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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion pretende la generacién de rutas sintéticas
para la obtencién de ligandos organicos que cumplan con los requerimientos
electronicos y estructurales presentes en el centro activo de la enzima superoxido
dismutasa de niquel.

Para esto se plantearon inicialmente una serie de fragmentos de partida,
determinados por analisis retrosintético del sitio activo de la enzima y, a partir de
estos, se propusieron cinco rutas sintéticas que se analizaron en términos de sus
posibles modificaciones y su potencial en la generaciéon de biomiméticos de la
enzima en estudio.

Esto permite concluir que, a través de estudios teodricos y computacionales, fue
posible la obtencion de cinco rutas sintéticas que permitieron la generacion de
ligandos organicos que cumplieron con las exigencias estructurales y electronicas
de la esfera de coordinacion del ion niquel en el sitio activo de la enzima superdxido
dismutasa de niquel.

De esta manera, el proyecto tiene como fin dltimo contribuir a la informacion
disponible sobre la sintesis de biomiméticos funcionales de la enzima superéxido
dismutasa de niquel, ya que existe a nivel internacional un alto interés cientifico en
estas macromoléculas como posible tratamiento de las enfermedades asociadas al
dafio oxidativo, ademas representa un desafio sintético bastante significativo, por lo
gue la informacion contenida en el presente proyecto podria representar un avance
importante en la elaboracion de rutas sintéticas para la obtencion de la estructura
de la esfera de coordinacion primaria de la enzima superéxido dismutasa de niquel.

Palabras clave: retrosintesis, rutas sintéticas, ligandos organicos, superéxido
dismutasa de niquel, biomiméticos funcionales.



ABSTRACT

This research project aims to generate synthetic routes for the production of organic
ligands that fulfill the electronic and structural requirements present in the active
center of the enzyme Nickel superoxide dismutase.

To this end, were determined a series of starting fragments by retrosynthetic analysis
of the active site of the enzyme, and from these were proposed five synthetic routes
that were analyzed in terms of their possible modifications and their potential in the
generation of biomimetics of the enzyme under study.

This allows to conclude that, through theoretical and computational studies, it was
possible to obtain five synthetic routes that allowed the generation of organic ligands
that met the structural and electronic requirements of the sphere of coordination of
the ion in the active site of the nickel superoxide dismutase.

The final aim of the project is to contribute in the information available on the
synthesis of functional biomimetics of the enzyme nickel superoxide dismutase,
since there is a high international scientific interest in these macromolecules as a
possible treatment of diseases associated with oxidative damage, in addition this
representing a significant synthetic challenge, so the information contained in the
present project could represent an important advance in the elaboration of synthetic
routes to obtain the structure of the primary coordination sphere of the enzyme nickel
superoxide dismutase.

Keywords: retrosynthesis, synthetic routes, organic ligand, nickel superoxide
dismutase, functional biomimetic.



1. INTRODUCCION

Las biomiméticas funcionales de la enzima superdxido dismutasa de niquel
(NiSOD), han despertado alto interés en la comunidad cientifica debido a Ila
complejidad de su funcionamiento, su potencial como biomimético y especialmente
por las caracteristicas Unicas de su centro activo. Es por esto, que se han
desencadenado diferentes investigaciones que han permitido obtener informacion
acerca de la relacidon funcion-estructura de la enzima y mas aun de las
caracteristicas de los ligandos organicos que acomparfian al ion niquel en la esfera
de coordinacion primaria de la proteina.

El interés principal en esta enzima radica en las caracteristicas de su actividad
catalitica, puesto que es capaz de eliminar los radicales libres a nivel intracelular,
convirtiéndolos en especies menos reactivas para el organismo como el agua y el
peréxido. Es por esto que la mayoria de las investigaciones en este campo
pretenden emular o biomimetizar el centro activo de la enzima, puesto que podria
ser un potencial farmaco para el tratamiento de las enfermedades asociadas con el
dafo oxidativo.

El presente proyecto busca el disefio de rutas sintéticas que permitan la sintesis de
novo de diferentes clases de ligandos organicos, que cumplan con los requisitos
electronicos y estructurales presentes en el sitio activo de la enzima Superoéxido
Dismutasa de Niquel.

Para esto se llevarad a cabo una indagacién en la literatura y en la base de datos
Reaxys, y finalmente se propondran una serie de rutas sintéticas que podran ser
consideradas para trabajos experimentales y teoricos en el futuro de esta linea de
investigacion. Se espera entonces que al final este proyecto, se haya generado un
conocimiento imprescindible para el desarrollo de biomiméticas de las NiSOD por
medio del disefio efectivo de una biblioteca de rutas sintéticas que permitan la
obtencion de los ligandos de la enzima. Ademas, se espera que el presente sea la
base de proyectos de grado futuros del grupo de investigacion del profesor James
Weston.



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1. PLANTEAMIENTO DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION

Con el fin de obtener ligandos organicos adecuados para la sintesis de complejos
organometalicos con potencial biomimético de la enzima superéxido dismutasa de
niquel (NiSOD), este proyecto propone disefiar rutas sintéticas que permitan la
sintesis de novo de diferentes clases de ligandos organicos que cumplan con las
exigencias estructurales y electronicas de las NiSODs. El presente formara la base
para proyectos de grado futuros del grupo de investigacién del profesor James
Weston.

2.2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.2.1. ANION RADICAL SUPEROXIDO Y ESTRES OXIDATIVO

El anién radical superéxido (O27) es un tipo de especie reactiva (Scandalios J.,
2002) de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (Apel & Hirt, 2004), el cual es
generado durante muchos procesos biolégicos, como por ejemplo, el metabolismo
aerdbico, la fosforilacion oxidativa, la fotosintesis, y el proceso inmunitario de
estimulacion de macréfagos y neutrofilos (Broering, Truong, Gale, & Harrop, 2012).
Sin embargo, estas especies ROS se generan en mayor proporciéon y de forma
inevitable como un subproducto de metabolismo aerdbico (Falkowski, 2006) por la
reduccion unielectronica del oxigeno molecular y se representa como una perdida
en la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Bian, y otros, 2015).

Estos aniones radicales superoxido se caracterizan por poseer fuertes
propiedades redox (Shin , Doddapaneni, & Park, 1992), funcionando en medios
organicos como nucledfilo (Augusto & Miyamoto, 2011) y como un oxidante débil en
soluciones acuosas, ocasionando que sean altamente peligrosos a nivel celular
(Gutowski & Kowalczyk, 2013).

Si estas especies reactivas de oxigeno no son eliminadas, podrian ocurrir dafios
significativos a nivel celular (Schéneich, Pogocki, Hug, & Bobrowski, 2003), como la
alteracion de las macromoléculas (lipidos, proteinas, hidratos de carbono y acidos
nucleicos) (Skoumalova & Hort, 2012) y la modificacion de los procesos celulares
en términos de la funcionalidad de las membranas (Halliwell & Gutteridge, 2007),
produccion de enzimas, la induccion génica (Finkel, 2003), etc.



