octadeceno (6,50 mL). La mezcla se agita y se calienta hasta 320 °C durante 1 h (rampa de
calentamiento de 3 °C/min.) bajo atmdsfera de Ar. Después, la mezcla se enfria a t.a., se lava
con una mezcla de EtOH/acetona 1:1, (2 x 30 mL) para favorecer la precipitacion y se centrifuga

a 450 rcf. Finalmente, las IONPs se resuspenden en tolueno (5 mL).

111.4.3. Sintesis de ligandos derivados de catecol

Acido dihidrocafeico (Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)propionico) (15)

(0] Sobre una disolucién de acido cafeico (1,60 g, 8,90 mmol) en MeOH
HO OH (20 mL) se afiade un 10 % de Pd/C (0,10 g) bajo atmdsfera de H,. La
HO mezcla se mantiene agitando a t.a. durante 24 h, se filtra sobre celita

y se evapora a vacio. El crudo se purifica mediante columna cromatografica usando acetato de
etilo como eluyente, obteniéndose el compuesto 1 (1,38 g, 7,57 mmol) como un sélido marrén

claro.
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Rdto.: 86 %.
P.f.: 223 °C.

'H-RMN (500 MHz, MeOD) 3: 6,66 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,64 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 6,52 (dd, J = 8,0 Hz,
J=2,0Hz, 1H), 2,75 (t, J= 7,7 Hz, 2H), 2,51 (t, J = 7,7 Hz, 2H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, MeOD) &: 177,0, 146,2, 144,6, 133,8, 120,5, 116,4, 37,2, 31,5 ppm.

EMAR: calculado para CsH1004Na [M+Na]*: 205,0471; encontrado: 205,0466 (-2,5831 ppm).

3,6,9-trioxaundecan-1,11 diazida (17)

N3/\/O\/\O/\/O\/\N3 Sobre una disolucién de TEG (48,00 g, 0,25 mol) en THF

(200 mL) bajo atmdsfera de Ar, con agitacion y a 0 °C,
se afiaden EtsN (85 mL, 0,62 mol) y cloruro de metanosulfonilo (44 mL, 0,57 mol) gota a gota. Se
deja que la temperatura de la reaccién llegue hasta t.a. y se mantiene agitando durante 24 h.
Después se evapora el disolvente y el crudo se disuelve en CH,Cl, (100 mL). La disolucion
obtenida se lava sucesivamente con disolucién saturada de NaHCOs; (3 x 50 mL) y disolucidn
saturada de NaCl (1 x 50 mL). La fase organica se seca sobre Na,SO4 anhidro, se filtra y se evapora

el disolvente a vacio. El residuo obtenido se utiliza en el siguiente paso sin purificar.

El residuo se disuelve en EtOH (150 mL), se adiciona NaN; (48,20 g, 0,74 mol) y se calienta a
reflujo de etanol. La reaccién se mantiene con agitacion durante 24 h. Después, se evapora el
disolvente, y el residuo se disuelve en CH,Cl; (100 mL) y la fase orgdnica se lava con disolucion
saturada de NaCl (50 mL). La fase orgdnica se seca con Na,SO,4 anhidro, se filtra y se evapora a
vacio. El residuo obtenido se purifica por columna cromatografica usando CH,Cl,/MeOH en

proporcién 20:1 como eluyente, obteniéndose 17 (56,00 g, 0,23 mol) como un liquido amarillo.
Rdto.: 92 %.

1H-RMN (500 MHz, CDCls) 8: 3,67-3,62 (m, 12H), 3,36(t, J = 5,2 Hz, 4H) ppm.
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B3C-RMN (125 MHz, CDCl5) 8: 70,7, 70,1, 50,8 ppm.

EMAR: calculado para CgHisNsOsNa [M+Na]*: 267,1176; encontrado: 267,1172 (-1,4528 ppm).

11-amino-3,6,9-trioxaundecan-1-azida (18)

HZN/\/O\/\O/\/O\/\N3 Sobre una disolucion de la diazida 17 (15,00 g, 59,50

mmol) en 100 mL de la mezcla 2:1 AcOEt y HCI (1 M)
se adiciona gota a gota, bajo agitacidon y a 0 °C, una disolucién de PPh; (17,10 g, 65,40 mmol) en
AcOEt (20 mL). La reaccidn se mantiene agitando a t.a. durante 10 h. Transcurrido este tiempo,
la fase acuosa se separa, se lava con AcOEt (4 x 50 mL), hasta comprobar por TLC la extraccién
total de PPhs, y se lleva a pH basico afladiendo KOH sélido a 0 °C. El compuesto deseado se
extrae de la fase acuosa con CH,Cl; (5 x 50 mL). La fase orgdnica se seca con Na,SO4 anhidro, se

filtra y se evapora a vacio obteniéndose 18 (10,00 g, 45,81 mmol) como un liquido amarillo.
Rdto.: 77 %.

1H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 3,57-3,46 (m, 10H), 3,43 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,26 (t, J = 5,2 Hz, 2H),
2,79 (t, J=5,1 Hz, 2H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCl5) 8: 71,6, 70,4, 70,3, 69,9, 69,8, 50,5, 41,0 ppm.

EMAR: calculado para CgH1gsN4O3 [M+H]*: 219,1452; encontrado: 219,1446 (-2,4831 ppm).

- Procedimiento general para la reaccion de amidacion entre los derivados de ca-

tecol y la amina 18

Sobre una disolucion de 18 (218,10 mg, 1,00 mmol) en DMF (10 mL), bajo atmdsfera de Ar,
agitacion y a 0 °C, se adicionan EDC (286,50 mg, 1,50 mmol), HOBt (202,50 mg, 1,20 mmol),

DIPEA (522,57 uL,,3,0 mmol) y una disolucién del catecol correspondiente (1,00 mmol) en DMF
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(5 mL) gota a gota. Tras agitar durante 24 h a t.a., se evapora la DMF a vacio, se afiaden CHCl,
(100 mL) y una disolucién de HCI 1M (50 mL). Los extractos orgdnicos se lavan sucesivamente
con disoluciéon saturada de NaHCOs; (3 x 50 mL) y de NaCl (50 mL). La fase orgénica se seca sobre
Na,SO4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a vacio. El crudo obtenido se purifica

mediante cromatografia en columna usando CH,Cl,/MeOH en proporcién 30:1 como eluyente.

(E) 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-aza-7,10,13-trioxa-3-oxo-pentadecan-1-en-15-azida (19)

o] A partir de acido cafeico (180,16

HO X N/\/O\/\o/\/o\/\m3 mg, 1,00 mmol) y 18 (218,10 mg,
H

HO 1,00 mmol), siguiendo el

procedimiento general descrito, se obtiene la amida 19 (102,00 mg, 0,26 mmol) como un sirupo

marrdn claro.
Rdto.: 26 %.

'H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,46 (d, J= 15,4 Hz, 1H), 7,1 (s, 1H), 6,9-6,7 (m, 2H), 6,18 (d, J = 15,4
Hz, 1H), 3,69-3,51 (m, 14H), 3,32 (t, J = 5,2 Hz, 2H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCl5) 8: 167,5, 147,0, 144,7, 1419, 127,4,121,7,117,7, 115,8, 114,7,70,7,
70,6, 70,3, 70,1, 50,8, 39,8 ppm.

EMAR: calculado para Ci7H24N406Na [M+Na]*: 403,1588; encontrado: 403,1581 (-1,6458 ppm).

N-(11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-il) 3-(3,4-dihidroxifenil)propanamida (20)

o] A partir de acido dihidrocafeico 15

HO N/\/O\/\o/\/o\/\N3 (182,00 mg, 1,00 mmol) y 18
H

HO (218,10 mg, 1,00 mmol), siguiendo
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el procedimiento general descrito, se obtiene la amida 20 (189,00 mg, 0,49 mmol) como un

sirupo marron claro.
Rdto.: 49 %

1H-RMN (500 MHz, CDCls) 8: 6,77 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,72 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 6,57 (dd, J = 8,2 Hz
y 2,0 Hz, 1H), 6,20-6,18 (m, 1H), 3,69-3,62 (m, 8H), 3,58-3,54 (m, 2H), 3,46-3,43 (m, 2H) 3,40-
3,35 (m, 4H), 2.81 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 2,43 (t, J = 7,1 Hz, 2H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls) &: 173,3, 144,2, 143,1, 132,9, 120,4, 115,7, 70,8, 70,7, 70,2, 70,1,
69,9, 50,8, 39,5, 38,6, 31,2 ppm.

EMAR: calculado para C37H26N4O6¢Na [M+Na]*: 405,1745; encontrado: 405,1740 (-1,2676 ppm).

N-(11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-il) 3,4,5-trihidroxibenzamida (21)

o] A partir de acido gélico (172,00 mg, 1,00

HO N OO, mmol) y 18 (218,10 mg, 1,00 mmol),
HO " siguiendo el procedimiento general
OH descrito, se obtuvo la amida 21 que no

pudo ser purificada por cromatografia en columna ya que al introducirlo para intentar purificarlo
se descomponia. La espectroscopia de masas de alta resolucion confirmd la presencia del

compuesto deseado.

EMAR: calculado para CisH23N407Na [M+Na]*: 371.1555; encontrado: 371.1561 (-1,3427 ppm).

HO-PEG1s00-N3 (33)

o N Sobre una disoluciéon de PEGiso (40,00 g, 26,70 mmol) en THF
HO/\/ -~ '3
33 (200 mL) se afiaden a 0 °C, bajo atmdsfera de Ar y con agitacion,

EtsN (5,00 mL, 32,00 mmol) y cloruro de metanosulfonilo (2,06 mL, 26,70 mmol) gota a gota. Se
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deja que la reaccidn alcance la t.a. y se mantiene agitando durante 24 h. Después se evapora el
disolvente y el crudo se disuelve en CH,Cl, (100 mL). La disolucion obtenida se lava
sucesivamente con disolucion saturada de NaHCO; (3 x 50 mL) y de NaCl (50 mL). La fase
organica se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a vacio. El crudo se

utiliza en el siguiente paso sin purificar.

Se disuelve el crudo en EtOH (100 mL), se adiciona NaNs (2,20 g, 40,00 mmol) y se calienta a
reflujo de etanol. La reaccidon se mantiene con agitacién durante 24 h. Después, se evapora el
disolvente, y el residuo se disuelve en CH,Cl, (100 mL). La fase orgéanica se lava con una
disolucién saturada de NaCl (50 mL), se seca con Na,SO4 anhidro, se filtra y se evapora a vacio.
El residuo obtenido se purifica por columna cromatografica usando CH,Cl,/MeOH en proporcion

20:1 como eluyente, obteniéndose 33 (13,00 g, 17,40 mol) como un sélido blanco.
Rdto.: 65 %.

1H-RMN (500 MHz, CDCl3) §: 3,67-3,52 (m CH-PEG), 3,32 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 2,81 (s, 1H) ppm.