De hecho, a nivel fisiologico un exceso de radicales libres puede romper el
equilibrio metabdlico (Landis & Tower, 2005), produciendo un cuadro clinico
conocido como estrés oxidativo, este se ha relacionado con numerosas patologias
en humanos entre las que se encuentran el Alzhéimer (Maes, 2016), Parkinson
(Wanker, 2000), sintomas de envejecimiento en general (Soto, 2001),
ateroesclerosis, cancer, insuficiencia renal aguda (IRA), insuficiencia renal cronica
(IRC), catarata senil, diabetes mellitus, hipertension arterial, etc. (Bar-Or & Bar-Or,
2015).

Sin embargo, bajo condiciones fisiologicas normales estas especias reactivas no
son completamente eliminadas (Scandalios J., 2002), ya que son moléculas criticas
en procesos biolégicos como la transduccion de sefiales, la plasticidad sinaptica
(Zuluaga Velez & Gaviria Arias, 2012), la defensa contra las infecciones y la
respuesta inflamatoria (Battistoni, 2003).

2.2.2. SUPEROXIDO DISMUTASAS

Para combatir el dafio oxidativo (Fridovich, 1972) ocasionado por las especies
reactivas de oxigeno y mantener las concentraciones limites de O2" (~ 1010 M)
(Gale, Cowart, Scott, & Harrop, 2011), los organismos aerébicos han desarrollado
una serie de metaloenzimas conocidas como superoxido dismutasas (SODs) (Gale,
Patra, & Harrop, 2009).

En la actualidad, se han caracterizado cuatro tipos de SOD las cuales difieren en
el cofactor metalico, encontrandose en esta familia a la superéxido dismutasa de
cobre y zinc (Cu/ZnSOD), de manganeso (MnSOD), de hierro (FeSOD) y la
superoxido dismustasa de niquel (NiSOD) (Packer, 2002). Dos clases de SOD han
sido extensamente caracterizadas a través de analisis estructurales, bioquimicos y
computacionales las Cu,ZnSOD y MnSOD o FeSOD (Barondeau, Kassmann,
Bruns, Tainer, & Getzoff, 2004).

Las enzimas Cu,ZnSOD (también conocidas como SOD1 y SOD3 en humanos)
(Perry, Shin, Getzoff, & Tainer, 2010) son proteinas homodiméricas o
monodiméricas, cuya estructura secundaria principal son las hojas plegadas
(Desideri & Falconi, 2003). Estas se encuentran en eucariotas y algunos procariotas
(Tomblyn, Kasarskis, Xu, & Clair, 1998). Mutaciones puntuales en la Cu,ZnSOD
humana demostraron que la enzima se relaciona con la enfermedad
neurodegenerativa esclerosis amiotrofica lateral (ALS o enfermedad de Lou Gehrig)
(Muller, y otros, 2008).
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Por su parte, MnSOD y FeSOD son proteinas homodiméricas homdlogas o
homotetraméricas, con dos dominios principales plegados en forma de hélice a (Van
Breusegem, y otros, 1999). Tres residuos de histidina, un acido aspartico y una
molecula de solvente, en geometria trigonal bipiramidal, coordinan el i6n Fe/Mn
(Miller A.-F. , 2001) (Figura 1). La expresion de MnSOD es generalmente inducida
por su sustrato, el oxigeno. En contraste, FeSOD se expresa constitutivamente en
el citosol de procariotas (Youn, y otros, 1996), eucariotas primitivos y algunas
plantas verdes (Hopkin, Karen, Papazian, Madeleine, & Howa, 1992).

Recientemente, una tercera clase de SOD que contiene niquel como cofactor
metélico fue descubierta en cepas de Streptomyces Yy cianobacterias (Palenik, y
otros, 2003), conocidas como NiSOD (Kanth, Oh, & Sohng, 2010). El presente
trabajo se enfoca en las caracteristicas bioquimicas y estructurales de esta enzima.
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Figural. Primera esfera de coordinacion en los centros activos de las SODs

Todas las enzimas SOD catalizan la desproporcion del anion radical superéxido
(Klug-Roth, Fridovich, & Rabani, 1973) para producir oxigeno molecular y peroxido
de hidrégeno a través de un proceso de oxidacion y reduccion (Nakane, y otros,
2014) [ecuaciones (1) y (2)].

El mecanismo catalitico se ha propuesto como tipo “ping-pong” (Parker, 2002),
controlado por difusién (k..  10° M1s?) (Bruno- Barcena, Azcéarate-Peril, &
Hassan, 2010), debido a que el nimero de recambio (sustrato-producto) es tan alto,
la velocidad de catalisis esta determinada solo por la frecuencia de colisiones entre
SOD y el anién radical superoxido (Rotilio & Calabrese, 1974).

05 + M%* - 0, + M™¢¢ (1)
05 + M™% + 2H* > H,0, + M°* (2)
205 + 2H* - H,0, + 0,
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Estas SODs poseen diferentes caracteristicas comunes: (a) una lisina cargada
positivamente que hace parte del canal enzimatico y que tiene como funcion guiar
el sustrato anionico al sitio activo (McAdam, Levelle, Fox, & Fielden, 1977), (b) el
uso de un ion metalico que permite la dismutacion del Oz incluso en el estado
acuoso [M(H,0)]™*, (c) similitud en la esfera de coordinacién primaria del cofactor
metélico con la presencia de un enlace His-N (Lawrence & Sawyer, 1979), (d)
afinidad del anién al centro del ion metéalico oxidado M°* siendo clave para soportar
el mecanismo de esfera interna de transferencia electronica (eT) para una de las
dos reacciones parciales de la SOD (Broering, Truong, Gale, & Harrop, 2012). Los
centros activos de las SODs se observan en la Figura 1.

El desarrollo de biomiméticas de SODs que permitan reducir los efectos
moleculares causados por el estrés oxidativo, ha despertado un alto interés en el
ambito cientifico. Los estudios llevados a cabo estan, en su mayoria, enfocados en
la inhibicién del crecimiento tumoral (Kensler, Bush, & Kozumbo, 1983) y en el
tratamiento de desordenes metabolicos relacionados con el sistema nervioso
central (Russo, 2010). Para esto, se han sintetizado compuestos con base en
metaloporfirinas (Weiss, y otros, 1992), poliamidas ciclicas de manganeso
(Yamazaki & Takao, 2008), asi como una serie de sales derivadas de manganeso
(Lewis, y otros) y nitréxidos (Santos, y otros, 2001), que han sido disefiadas en la
busca de biomiméticas potenciales de SOD (Batini¢-Haberle, Reboucas, &
Spasojevic, 2010)

Sin embargo, la utilizacion de estas biomiméticas como farmacos tiene varios
obstaculos, entre ellos, la rapida depuracion renal, la lenta extravasacion debido a
su radio molecular y densidad de carga (Broering, Truong, Gale, & Harrop, 2012), y
aun mas su biotoxicidad (Miller A.-F. , 2004); estos factores afectan negativamente
la farmacodinamica y farmacocinética. En la actualidad, ninguno de los
biomiméticos sintetizados ha podido ser comercializado como farmaco, a pesar de
las innumerables ventajas que representa para la calidad de vida de las personas;
de ahi el reto y la necesidad de desarrollar biomiméticos funcionales que
sobrepasen las desventajas enumeradas con anterioridad.

2.2.3. SUPEROXIDO DISMUTASA DE NIQUEL

La superédxido dismutasa de niquel (NiSOD) es el producto del gen sodN, que
codifica la proteina mas catorce aminoacidos en el extremo N-terminal que son
removidos en la maduracion de la enzima (Barondeau, Kassmann, Bruns, Tainer,
& Getzoff, 2004). La NiSOD es una proteina pequefia con 117 aminoacidos que fue
aislada por primera vez en 1996 de cepas de Streptomyces (Youn, Kim, Roe, Hah,
& Kang, 1996) y sus primeras estructuras cristalogréaficas resueltas sélo estuvieron
disponibles hasta el afio 2004 (Barondeau, Kassmann, Bruns, Tainer, & Getzoff,

12



2004). En la actualidad, estdn disponibles dos estructuras sélidas de NiSOD
pertenecientes a S. coleicolor y S. seoulensis (Wuerges J. , Lee, Kang, & Djinovic-
Carugo, 2008).

A partir de diversos estudios bioquimicos fue posible determinar que las NiSOD no
poseen ningun tipo de homologia con otras proteinas de su familia (Herbst, y otros,
2009), aunque se ha propuesto que la relacion entre estructura-funcion podria
conservarse en aspectos como: el direccionamiento electrostatico del Oz, en la
presencia de un sitio activo para el enlace con el anién radical superéxido (Kim,
Chung, Suh, Hah, & Roe, 1998), un enlace de hidrogeno que estabiliza la especie
reactiva, ambientes quimicos adecuados para las geometrias reducidas y oxidadas
del ibn metalico, y finalmente, un potencial redox apropiado (Benjumea Ballesteros,
2013).

Los estudios cristalograficos han revelado que NiSOD es un proteina
homohexamérica (masa molecular total de 78 kDa) comprendida por seis
subunidades y en cada una de ellas se alberga el ion Ni (llI/Il) (Broering, Truong,
Gale, & Harrop, 2012). La proteina plegada tiene una forma globular con una
cavidad interior hueca (Wuerges J., y otros, 2003). Un estudio mas detallado de las
subunidades revela que estas se encuentran ampliamente estabilizadas por
interacciones hidrofébicas y puentes salinos (Bryngelson P. A., Arobo, Pinkham,
Cabelli, & Maroney, 2004). Esta enzima presenta una esfera coordinacion primaria
Unica y utiliza un metal que generalmente no esta asociado con la unién o activacion
del oxigeno molecular o sus derivados (Gale, Narendrapurapu,, Simmonett,
Schaefer Ill, & Harrop, 2010)

Se ha establecido que en la estructura de la enzima, el sitio activo se compone
Unicamente de una secuencia de nueve aminoécidos (Barondeau & Getzoff, 2005),
los cuales contienen todos los ligandos necesarios para la formacién de un
macrociclo organico conocido con el nombre de “gancho de niquel” (Figura 2). Esta
secuencia provee el ambiente de coordinacion requerido para llevar a cabo la accién
catalitica de la enzima (Schmidt, y otros, 2008).
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Figura 2. Estructura del gancho de niquel, vista del centro activo de la enzima
superoxido dismutasa y los nueve aminoaciods necesarios para su
funcién catalitica

A partir de esta estructura, se han desarrollado diferentes investigaciones en las
que se pudo determinar que el motivo del gancho de niquel no presenta una
estructura organizada en la apo-proteina (sin Ni') (Bryngelson P. A., Arobo,
Pinkham, Cabelli, & Maroney, 2004), sin embargo, cuando se adiciona el i6n
metalico en su estado reducido (NiSODred) Se da una reestructuracion, logrando
generar una coordinacion cuadrado planar (Szilagyi, y otros, 2004) donde el Ni'" se
encuentra ligado por los grupos tiolatos de la Cys2 y Cys6 en un arreglo cis
(Barondeau, Kassmann, Bruns, Tainer, & Getzoff, 2004). La carboxiamida
desprotonada de Cys2 y la amina primaria de Hisl completan la esfera de
coordinacion N2S2, caracteristica de la enzima (Doukov, Iverson, Seravalli,
Ragsdale, & Drennan, 2002). Mientras que en el estado oxidado Ni"' (NiSODox) hay
un cambio de geometria en el complejo, en este caso se presenta una piramidal
cuadrada por la coordinacion del grupo imidazol-N® de la His1 (Gale,
Narendrapurapu,, Simmonett, Schaefer Ill, & Harrop, 2010). Se pueden observar los
cambios estructurales entre la enzima reducida y oxidada durante el proceso de
catalisis en la Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo propuesto para el modo de accién de la NiSOD. Se
observan los cambios estructurales y en el nimero de oxidacion del
niquel durante el proceso de catalisis enzimatica

La esfera de coordinacion primaria de la NiSOD es Unica y diferente de cualquier
otra metaloenzima de su familia. De hecho, existen pocos sitios metélicos en la
biologia con una amina N-terminal y una carboxiamida-N incorporadas como
ligandos de coordinacion para el ibn metalico (Ryan, Johnson, Cabelli, Brunold, &
Maroney, 2010). Adicionalmente, el enlace Ni-SCys es recurrente en la biologia
redox del niquel, y al parecer permite la modulacion del potencial redox del cofactor
metalico para facilitar la transferencia electronica bajo condiciones fisioldgicas
(Batini¢-Haberle, Reboucgas, & Spasojevi¢, 2010).

Esta ampliamente documentado que la coordinacién de tiolatos en los centros de
coordinaciéon cuadrado planar del Ni'" aumentan la sensibilidad hacia el Oz y las
especies radicales de oxigeno (Kovacs, 2004), en gran parte por la
desestabilizacion de los orbitales 1T de los grupos tiolatos debido a interaccion de
repulsion p(1r)-d(1r) entre los orbitales S(p) y Ni(d) (Gale, Narendrapurapu,,
Simmonett, Schaefer Ill, & Harrop, 2010).

Estas numerosas y Unicas caracteristicas de la superdxido dismutasa de niquel la
hacen un foco de investigacion a nivel mundial, en especial, por su posible papel
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como farmaco para combatir el estrés oxidativo y las innumerables afecciones de
salud relacionadas con este cuadro clinico.