- Procedimiento general para la sintesis de ligandos Catecol-PEG 1500 34-36 y 40-42

A partir del azida-alcohol derivado de PEGisso 33 0 PEGisoo (1,00 mmol) y el catecol
correspondiente (1,00 mmol) se sigue el procedimiento general descrito para el acoplamiento
entre catecol y derivado de TEG. Los compuestos obtenidos no pudieron ser purificados por
cromatografia en columna, por lo que no se pudo determinar el rendimiento de la reaccidn, pero
se pudo confirmar la formacién del compuesto deseado mediante espectroscopia de resonancia

de protones e IR.
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CA-PEG1500-N3 (34)

0] El éster 34 se obtiene a partir de acido cafeico

HO N o</\/o>\ﬁN3 (180,16 mg, 1,00 mmol) y el alcohol 33 (1,52 g, 1,00
33

HO mmol) siguiendo el procedimiento general descrito

para la sintesis de ligandos derivados de catecol-PEGisoo.

'H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: 7,76 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 7,25-6,70 (m, 2H), 6,55-6,40 (m, 1H), 6,28
(d, J=15,4 Hz, 1H), 4,15-4,12, (m, 2H), 3,90-3,48 (m, 132H, CH>-PEG1s00), 3,40 (t, / = 5,1 Hz, 2H),
3,24-3,17 (m, 2H) ppm.

FT-IR (cm™): 3000-2700 (tensién O-H), 2111 (tensién N=N=N), 1357 (flexién C-H), 1341 (flexién
C-H), 1275 (tension C-0), 1241 (tensién C-0), 1100 (tensidon C-0-C), 958 (flexién C-H).

DHCA-PEG1500-N3 (35)

@) El éster 35 se obtiene a partir de acido
HOWOQ\/O&AN?’ dihidrocafeico (182,00 mg, 1,00 mmol) y el alcohol
HO 33 (1,52 g, 1,00 mmol) siguiendo el procedimiento
general descrito para la sintesis de ligandos derivados de catecol-PEGisqo.

1H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: 6,80-6,71 (m, 2H), 6,57-6,53 (m, 1H), 4,66 (s, 1H), 4,23-4,19, (m,
2H), 3,89-3,64 (m, 135H, CH2-PEGisoo), 3,37 (t, J = 5,1 Hz 2H), 2,92-2,81 (m, 2H), 2,68-2,54 (m,

2H) ppm.

FT-IR (cm™): 3000-2700 (tensién O-H), 2118 (tensién N=N=N), 1467 (flexién C-H), 1359 (flexién
C-H), 1341 (flexion C-H), 1276 (tensién C-0), 1240 (tensién C-O), 1105 (tensién C-O-C), 961
(flexion C-H).
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GA-PEG1500-N3 (36)
0] El éster 36 se obtiene a partir de acido galico (172,00 mg,
HO C</\/(>\/\N3 1,00 mmol) y el alcohol 33 (1,52 g, 1,00 mmol), siguiendo
33
HO el procedimiento general descrito para la sintesis de
OH ligandos derivados de catecol-PEGiseo.

'H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: 8,1 (s, 2H), 4,33-4,13 (m, 2H), 3,88-3,58 (m, 132 H, CH»-PEG), 3,41-
3,36 (m, 2H) ppm.

FT-IR (cm™): 3000-2700 (tensién O-H), 2105 (tensién N=N=N), 1466 (flexién C-H), 1359 (flexién
C-H), 1340 (flexidon C-H), 1279 (tensién C-0), 1238 (tension C-0), 1102 (tensiéon C-O-C), 956
(flexion C-H).

CA-PEG1500-OH (40)

(0] El éster 40 se obtiene a partir de acido cafeico
HO A A0
OH (180,16 mg, 1,00 mmol) y PEGise0 (1,50 g, 1,00
33
HO mmol), siguiendo el procedimiento general descrito

para la sintesis de ligandos derivados de catecol-PEGisoo.

'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: 7,60 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 7,20-7,02 (m, 1H), 6,96-6,77 (m, 1H), 6,60-
6,48 (m, 1H), 6,26 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 4,20-4,17, (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,78-3,59 (m, 132H, CH>-
PEG), 3,22-3,15 (m, 2H) ppm.

FT-IR (cm™): 3000-2700 (tensidn O-H), 1466 (flexion C-H), 1359 (flexidon C-H), 1341 (flexién C-H),
1268 (tension C-0), 1238 (tensidén C-0), 1092 (tensién C-0-C), 942 (flexion C-H).
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DHCA-PEG1500-OH (41)

(0] El éster 41 se obtiene a partir de acido

HO (</\/(>\/\OH dihidrocafeico (182,00 mg, 1,00 mmol) y PEGaso
33

HO (1,50 g, 1,00 mmol), siguiendo el procedimiento

general descrito para la sintesis de ligandos derivados de catecol-PEGisgo.

1H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: 6,95-6,64 (m, 2H), 6,52-6,46 (m, 1H), 4,22-4,16, (m, 2H), 3,71-3,53
(m, 132H, CH,-PEG), 3,20-3,13 (m, 2H), 2,89-2,76 (m, 2H), 2,65-2,54 (m, 2H) ppm.

FT-IR (cm™): 3000-2700 (tensién O-H), 1466 (flexion C-H), 1359 (flexidn C-H), 1341 (flexién C-H),
1279 (tension C-0), 1238 (tensidn C-0), 1092 (tensidn C-0-C), 945 ( flexidon C-H).
GA-PEG1500-OH (42)

0] El éster 42 se obtiene a partir de 4cido gdlico (172,00 mg,
HO (</\/é\/\o|-| 1,00 mmol) y PEG1se0 (1,50 g, 1,00 mmol), siguiendo el

33
HO procedimiento general descrito para la sintesis de
OH ligandos derivados de catecol-PEGisgo.

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: 6,92 (s, 2H), 4,15-4,12 (m, 2H), 3,67-3,54 (m, 132H, CH,-PEG), 3,18-
3,10 (m, 2H) ppm.