2.2.4. BIOMIMETICOS DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA DE NiQUEL

El desarrollo de biomiméticos de estas enzimas se ha convertido un desafio para
los investigadores debido no soélo a sus complejas caracteristicas estructurales sino
también por la naturaleza del cofactor metalico y su influencia en las caracteristicas
de la farmacocinética y la farmacodinamica, que afectan radicalmente su potencial
como medicamento. De hecho, existen pocas biomiméticas conocidas de la NiSOD
y hasta el momento ningun sistema propuesto ha logrado ser comercializado como
farmaco.

Haciendo uso de la bioquimica fundamental que gobierna la reaccion de
dismutacion en el centro activo de la enzima NiSOD se ha iniciado la construccion
de complejos de bajo peso molecular [low-molecular weight (MW)], también
conocidos como modelos sintéticos, andlogos o biomiméticos. Los cuales
reproducen el ambiente de coordinacion primaria observado en la enzima (Dhar ,
Nethajia , & Chakravarty, 2004). Este método ha sido denominado synthetic
analogue approach, y se ha convertido en un nuevo paradigma en la quimica
bioinorganica que ha permitido aportar valiosa informacion sobre la estructura y
mecanismo de numerosas metaloenzimas (Manessia, Papaefstathioua,
Raptopouloub, Terzisb, & Zafiropoulosa, 2004). El objetivo de esta metodologia es
determinar los fundamentos que rigen las propiedades electrénicas y estructurales
de los sitos activos que permiten la catalisis enzimatica por medio de compuestos
low-MW (Broering, Truong, Gale, & Harrop, 2012).

Se han sintetizado varios biomiméticos de NiSOD. Por una parte, Shearer y
colaboradores prepararon algunos metalopéptidos basados en los primeros 12 0 7
residuos del extremo N-terminal del sitio activo de la NiSOD de S.coelicolor. En
contraste con los modelos de compuestos inorganicos, estos péptidos exhibieron
actividad catalitica (Tietze, Voigt, Mollenhauer, & Buntkowsky, 2014). Igualmente,
se han llevado a cabo analisis con mutantes del metalopéptido, en el que la Hisl
fue reemplazada por aminoacidos de Asp o Ala. En ambos casos, se observo una
actividad SOD disminuida (Shearer & Long , 2006).

Al mismo tiempo, Weston y colaboradores examinaron complejos peptidicos SOD-
activos basados en los primeros seis y nueve aminoacidos del extremo N-terminal
de la NiSOD. La resonancia magnética nuclear tridimensional de los péptidos
exhibio, en contraste con el enlace cis Leu4-Pro5 en la enzima nativa, un enlace
trans entre estos aminoacidos en el complejo peptidico. Con estos resultados, se
logré concluir que la orientacion de este enlace podria tener algun tipo de efecto en
el mecanismo catalitico y que debia ser tenido en cuenta al momento de comparar
coémo llevan a cabo su funcién los metalopéptidos sintéticos y la enzima nativa
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NiSOD (Schmidt, y otros, 2008). En esta misma investigacion, se llevaron a cabo
modificaciones en la secuencia de este péptido para demostrar que el grupo
imidazol de la His1, en contraste con la conclusion de Shearer y colaboradores, no
es esencial para la funcién del metalopéptido, debido a que la actividad catalitica no
desaparece completamente al cambiar el aminoacido por una alanina (Tietze, Voigt,
Mollenhauer, & Buntkowsky, 2014). Incluso, célculos DFT indican que el grupo
carbonilo en el enlace peptidico Pro5-Leu4 probablemente asuman el rol de quinto
ligando y fuercen al sustrato a entrar al centro metalico desde el lado contrario
(comparado con la enzima nativa) (Pelmenschikov & Siegbahn, 2006).

Estas discrepancias a nivel investigativo son sumamente importantes para
determinar la forma de catalisis de la NiSOD. Como consecuencia de esto se han
propuesto varios criterios importantes (Gans, Gill, & Johnson, 1998) para el disefio
y sintesis de biomiméticos de la enzima: (a) Los ligandos deben contener una
mezcla de nitrégeno/azufre para mimetizar la esfera de coordinacion primaria
observada en la enzima. En efecto, el prerrequisito para la actividad redox del niquel
en la biologia es la coordinacion con ligandos CysS (Grapperhaus & Darensbourg,
1998). (b) Mas alla de una simple replicacion estequiométrica de los atomos
donantes, es la naturaleza electronica de la coordinacion con nitrégeno y azufre y
la disposicion espacial de estos atomos, lo que define un buen biomimético (Tietze,
Voigt, Mollenhauer, & Buntkowsky, 2014). (c) Debe contener un ligando neutro
adicional N-donador para replicar la conversion redox de bajo espin (low-spin) 4C-
5C en la Ni(ll/lI1)SOD (Van Heuvelen, Cho, Dingee, Riordan, & Brunold , 2010). (d)
El constructo de los ligandos debe ser capaz de sufrir modificaciones similares a las
sucedidas en el ambiente de la matrix proteica de la NiSOD (Cho, Van Heuvelen,
Yap, Brunold, & Riordan, 2008). (e) Ademas, los puentes de hidrogeno o las
interacciones electrostaticas deben ser consideradas en la construccion de los
modelos, puesto que determinan el “fine-tuning” del biomimético para el
cumplimiento exitoso de la dismutaciéon del anion radical superoxido (Shearer &
Long, 2006).

Grupos de investigacion han empleado algunos o todos estos criterios para crear:
(a) pequenos péptidos de 3-12 aminoacidos que mimetizan la secuencia primaria
de la NiSOD, (b) ligandos mixtos que contienen nitrégeno-azufre o nitrégeno-
oxigeno que se asemejan electronica y estructuralmente a lo que se observa en la
enzima, (c) marcos electrénicos precisos compuestos por N2S2 0 N3Sz, (d) ligandos
asimétricos N2S que se aproximan al centro activo del i6n metalico con una
coordinacién abierta donde los donores N exdgenos se unen (NiN3S) y (e) ligandos
asimeétricos N2S con coordinacion abierta donde los ligandos S exdgenos se unen
para crear especies del tipo NiN2S2 (Tietze, Voigt, Mollenhauer, & Buntkowsky,
2014)

2.2.5. REQUISITOS ELECTRONICOS Y ESTRUCTURALES DE LA NiSOD
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Las estructuras cristalograficas revelan la presencia de una mezcla de igual
proporcion del estado de oxidacion diamagnético (Ni') y el estado de oxidacion
paramagnético (Ni'""), un hecho bastante inusual que sugiere una alta estabilizacion
del estado Ni"" el cual generalmente es un estado de oxidacién efimero en procesos
cataliticos con niquel (Barondeau, Kassmann, Bruns, Tainer, & Getzoff, 2004). En
la enzima este estado de oxidacién es muy estable y restringido estéricamente
(Grapperhaus, Mullins, Kozlowski, & Mashuta, 2004).

N S
LS/NI\N
NiSOD N his
LN
H

Figura 1. Estructura quimica del centro activo de la NiSOD

El ambiente catalitico de las SODs en el sitio activo (donde se encuentra el ion
metélico) es responsable por llevar a cabo por lo menos tres funciones conocidas:

e Ajustar el potencial redox del metal en un valor 6ptimo
para la catalisis (Miller A., 2008)

e Controlar el acceso de los aniones al sitio activo
(Bertini, Banci, & Piccioli, 1990)

e Proveer una fuente de protones para la formacion del
peroxido de hidrégeno.

El potencial de reduccion de la pareja O2/02" es -160 mV vs. E.N.H. (Electrodo
normal de hidrégeno) mientras que para la pareja O27/H202 es de 870 mV vs. E.N.H.
El punto medio entre estos dos valores (365 mV vs. E.N.H) es el potencial 6ptimo
para la reaccion catalitica de las Superdxido dismutasas (Herbst, y otros, 2009).

El niquel es una opcién inusual como cofactor metalico para las SOD, esto es
debido a que el potencial de reduccidn del Niac(II)/(11) es 1.94 V para la especie de
espin bajo Ni(lll) y 2.24 V para la especie de espin alto Ni(ll) (Kunishita, y otros,
2009), que es mucho mayor al rango biolégico apreciado. Sin embargo, el potencial
redox de la pareja Ni(ll1)/Ni(ll) es 290 mV (Benjumea Ballesteros, 2013).
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Esto demuestra que el ambiente proteinico es critico para adecuar el potencial de
reduccion del ion metélico y asi asegurar la potencia enzimética Optima para la
catalisis.

La mayoria de las SODs presentan una segunda esfera de coordinacién que
involucra la generacion de puentes de hidrogeno entre moléculas de agua que
rodean la proteina, y juegan un papel fundamental en optimizar el potencial redox
unielectronico del sitio activo. En contraste con esto, el sitio activo del niquel de la
NiSOD posee una cisteina (donador de S), tres diferentes tipos de donadores de
nitrogeno, y no posee un ligando tipo acua/hidroxo. La estrategia de usar
cisteinas/ligandos tiolatos para acceder a estados de oxidacion superiores, en este
caso para la dupla Ni (lli/ll), es muy comun en una que otra que involucra el
comportamiento redox del niquel (Gale E. M., 2012), pero no tiene precedente en
las SODs, y es inesperado debido a la facil oxidacién de los grupos tiolatos en
presencia de H202 y Oa2.

Para la sintesis de complejos de niquel con el ambiente de coordinacion requerido
cis-[N2S2] uno de los mayores retos es precisamente la inestabilidad inherente del
enlace metal-sulfuro (M-SR) y su susceptibilidad a la oxidacion (Sigel, Sigel, & Sigel,
2007). Es probable que en esta enzima los otros dos ligandos (amino y amida)
jueguen un papel fundamental en el fine-tuning del potencial redox (Diaz Lopez C.
A., 2012).

Se demostro en el grupo de investigacion del profesor James Weston, que los
requisitos estructurales y electronicos que el ligando orgénico de la enzima NiSOD
debe cumplir son: el aumento en el nimero de coordinacion del metal asociado al
cambio redox, para lo cual es necesario la presencia de un quinto ligando Iabil en
posicion axial, la coordinacién del metal por parte de dos ligandos donores sulfuros
en cis, de un grupo amino primario ademas de un grupo amida (Benjumea
Ballesteros, 2013) (Figura 4). Con el cumplimiento de los anteriores, se podra lograr
la modulacién efectiva del potencial redox y de esta manera se lograria la sintesis
de un biomimético potencial de la enzima superéxido dismutasa de niquel.

Esto implica que en el ejercicio sintético la biomimética enzimética debe lograr
tener un estado de oxidacion Ni'' que sea lo suficientemente estable para formarse,
asi como la modulacién correcta del potencial redox.
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2.3. OBJETIVOS

2.3.1. OBJETIVO GENERAL

Proponer y desarrollar rutas sintéticas teoricas para la obtencion de ligandos
organicos que cumplan con las exigencias estructurales y electrénicas de la esfera
de coordinacion del ion niquel en el sitio activo de la superéxido dismutasa de niquel
(NiSOD).

2.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.3.2.1. Proponer rutas sintéticas tedricas, con base en la literatura, para la
generacion de diferentes clases de ligandos organicos que cumplan las
exigencias estructurales y electronicas presentes en el centro de
coordinacion del niquel en la enzima.

2.3.2.2. Analizar estas rutas en términos de a) posibles modificaciones sintéticas
adicionales y b) su potencial en la generacion de biomiméticos de la
enzima NiSOD.

2.4. METODOLOGIA

Para el disefio de rutas sintéticas que buscan la generacion de diferentes clases
de ligandos organicos, que cumplan los requisitos estructurales y electrénicos de la
enzima superoxido dismutasa de niquel, fue necesario iniciar con una investigacion
en la literatura primaria de la estructura del sitio activo de la enzima NiSOD. A partir
de lo anterior, se hizo uso de estrategias retrosintéticas para la obtencién de los
ligandos de la enzima. Este es un enfoque del disefio de sintesis aportado por el
quimico estadounidense Elias James Corey y se basa en planificacién de la ruta
partiendo desde el producto final hasta llegar a unos compuestos de partida
asequibles, mediante una secuencia de pasos logicos (Corey, 1990).

Posteriormente, se utilizd la base de datos Reaxys (Elsevier, 2008) para
determinar si los equivalentes sintéticos propuestos son conocidos y se encuentra
reportada su respectiva ruta sintética. Esta base de datos es una nueva herramienta
basada en la web (no requiere instalacién de softwares) disefiada para ayudar a los
investigadores y profesionales en quimica en su flujo de trabajo, trasformando la
sintesis de nuevos compuestos en un proceso simple y eficiente. Reaxys ofrece
acceso directo a millones de datos profundizados y validados experimentalmente,
contenido seleccionado por especialistas, clasificados para los quimicos,
garantizando asi un acceso instantaneo a los datos deseados; bases de datos de
guimica organica, inorganica, organometalica, ademas de patentes, reunidas en
una unica coleccion; acceso a 80 categorias de hechos, estructurados alrededor de
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sustancias y reacciones, acompafadas de referencias bibliograficas; una Unica
bldsqueda por estructura o reaccién proporciona instantaneamente todos los datos
experimentales relevantes, como: punto de fusidn, espectroscopia NMR,
ecotoxicidad, bioactividad, entalpia de combustidn, distancias interatdbmicas, etc.
Por esto es una excelente herramienta en la planificacion y estructuracion de las
rutas sintéticas propuestas en este trabajo.

Conociendo los fragmentos retrosintéticos de partida, se prosiguié con el disefio
de una serie de rutas finales que acoplen los equivalentes sintéticos propuestos
para la generacién del ligando complejo (Matriz de marco légico en anexos).