FT-IR (cm™): 3000-2700 (tensién O-H), 1466 (flexion C-H), 1359 (flexidn C-H), 1341 (flexién C-H),
1268 (tension C-0), 1238 (tensidén C-0), 1092 (tensién C-0-C), 942 (flexion C-H).
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111.4.4. Sintesis de ligandos derivados de acido fosfonico

(2-azidoetil)-fosfonato de dietilo (46)

Sobre una disolucién de 2-bromoetilfosfonato de dietilo (500,00 mg, 2,04
OEt mmol) en EtOH (10 mL) bajo atmdsfera de Ar y agitacidn, se afiade NaNs;
(298,00 mg, 6,12 mmol) y se calienta a reflujo. La reaccion se mantiene en agitacion durante 24
h. Después, se evapora el disolvente, y el residuo se disuelve en CH,Cl, (50 mL). La fase organica
se lava con una disolucidn saturada de NaCl (30 mL), se seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se
evapora a vacio. El residuo obtenido se purifica por columna cromatografica usando
CH,Cl,/MeOH en proporcidn 20:1 como eluyente, obteniéndose la azida 46 (290,00 mg, 1,39

mmol) como un liquido amarillo.
Rdto.: 69 %.

1H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 4,14-4,03 (m, 4H), 3,50 (dt, J = 12,0y 7,7 Hz, 2H), 2,03 (dt, J = 18,5
y 7,7 Hz, 2H), 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 6H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls3) 8: 62,0 (d, J = 6,6 Hz), 45,5 (d, J = 1,8 Hz), 26,1 (d, J = 140,7 Hz), 16,4
(d, J=6,0 Hz) ppm.

EMAR: calculado para CsH140sPNa [M+Na]*: 230,0665; encontrado: 230,0664 (-0,1401 ppm).

HO-PEG1s00-Alquino (47)

Sobre una disolucién de PEGisgo (4,50 g, 3,00 mmol) en CH,Cl, (30

I AN
/C< <>33 OH mL) bajo atmosfera de Ar, con agitacién y a 0 °C se afiade una

disolucién de NaH (0,36 mg, 15,00 mmol) en THF (3 mL) gota a
gota. Se deja que la reaccién alcance la t.a. y se mantiene agitando durante 1 h. A continuacion,
se afiade a 0 °C, bromuro de propargilo (0,10 mL, 1,00 mmol) gota a gota y se mantiene agitando

a t.a durante 24 h adicionales. Después, la reaccién se detiene afiadiendo MeOH (50 mL) y
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evaporando a sequedad. El residuo obtenido se purifica por columna cromatografica usando
CH,Cl,/MeOH en proporcion 20:1 como eluyente, obteniéndose 47 (1,30 g, 0,86 mmol) como un

sélido blanco.
Rdto.: 84 %.
1H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 4,18 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 3,70-3,58 (m, 132H, CH,-PEG), 2,42 (t, J =

2,4 Hz, 1H) ppm.

Fosfonato-PEG1s00-OH (48)

o N Sobre una disolucién de la azida 46 (133,50 mg,
N\ /\/N \N
R _ , ,
E0" ot \\—k/o<\/\o>/\/OH 0,64 mmol) en CH,Cl, (5 mL) bajo atmdsfera de Ar,
33

con agitacién y a t.a. se afiaden el alquino derivado
de PEGisoo 47 (500,00 mg, 0,33 mmol), una disoluciéon de CuSO, (7,50 mg, 0,05 mmol) en H,0
(2,50 mL) y una disolucién de acido ascérbico (28,50 mg, 0,15 mmol) en H,0 (2,50 mL). La mezcla
se agita a t.a. durante 24 h. Después, se afade CH,Cl; (50 mL) y la fase organica se lava con
disolucién saturada de NaCl (30 mL), se seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora a vacio.
El residuo obtenido se purifica por columna cromatografica usando CH,Cl,/MeOH en proporcién

15:1 como eluyente, obteniéndose el triazol 48 (392,00 mg, 0,22 mmol) como un sélido blanco.
Rdto.: 68 %.

'H-RMN (500 MHz, CDCl5) 8: 7,64 (s, 1H), 4,72 (s, 1H), 4,67 (s, 2H), 4,64-4,60 (m, 2H), 4,14-4,02
(m, 4H), 3,72-3,57 (m, 132H, CH,-PEG), 2,47-2,40 (m, 2H), 1,30 (t, J = 7,08 Hz, 6H) ppm.
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Acido fosfénico-PEG1s00-OH (49)

0 N, Sobre una disolucién del éster dietil fosfonico 48
\P\/\/N N
OH —~_9O

\\_K/ <\/\O>/\/OH (637,00 mg, 0,36 mmol) en acetonitrilo (5 mL) bajo
33

atmadsfera de Ar, con agitaciéon y a 0 °C se afiade,

HO

gota a gota, bromuro de trimetilsilano (1,90 mL, 14,4 mmol). Se deja que la reaccién alcance la
t.a. y se mantiene agitando durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, la reaccidn se detiene con
MeOH (10 mL) y se continla agitando 6 h. Después, se elimina el disolvente a vacio

obteniéndose el acido fosfonico 49 (616,00 mg) como un liquido amarillo.
Rdto.: cuantitativo

1H-RMN (500 MHz, MeOD) &: 8,25 (s, 1H), 7,25 (sa, 1H), 7,07 (sa, 1H), 6,90 (sa, 1H), 4,66-4.65
(m, 3H), 4,12 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 3,64-3,44 (m, 132H, CH,-PEG), 2,80 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,41-2,30