Todo este proyecto se llevé a cabo gracias al uso de las bases de datos (local y
remoto) de libre acceso para los estudiantes de la Universidad Icesi, obteniendo
articulos de investigacion importantes de revistas de renombre internacional como
American Chemical Society, Science Direct, Science Magazine, Scopus, etc.

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Disefo retrosintético

En los afios de 1950, el profesor Elias J. Corey desarrollé un método sistematico
para el disefio de rutas sintéticas de moléculas complejas. Esta estrategia fue tan
eficiente que permitié que Corey fuese laureado con el Premio Nobel de Quimica
en el afio 1990 (Nobel Prize, 1990). Hoy en dia, esta técnica es conocida como
retrosintesis y se ha convertido en una herramienta poderosa usada por cientificos
a nivel mundial (Wang, y otros, 2016).

Molécula
compleja
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Figura 5. llustracion general del proceso de retrosintesis. Donde se parte de una
molécula compleja que es fragmentada en diferentes sintones
(denotados como Sn); se repite el proceso hasta que se llega a
precursores simples o disponibles comercialmente. Adaptado de
Divakaran, 2008
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En esta técnica, se lleva a cabo un proceso de fragmentacion tedrica de una
molécula compleja (Figura 5), que es el proceso inverso a la reaccion sintética,
generando una serie de precursores (también conocidos como sintones). Cada
precursor es luego examinado de la misma manera y el proceso se repite hasta que
se encuentra con una estructura simple o comercialmente disponible (Divakaran,
2008). En otras palabras, el analisis retrosintético permite la resolucion de
problemas de sintesis, por medio de la transformacion de una estructura compleja
en una secuencia progresiva de moléculas cada vez mas simples lo que permite,
finalmente, obtener moléculas de partida supremamente simple en comparacion
con la molécula compleja inicial (Corey, 1990).

El andlisis retrosintético es usado en campos diversos de la ciencia, incluyendo la
sintesis organica, la bioguimica, la quimica de materiales, y la ingenieria de
sistemas metabdlicos (Carbonell, Planson, & Faulon, 2013). La gran aplicabilidad y
eficiencia de la técnica ha desencadenado la creacion de diversos softwares que
permiten llevar a cabo el proceso retrosintético completo (Turrina, Garcia, Cox,
Casci, & Wright, 2016). En este proyecto, se hace uso de esta técnica como una
herramienta para el disefio de rutas sintéticas, que permitan la obtencién de
ligandos organicos capaces de formar complejos organometalicos con iones de
niquel y ademas ser potenciales biomiméticos de la NiSOD.

En el grupo de investigacion del profesor James Weston se han llevado a cabo
diversas investigaciones del centro activo de la enzima NiSOD. Como resultado de
estos estudios, se ha podido determinar los requisitos estructurales y electrénicos
gue un ligando organico de un metalocomplejo de niquel, debe cumplir para lograr
la correcta modulacién de su potencial redox. En el desarrollo del marco tedérico, se
hizo mencion de estos requisitos, un sumario general es:

e Presencia de un quinto ligando labil en posicién axial

e La coordinacién del metal por parte de dos ligandos
donores sulfuros en cis

e La coordinacion del metal por un grupo amino primario

e La coordinacién del metal por un grupo amida

El presente proyecto no contempla la presencia de un quinto ligando axial flexible,
debido a las conclusiones extraidas de la investigacion de Weston et al. donde se
afirma que la presencia de este ligando no es indispensable para la actividad SOD
(Schmidt, y otros, 2008). Sin embargo, se recomienda tener en cuenta esta
caracteristica estructural en el desarrollo de trabajos posteriores de esta linea de
investigacion.

Con el cumplimiento de los requisitos mencionados, es posible establecer el
siguiente motivo estructural general del centro activo de la NiSOD:
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Figura 6. Motivo estructural general de la estructura quimica del centro activo de
la NiSOD

Esta estructura general formo el punto de partida del disefio retrosintético en el
presente trabajo. Es posible llevar a cabo el proceso de fragmentacién de la
molécula en dos partes, primero haciendo un corte o desconexion vertical
(Estrategia 1) y luego haciéndole un corte horizontal a la estructura general
(Estrategia 2). De esta manera, se establecieron las primeras dos estrategias
generales para atacar el problema de investigacion.
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Figura7. Estrategias generales para el disefio de equivalentes sintéticos
usando la técnica de retrosintesis

En cuanto a la Estrategia 1, se generan dos fragmentos retrosintéticos SS y NN,
gue poseen dos grupos tiol y dos grupos amino, respectivamente. Entre las ventajas
que podria acarrear la eleccion de esta estrategia retrosintética esta el hecho de
qgue funcionan a través de reacciones de sintesis diferentes, esto gracias a la
presencia exclusiva de un mismo elemento en cada fragmento, ya sea de nitrégeno
o de azufre, lo que podria limitar los problemas sintéticos, como por ejemplo, los
asociados con procesos de condensacion y/o la formacion de ligandos mixtos no
deseados.

En la Estrategia 2 se da la fragmentacion de la molécula en dos partes

“equivalentes”. Estos equivalentes sintéticos SN1 y SNz le confieren una ventaja a
la etapa de sintesis, ya que al ser iguales permiten la obtencién de un complejo
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simétrico a través de una sola ruta sintética. Sin embargo, la formacion de complejos
con este tipo de simetria va en contra de las disposiciones atdmicas observadas en
la enzima y de manera esquematica en la Figura 6.
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Figura 8. Posible macrociclo simétrico formado al hacer uso de la Estrategia 2

Para cada una de las estrategias planteadas hay variables inmutables que deben
ser aseguradas para el correcto proceso de sintesis.

En primer lugar: deben plantearse reacciones de acoplamiento de los
fragmentos retrosintéticos propuestos, esto se llevo a
cabo haciendo uso de grupos funcionales reactivos (Fg1l,
Fg2), que permiten la union de los fragmentos y asi la
formacion del macrociclo buscado.

En segundo lugar: deben determinarse métodos de
proteccion/desproteccion de los grupos principales de los
ligandos (amino y tiol), para asegurar —a nivel
experimental- que en la etapa de acoplamiento solo se
dé la reaccion entre Fg1 y Fge.

2.5.2. Reacciones de Acoplamiento

Con el fin de lograr unir los fragmentos retrosintéticos individuales propuestos en
la Estrategia 1 y Estrategia 2, se hace uso de grupos funcionales reactivos
denotados en la siguiente ecuacion y a lo largo del presente texto como Fgly Fg2.

R Fg, + R, Fg, ——= R, R, (3)

1

El presente proyecto se limitd al uso de sintesis de amidas como estrategia
de acoplamiento, por medio de la condensacion de un acido carboxilico y un
grupo amino como estrategia para union de los equivalentes sintéticos.

En la naturaleza la sintesis de proteinas se lleva a cabo a través de una secuencia
de reacciones de acoplamiento peptidico (formacion del enlace amida por la
reaccion entre alfa-aminoacidos) bastante complejas (Montalbetti & Falque, 2005).
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De esta manera los aminoacidos se enlazan entre si para formar macromoléculas,
cada grupo amida es conocido como enlace peptidico, y este ultimo se forma
mediante una reaccion de condensacion entre el grupo carboxilo de un aminoacido
y el grupo amino de otro (Brown, LeMay, Bursten, & Murphy, 2009) acompafiado de
una hidrolisis (Jaramillo, 2002).

HO HO

Los enlaces peptidicos, no s6lo son conectores claves para la sintesis de proteinas
en la naturaleza, de hecho, en la actualidad, la quimica sintética hace uso de este
grupo funcional para la obtencién de farmacos y compuestos con actividad biolégica
(Pattabiraman & Bode, 2011). Por lo que se han desarrollado una amplia variedad
de técnicas sintéticas para la formacion de enlaces tipo peptidico pero a nivel de
laboratorio.

El proceso generalmente requiere la activacion del acido carboxilico terminal en la
presencia de reactivos de acoplamiento. La activacion consiste en reemplazar el
grupo hidroxi por un buen grupo saliente (grupo reactivo X, en la ecuacioén). La
reaccion entre el intermediario activado y la amina es conocida como coupling
reaction (Joullié & Lassen, 2010).

o]

o
| |
R/\x + H2N—R‘ R/\”_R‘ (5)

Dependiendo de las caracteristicas estructurales de la molécula blanco y de los
diferentes desafios sintéticos asociados con la misma, existen diferentes estrategias
para obtener el enlace amida. El rango de métodos va desde el uso “sencillo” de
haluros de acilo, anhidridos y carbodiimidas (Lanigan, Starkov, & Sheppard, 2013)
hasta técnicas mas elaboradas como low-racemization inducing methods
(Bodanszky, 2003). Todas estas metodologias para la ligacibn de fragmentos
mediado por los enlaces amidas, ofrecen estrategias convergentes para la sintesis
de moléculas altamente funcionalizadas de interés biolégico (Falque & Montalbetti,
2008).

Aunque el presente proyecto se enfoque en el acoplamiento utilizando la

generacion de un enlace amida, existen otros meétodos sintéticos que pueden usarse
para la formaciéon de enlaces entre fragmentos, uno de estos es la reaccion de
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metatesis (Chauvin, 2005) El esquema general de esta reaccidon se observa en la
ecuacion (6) (Katz & McGinnis, 1975)

>:< VA SN ~, ©

d

De forma general, se puede describir como un proceso catalitico en el que el metal-
carbeno se adiciona a una de las olefinas mediante una cicloadicion [2+2] dando un
metalociclobutano, que por posterior ciclorreversion, libera una molécula de etileno
(solo si la olefina es terminal). Se genera asi un nuevo intermedio metal-carbeno
que reaccionara con la otra olefina mediante el mismo mecanismo de cicloadicion y
ciclorreversion (Herisson & Chauvin, 1970). Finalmente, se libera ell producto de
metatesis y se regenera el catalizador, comenzando de nuevo el ciclo catalitico
(Ulman & Grubbs, 1988).

Sin embargo, bajo el epigrafe “metatesis” se engloba una gran variedad de
transformaciones (Nevado Blazquez, 2008): (a) la metatesis de olefinas, entre las
que se puede encontrar la formacion de olefinas ciclicas, la formacion de dienos, la
polimerizacion de olefinas ciclicas y aciclicas y por ultimo el intercambio de grupos
entres dos olefinas (cross-metathesis) (Katz & Rothchild, 1976), (b) la metatesis de
eninos, que implica la reaccion de un alqueno con un alquino para dar un 1,3-dieno
(Kulkarni & Diver, 2003) y (c) la metatesis de alquino, a partir de la cual se pueden
obtener selectivamente alquenos Z 6 E (Grubbs & Chang, 1998).

La metatesis es una forma llamativa de acoplar fragmentos “equivalentes” o que
presenten alta simetria (Hoveyda & Zhugralin, 2007). Ademas esta reaccion
presenta ventajas sintéticas como lo son el ser altamente selectiva (Lippard &
Grubbs, 2007) por lo que puede llevarse a cabo en la presencia de numerosos
grupos funcionales y también evita reacciones de hidrolisis en el macrociclo
sintético. El uso de la reaccion de metatesis, se propone como estrategia alternativa
para la union de fragmentos retrosintéticos, por lo que se recomienda sea
considerado en proyectos de grado futuros de esta linea de investigacion.

2.5.3. Estrategia 1
La estrategia 1 involucra la fragmentacion de la estructura general propuesta en

dos partes antisimétricas (fragmento retrosintético SS y NN). Obteniéndose lo que
se observa a continuacion:
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Figura 9. Estrategia 1 para el disefio de equivalentes sintéticos. Donde Fg1y Fg2
son los grupos funcionales reactivos (amina o acido carboxilico) para
la generacion de un enlace amida entre los fragmentos retrosintéticos

2.5.3.1. Fragmento retrosintético SS

2.5.3.1.1. Quimica del azufre

Los tioles son homélogos pesados de azufre de los alcoholes. Estudios
estructurales han demostrado que la carga negativa del ion tiolato se distribuye
sobre un espacio de mayor volumen que la carga de un ion alcoxido; ello determina
gue el ion tiolato sea mas estable (Yurkanis Bruice, 2008) y, en consecuencia, los
tioles son acidos mas fuertes que los alcoholes. Los iones tiolato, mas grandes, se
solvatan menos que que los alcoxido esto hace que los primeros sean mejores
nucleofilos en disolventes proticos (Wade, 2011).

Ademas, el azufre es un nucledfilo excelente porque su nube electronica es
polarizable. El resultado es que los sulfuros reaccionan con facilidad con los haluros
de alquilo para formar sales de sulfonio (Cotton & Wilkinson, 2005). Como tiene un
grupo saliente débilmente basico, un ion sulfonio experimenta con facilidad
reacciones de sustitucion nucleofilica. Al igual que otras reacciones Sy 2, la reaccién
se efectlia mejor si el grupo que sufre el ataque nucleofilico es metilo o alquilo
primario (Cotton & Wilkinson,1996). Un ejemplo de esto en la biologia es SAM, un
agente metilante que es una sal de sulfonio (Voet, Voet, & Pratt, 2006).

Como el azufre no es tan electronegativo como el oxigeno, los tioles no son buenos
formadores de puentes de hidrogeno. En consecuencia, presentan atracciones
intermoleculares mas débiles y su puntos de ebullicion son menores que los de los
alcoholes.