(m, 2H) ppm.
31p_RMN (120 MHz, MeOD) &: 26,2 ppm.
Hemisuccinato de (R)-{1-[3,4-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-O-p-fluorobencil-(R)-4,5-
O-benciliden-a-D-galactopirandsido (50)
CF3 Sobre una disolucién de anhidrido succinico (33,00 mg,
0,33 mmol) en CHyCl; (3,50 mL) bajo atmdsfera de Ar,
o OO CF, con agitacién y a t.a., se afiaden una disolucién del
Ph)\o g CHs alcohol 140t (169,00 mg, 0,27 mmol) en CH;Cl; (3,50 mL)
0] O K@\F

disolvente a vacio y el residuo obtenido se purifica por columna cromatografica usando

y EtsN (0,06 mL, 0,41 mL). La reaccién se mantiene

agitando a t.a. durante 24 h. Después, se evapora el

CH,Cl,/MeOH en proporcién 30:1 como eluyente, obteniéndose el éster succinico 50 (204,00

mg) como un liquido amarillo.
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Rdto.: 86%
[G]DZOZ (C 1, CHC|3)

1H-RMN (500 MHz, CDCls) &: 7,89 (s, 2H), 7,83 (s, 1H), 7,45-7,43 (m, 2H), 7,40-7,34 (m, 3H), 7,13-
7,07 (m, 2H), 6,95-6,88 (m, 2H), 5,50 (s, 1H), 5,42 (dd, J = 10,6 y 3,5 Hz, 1H), 4,94 (c, J = 4,6 Hz,
1H), 4,76 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 4,49 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 4,47 (s, 2H), 4,29 (dd, J = 12,6 y 1,4 Hz, 1H),
4,08 (dd, J = 12,6 y 1,6 Hz, 1H), 4,03 (dd, J = 10,6 y 3,5 Hz, 1H), 3,85 (s, 1H), 2,72-2,56 (m, 4H),
1,53 (d, J=6,6 Hz, 3H) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCl3) &: 175,3, 170,8, 161,4 (d, Jcr = 246,1 Hz), 144,4, 136,6, 132,4 (d, Jor
= 3,0 Hz), 131,0 (d, Jcr = 33,2 Hz), 128,4 (d, Jor = 7,8 Hz), 128,0, 127,2 (d, Jer = 2,7 Hz), 127,1,
125,9 (d, Jer = 3,4 Hz), 125,1, 123,3 (¢, Jer = 272,4 Hz), 120,8, 114,2 (d, Jer = 21,2 Hz), 99,7, 94,8,
76,1, 73,0, 72,0, 71,6 (d, Jer = 3,7 Hz ), 70,3, 68,1, 61,8, 27,9, 27,5, 23,2 ppm.

EMAR: calculado para CssH3:F;09Na [M+Na]*: 739,1749; encontrado: 739,1738 (-1,3951 ppm).

(R)-{1-[3,4-bis-(trifluorometil)fenil]etil} 2-0-p-fluorobencil-(R)-4,5-O-benciliden-a.-D-

galactopirandsido y alquinil-PEG1500OH (51)

CF,
o_ .0
K \‘/©\CF3
.. CH
o) 0 73

o)
Ph\“‘k

Y

Sobre una disolucidn del hemisuccinato 50 (100,00 mg, 0,14 mmol) en CH,Cl; (1,50 mL), bajo
atmoésfera de Ar, con agitacidén y a t.a., se afiaden una disolucién del alcohol 47 (105,00 mg, 0,07

mmol) en CH,Cl, (1,50 mL), una disolucién de HOBt (19,00 mg, 0,14 mmol) en CH,Cl, (0,50 mL)
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y por ultimo EDC (0,02 mL, 0,14 mmol). Tras agitar la reaccién durante 24 h a t.a., se afiaden
CH,Cl; (100 mL) y disolucién 1 M de HCI (50 mL). Los extractos organicos se aislan y se lavan
sucesivamente con disolucién saturada de NaHCO3 (3 x 50 mL) y de NaCl (1 x 50 mL). La fase
organica se seca sobre Na,SO,4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a vacio. El crudo
obtenido se purifica mediante cromatografia en columna usando CH,Cl,/MeOH en proporcion

20:1 como eluyente, obteniéndose 51 (78,00 mg, 0,35 mmol) como un liquido amarillo.
Rdto.: 50%.

'H-RMN (500 MHz, CDCls) 8: 7,90 (s, 2H), 7,85 (s, 1H), 7,46-7,44 (m, 2H), 7,38-7,36 (m, 3H), 7,14-
7,11 (m, 2H), 6,95-6,91 (m, 2H), 5,53 (s, 1H), 5,43 (dd, J = 10,6 y 3,5 Hz, 1H), 4,96 (c, / = 4,6 Hz,
1H), 4,77 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 4,52-4,49 (m, 3H), 4,49 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 4,47 (s, 2H), 4,30 (dd, J =
12,6 y 1,4 Hz, 1H), 4,23-4,18 (m, 3H), 4,11 (dd, J=12,6 y 1,6 Hz, 1H), 4,05 (dd, /= 10,6 y 3,5 Hz,
1H), 3,85 (s, 1H), 3,68-3,64 (m, 132H; CH»-PEG), 2,70-2,65 (m, 4H), 2,45 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 1,55
(d, J=6,6 Hz, 3H) ppm.

111.4.5. Funcionalizacion de nanoparticulas de 6xido de hierro

e Protocolo1

En un embudo de decantacién se afiaden una solucién de IONPs en tolueno (1,00 mL, 10,00 g
de Fe/L), una disolucion del correspondiente ligando en cloroformo (1,00 mL, 0,10 mM) y Et3N
(50 pL). La mezcla se agita vigorosamente durante un minuto y se diluye con tolueno (5 mL),
agua mili-Q (5 mL) y acetona (10 mL). Se vuelve a agitar durante un minuto, se transfiere a un
embudo de decantacidn, se recoge la fase acuosa y se eliminan a vacio los restos de disolvente
organico que pueda contener. Las IONPs funcionalizadas contenidas en esta fase acuosa se
purifican para eliminar el ligando libre mediante centrifugacion en filtros de centrifuga (tamano
de corte: 100 kDa) a 450 rcf, hasta que el filtrado queda completamente transparente.

Finalmente, las IONPs resuspendidas en el correspondiente medio se centrifugan a 150 rcf
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durante 5 min., colocando un iman (0,6 T) en la parte inferior durante 5 min. para eliminar los

agregados depositados, recogiéndose por ultimo la suspensién libre de agregados.

e Protocolo 2

En un vial se afiaden sobre una disolucién de IONPs en tolueno (1,00 mL, 10,00 g de Fe/L), una
disolucién del correspondiente ligando en cloroformo (1,00 mL, 0,10 mM) y EtsN (50 pL). La
mezcla se sonica durante 1 h. Seguidamente, la mezcla se calienta a 50 °C durante 4 h y se
transfiere a un embudo de decantacidn. A partir de este punto se sigue el protocolo 1 descrito

anteriormente.

111.4.6. Caracterizacion de nanoparticulas de é6xido de hierro y ligandos

e Microscopia electrénica de transmision (TEM)

El TEM es un instrumento en el cual se hace pasar un haz de electrones a través de una muestra
ultrafina que es insertada en el aparato mediante una sonda porta muestras. Cuando se produce
la colisién de los electrones con la muestra, dependiendo de la composicién y grosor de la
misma, se produce una gradacion entre los electrones que atraviesan directamente la muestra
y los que son desviados.'>'* Todos ellos son modulados por unas lentes que forman una
imagen que, seguidamente se amplia y enfoca en una cdmara CCD (del inglés “charge-coupled
device”). Esta imagen estd formada por una combinacién de distintos tonos de grises que
corresponde a la densidad de electrones en cada zona de la muestra (a mayor densidad de
electrones la zona es mas oscura y viceversa). >4 Dependiendo del material, la aceleracién de
los electrones puede ser de entre 100-300 kV. Los niveles mds bajos de energia permiten analizar

elementos mas ligeros causando el menor dafio posible.}”®

La gran ventaja que ofrece el TEM frente a otras técnicas de microscopia es su elevado rango de

magnificacion, asi como de resolucién.'’
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En esta tesis doctoral hemos obtenido las imagenes TEM utilizando un microscopio FEI Tecnai
G2 trabajando con un voltaje de aceleracién de electrones de 100 kV. Las muestras fueron
preparadas de la siguiente forma: se depositd una gota de la solucién de las correspondientes
IONPs (~1 g/L de Fe) en una rejilla de cobre recubierta de carbono y se dejé que el disolvente se
evaporase lentamente. Los didmetros se calcularon haciendo una media de los didmetros

medidos en al menos cien NPs.*8

e Dispersion dinamica de luz (DLS)

La DLS es una técnica fisico-quimica utilizada para determinar la distribucion de tamafios de
particulas en suspensidn (tamafo hidrodinamico). Para llevar a cabo las medidas, esta técnica
tiene en cuenta la variacién de la intensidad de dispersion de las particulas en el tiempo.'’® La
luz laser se dispersa en todas las direcciones posibles al alcanzar las numerosas particulas que
hay en una suspensién. Los haces de luz dispersados por distintas particulas interfieren entre si
y se obtiene una intensidad de dispersidon determinada. Ademas, la intensidad dependera de la
posicion en ese momento de las NPs, es decir, del movimiento browniano. Las posiciones
relativas de las particulas varian constantemente entre si, cosa que también provoca cambios
en las condiciones de interferencia y en la propia intensidad de dispersion (coeficiente de
difusion). Si las particulas se mueven rapidamente (particulas pequefias), se acelera la variacion
de la intensidad de dispersidn y viceversa, si las particulas se mueven de forma mas lenta

(particulas grandes) se ralentiza la variacién de la intensidad de dispersion.t”’

En este trabajo las medidas de distribucion de las IONPs se han realizado en un Zetasizer Nano
Z590. Las IONPs se diluyeron en el medio correspondiente (agua milli-Q, tampdn PBS o medio
FBS) a una concentracion de 50 mg/L de Fe. Para llevar a cabo las medidas se utilizaron cubetas
desechables tipo ZENO118. Se configurd el indice de refraccién en 2,420, con un angulo de

deteccion de 173° de retrodispersion. Se realizaron tres medidas con una duracién automatica.
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Como modelo de andlisis se eligié una resolucién normal y, por Ultimo, para medir la distribucién

de tamanios se selecciond la media numérica.'*®

e Espectroscopia infrarroja por transformada de fourier (FT-IR)

La FT-IR es una técnica que surge como resultado de la unién de la espectroscopia de infrarrojo
(IR) con la microscopia dptica. En la espectroscopia IR, la radiacidn pasa a través de una muestra,
parte de esa radiacion es absorbida por la muestra y otra parte se transmite.’® La radiacién
absorbida provoca una serie de vibraciones caracteristicas las cuales se asocian a distintos
grupos funcionales de la molécula de estudio. Al realizar una medida de FT-IR se obtiene un
espectro en el que se observan distintas sefiales asociadas a distintos movimientos

vibracionales.'”®

Los espectros FT-IR se realizaron con un espectrometro FT-IR-4100 Jasco utilizando un accesorio
ART de reflexién unica (MIRacle ATR, PIKE Technologies) acoplado a un detector de telurio de
cadmio y mercurio enfriado con nitrégeno liquido. Todos los espectros se registraron en un

rango de frecuencias entre 3500-800 cm™ a una resolucién de 4 cm™ y acumulando 50 scans.

Una disolucién en agua de las IONPs funcionalizadas (100 pL, 1g Fe/L) o 5,00 mg de los ligandos
derivados de PEGiso0 Se depositaron en un portaobjetos y se llevaron a sequedad para realizar

el estudio.

e Analisis termogravimétrico (TGA)

El TGA es una técnica experimental que se utiliza para determinar la masa de una muestra
mediante el estudio de los procesos de descomposicidon térmica de masa de dicha muestra. Para
ello, esta técnica estudia la temperatura y/o el tiempo que tarda la muestra de estudio en
descomponerse.’® Los resultados se muestran como una curva termogravimétrica en la que se

representa la masa o el porcentaje de masa perdido frente a la temperatura y/o el tiempo.!8!
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En nuestro caso, las muestras sélidas de IONPs (5 mg aprox.) se depositaron en un crisol de
platino y se introdujeron en el sistema Mettler-Toledo (TGA/DSC 1). La temperatura se aumento
poco a poco mediante una rampa de calentamiento de 10 °C/min. desde 30 °C hasta 600 °C.

Todo el proceso se realizé bajo un flujo de N> (50 mL/min.).

e Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)

El ICP-MS es una técnica de andlisis inorganico altamente sensible cuya funcién es determinar
y/o cuantificar la mayoria de los elementos de la tabla periddica a excepcién del H, C, N, O, F, Cl,
S, |, Bry gases nobles. Esta técnica tiene la capacidad de hacer las mediciones a concentraciones
muy bajas del elemento/s de estudio (analito), hasta 1-10 ng del elemento por litro de

solucién.®

Basicamente, la técnica consiste en transformar la muestra, que se encuentra en estado liquido,
en un fino aerosol que es dirigido hacia un plasma de Ar cuya temperatura llega alcanzar los
10.000 K. El aerosol es sometido a distintos procesos que provocan la atomizacion e ionizacion.
En este punto, los iones generados pasan por un espectrometro de masas donde son analizados

y separados segln su relacién masa/carga (m/z).18

Las muestras de NPs para el analisis ICP-MS se digirieron previamente de la siguiente forma: a
25,00 ulL de una disolucién de IONPs en un matraz aforado de 25,00 mL se afiadié 2,50 mL de
agua regia recién preparada. Después de 12 h, se le afadid agua destilada hasta completar los

25,00 mL.

e Resonancia magnética de imagen

Como se detalld en la introduccidn, la RMI es una tecnologia no invasiva que permite obtener
imagenes anatdmicas tridimensionales detalladas. Para aumentar la nitidez de las imagenes se

utilizan, principalmente, agentes de contraste (AC) que presentan un atomo paramagnético
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responsable de la relajacidon de los protones de las moléculas de agua vecinas, como por ejemplo

complexonas de Gd o IONPs.

O Relajatividad y propiedades como agentes de contraste

La RMI emplea una corriente de radiofrecuencia, los protones son estimulados y giran fuera del
equilibrio, luchando contra la fuerza del campo magnético. Una vez que se apaga el pulso, los
protones se relajan dando lugar a procesos de relajacién longitudinal (r1) y transversal (r,)
resultando valores diferentes dependiendo del entorno en el que se encuentren dichos
protones.’® Los agentes de contraste mejoran la informacidon que nos aporta un diagndstico de
imagen disminuyendo los tiempos de relajacién T1y T,, aumentando el contraste en la region de

interés y mejorando, por tanto, la imagen que obtenemos de la zona a estudiar.®

Para evaluar la capacidad como AC en RMI se miden dos parametros: la relajatividad longitudinal
(r1) y la relajatividad transversal (r). Un incremento del valor de relajatividad produce un
aumento del contraste, positivo (sefial mas brillante, denominado AC tipo T:) o negativo (sefial

mas oscura, denominado AC tipo T,).18

Las relajatividades r1 y r; se calcularon a campo bajo (o clinico) y a campo alto (o preclinico),
utilizando los instrumentos Bruker Minispec a 1,5 T y Bruker Biospec a 9,4 T respectivamente.
Se prepararon concentraciones de IONPs entre 0,50 nM y 0,03 mM de Fe en agua o medio
fisiolégico a 37 °C. T: se determind utilizando secuencias de inversion-
recuperacion/recuperacion de saturacién. T, se determind usando la secuencia Carl-Purcell-

Meiboom-Gill.

Las relajatividades r1 y r, en campo alto se midieron en un sistema de resonancia magnética
equipado con gradientes con un campo de 400 mT m*y un resonador “bird-cage” en cuadratura
de 40 mm a 25 °C. Los valores de T:1 se determinan utilizando una secuencia eco-espin de

recuperacion de saturacion (valores de TR, repetition time, de 50 ms a 10 s) y los de T, a partir
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de una secuencia de 64 ecos Carl-Purcell-Meiboom-Gill (valores de TE, echo time, de 7,5 ms a

650 ms).

Las regiones de interés se dibujaron en la primera imagen de la secuencia de imdagenes y los

valores de intensidad se extrajeron y ajustaron usando las siguientes ecuaciones:
Mz(£) = Mo(1— e TR/M)
Myy (t) = Moe TE/M
- Mz y Mxy: intensidad de la sefial en el tiempo TR o TE.

- Mop: intensidad de la sefial en el equilibrio.

111.4.7. Ensayos bioldgicos

111.4.7.1. Métodos generales

(i) Disolventes y reactivos

Se usaron los siguientes disolventes y reactivos suministrados por Fisher Scientific y Aldrich:
medio de cultivo celular Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEN), suero fetal bovino (FBS),
penicilina, estreptomicina, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
dimetilsulféxido (DMSO), etanol, 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), marcador de fluorimetria

TO-PRO-3 yoduro.

(ii) Técnicas y aparatos

Para medir la citotoxicidad celular se eligieron los ensayos MTT y DAPI. Los materiales y aparatos
necesarios fueron: placas ELISA de 96 pocillos, estufa de cultivo, un lector de microplacas de
absorbancia (Dynatech MR7000 instruments) y el software Operetta Harmony®. El estudio de

la morfologia celular se realizé sobre las células utilizadas en el ensayo DAPI. Las imagenes se
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obtuvieron a partir del sistema de imagen Perkin Elmer Operetta (Perkinelmer) con una lente de

20x.

Para el analisis estadistico se utilizo el software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences
Inc.), la viabilidad celular se expresé como la media * la desviacion estandar (ICso). La prueba t
de student o el andlisis de la varianza se utilizaron para determinar las diferencias significativas
entre los grupos de las NPs y/o las condiciones experimentales. El nivel de significancia se

establecié en p<0,05.

e Estudios citotoxicidad celular

o Ensayo de viabilidad celular MTT

El ensayo MTT se realizd con la linea celular HFF-1 (fibroblastos de prepucio humanas) de las
que se sembraron 1 x 10* células por pocillo en placas ELISA de 96 pocillos (200 pL de células
diluidas en DMEN por pocillo, 5 repeticiones por muestra). Se dejaron crecer durante 24 h en
una estufa de crecimiento celular a 37 °C con un 5 % de volumen de CO; y unos valores de
humedad en torno al 95 %. Transcurrido ese tiempo, el medio de cultivo se remplazé por medio
fresco el cual contenia las IONPs funcionalizadas en varias concentraciones que iban desde 0,1
pg de NPs/mL hasta 100 pug de NPs/mL. Después de 24 h, el sobrenadante de cada pocillo volvié
a ser remplazado por 200 pL de medio fresco el cual contenia 0,5 mg/mL del reactivo MTT, y las
células se incubaron durante 2 h en las mismas condiciones anteriores. Después, se retird el
medio y los cristales de formazan formados se solubilizaron afiadiendo 200 uL de DMSO a cada

pocillo y agitando la mezcla vigorosamente.

En este ensayo también se prepararon dos controles para evaluar correctamente la
citotoxicidad: (i) Control negativo: células no expuestas a las IONPs funcionalizadas y (ii) Control
positivo, células expuestas a etanol (20 % v/v) durante 15 min. antes de llevar a cabo el

tratamiento.
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La viabilidad celular relativa (VCR) (%) y su error se calcularon a partir de la siguiente ecuacion:

[Abs] Test — [Abs] Control Pos.
[Abs] Control Neg.— [Abs] Control Pos. X

Viabilidad celular relativa (%) = 100

2

E %) — VCR(Test ( [o] Test ) N ( [o] Control )2
rror O8) = (Test) x [Abs] Test [Abs] Control

Donde c es la desviacidon estandar, y la [Abs] es la absorbancia a 550 nm.

O Ensayo de viabilidad celular DAPI

El ensayo DAPI se realizd siguiendo el mismo protocolo establecido en el estudio MTT, en lo
referente a la linea celular, HFF-1, nimero de pocillos y concentraciones de IONPs
funcionalizadas. Al igual que en el estudio MTT, también se prepard un control positivo en el
que las células estuvieron expuestas a etanol (20 % v/v) durante 15 min. antes de llevar a cabo
el tratamiento DAPI. Pasados los 15 min., todos los pocillos se tifieron con DAPI (dilucién 1: 3000)
para marcar los nucleos en todas las células, observandose un marcado mas fuerte en células

vivas, y con TO-PRO-3 yoduro para marcar sélo las células muertas (dilucién 1: 1000).

Finalmente, las imagenes se obtuvieron con el sistema de imagen Perkin EImer Operetta High
Content con una lente 20x. Se analizaron cada una de las réplicas de cada condiciéon tomando
10 imagenes aleatorias de 10 zonas distintas de un mismo pocillo. Para cada uno de los campos,
se capturaron imagenes de campo brillante y de fluorescencia para los marcadores DAPI y TO-
PRO-3 yoduro. Los porcentajes de mortalidad celular se calcularon de forma automdtica
mediante el software Operetta Harmony. Este sistema identifica todos los nucleos celulares
(vivos y muertos) a partir de la tincion con DAPI y asegura las células muertas calculando el

numero de nucleos que también poseen altos niveles de tincién con TO-PRO-3 yoduro.
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O Estudios de morfologia celular

El estudio de morfologia celular se realizé a partir de las células utilizadas en el ensayo DAPI.
Para ello, se tomaron imdgenes con el instrumento Perkin ElImer Operetta de cada una de las
réplicas de cada condicidén, tomando 10 imagenes aleatorias de 10 zonas distintas de un mismo
pocillo. Para cada uno de los campos se capturaron imagenes de campo brillante y fluorescencia
para los marcadores DAPIl y TO-PRO-3 yoduro. De este modo, podemos discernir la morfologia

celular.
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