En la naturaleza los enalces disulfuro (-S-S-) intramoleculares e intermoleculares
ayudan a estabilizar la estructura terciaria y cuaternaria de muchas proteinas. Estos
enlaces covalentes se forman por el enlace oxidativo de grupos sulfhidrilo (-SH),
existentes en dos residuos de cisteina de la misma o diferentes cadenas
polipeptidicas. Esta reaccion puede tener lugar espontdneamente sélo cuando hay
un agente oxidante adecuado (Lodish, y otros, 2004). Este tipo de enlace también
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conocido como puente disulfuro impide que, cuando se desnaturaliza la proteina,
adopte de forma total la configuracion de ovillo estadistico, sobre todo cuando las
cisteinas que se unen estan separadas por muchos aminoéacidos (Freifelder, 2003).
Si se tuviese experimentalmente un ambiente oxidante adecuado, la formacion de
puentes disulfuro entre las moléculas (que son producto de reaccion) podria tener
consecuencias indeseadas e inadvertidas en los pasos sintéticos posteriores y aun
mas en la capacidad de que el producto obtenido pudiese llegar a ser un
biomimeético funcional de la enzima.

Por otra parte, los analogos con azufre de los éteres son llamados sulfuros o
tioéteres. Estos son faciles de sintetizar por medio de la sintesis de Williamson de
éteres, usando un ion tiolato como nucleofilo, el azufre juega el papel de agente
reductor moderado (Wade, 2011).

m _ (7)

S + R2 Br R1 R2 + Br

RI

Por otro lado, deben ser considerados en la etapa de sintesis los compuestos
derivados de la oxidacion del azufre. Los tioles y sulfuros pueden transformarse en
compuestos en los que uno, dos o incluso tres atomos de oxigeno estén enlazados
con el azufre, aumentando la valencia de este ultimo atomo hasta cuatro o seis
(Gutshe & Pasto, 1979). Por ejemplo, se da la formacion de grupos funcionales
como los sulfonilos y los sulféxidos (entre otros de menor interés sintético).

El primero de ellos es un grupo funcional RS0; , que se obtiene generalmente como
sustituyente del &cido sulfénico por medio de la remocién de uno de los grupos
hidroxilo (Ege, 2004). De hecho, la reaccion de los derivados sulfonilo con alcoholes
y aminas permite obtener ésteres y amidas de acidos sulfénicos (sulfonamidas),
respectivamente (Brafia, Cacho, & Guisado, 2006). Si se piensa en el proceso
sintético, se tiene que para la Estrategia 1, los equivalentes sintéticos NN y SS
deberan ser preparados en procedimientos separados, lo que asegura la baja
posibilidad de formacién de grupos funcionales como sulfonamidas. Sin embargo,
el reto real radica en evitar la oxidacion inicial de los compuestos azufrados.

Mientras que los sulféxidos son compuestos que tienen dentro de su estructura un
grupo funcional sulfinilo unido a dos atomos de carbono (Pasto & Johnson, 2003),
generalmente, los sulfoxidos se consideran como sulfuros oxidados. Se obtienen de
la oxidacion de sulfuros o tioéteres, de la adicion de &cidos sulfénicos a alcoholes
alilicos y del rearreglo de ésteres de sulfonato (Albores Velasco, Caballero Arroyo,
Gonzales Quezada, & Pozas Horcasitas, 2006). En este tipo de compuestos la
interaccion S-O tiene un aspecto electrostatico distintivo (diferente al enlace C-0O),
gue le confiere a la molécula un caracter dipolar significativo por lo que puede ser
participe de reacciones de eliminacion,de la oxidacion de Swern, preparacion de
epoxidos, reaccion de Pummer (Beyer & Walter, 1987), etc.
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Probablemente, sea la formacion de estos compuestos oxoazufrados los
responsables de que los sistemas planteados para biomimetizar la NiSOD, sean
sumamente inestables en la presencia de oxigeno después de un periodo corto de
tiempo (Shearer, Neupane, & Callan, 2009) y ademas generen especies poliméricas
no deseadas en la mezcla de reaccién (Glass, Krause, Laurence, & Jackson, 2012).

Debido a las caracteristicas quimicas de los &tomos de azufre y su influencia en
los grupos funcionales que lo poseen, es necesario que para la etapa sintética
deban establecerse estrategias de proteccion/desproteccion y asi obtener el
producto deseado sin reacciones colaterales.

2.5.3.1.2. Fragmentos retrosintéticos SS propuestos

Se inici6 con el disefio de posibles estructuras de partida que cumplieran con los
requisitos estructurales presentes en la enzima, a continuacion se llevé a cabo la
busqueda de estos equivalentes sintéticos haciendo uso de la base de datos de
Reaxys. En este banco de datos se procedié a graficar computacionalmente la
estructura query y se encontraron (0 no) rutas sintéticas reportadas para el
fragmento disefiado. Debido a que este proyecto se enfoca en el disefio de
estructuras orgénicas, se evitaron las estructuras similares a las cisteinas originales
del péptido. De esta manera se escogieron los siguientes fragmentos como posibles
puntos de partida para la Estrategia 1.

Los fragmentos encontrados fueron clasificados como estructuras alifaticas o
aromaticas.

Fragmentos retrosintéticos SS alifaticos

o}

SH
SH
HO

a sH HoN SH
b
99%*
USA Patente n°

Dang, Sobczak, Mebel, WO2005/14524 A2, 2005
Chatgilialoglu, & Wnuk, 2012 '
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Fragmentos retrosintéticos SS aromaticos

HO (0]
0 SH s)\
S SH H,oN S
~ HO Y
s
Cc d e
PubChem Compound ID: 64%* 91%*
117358333 _ _
(Schimann, Backer, & (Okamura, Ushijima, Omi,
(NIH - National Center for Enoch, 1996) & Onitsuka, 2013)
Biotechnology

Information, 2016)

Figura 10. Fragmentos retrosintéticos SS propuestos, se presentan los
porcentajes de rendimiento (*) de la reaccion reportado por la fuente
bibliografica

La reaccion de sintesis del equivalente sintético SS alifatico a presenta un
porcentaje de rendimiento sumamente alto lo que representa una ventaja
significativa para la etapa de sintesis. Sin embargo, un analisis destallado de la
estructura, permite evidenciar que este equivalente sintético no presenta flexibilidad
en el extremo carboxilico, esto significa que para que la reaccion de acoplamiento
se lleve a cabo de la manera correcta y los grupos funcionales se orienten
adecuadamente para la coordinacién con el &tomo de niquel, es necesario que el
ligando NN con el que se acople posea una cadena flexible donde esta unido el
grupo funcional reactivo (Fgz) que permitira la formacion del enlace.

El fragmento retrosintético b presenta una estructura con una ramificacion
medianamente flexible que posee un grupo amino terminal, sin embargo, su
reaccion sintética esta patentada por lo que los detalles de la ruta para su obtencién
no son de dominio publico.

Para los fragmentos retrosintéticos SS aromaticos, se debe tener en cuenta cual
seria el efecto tanto en el potencial redox como en capacidad biomimética de
adicionar al ligando una estructura organica como el benceno.

Estudios sistematicos del efecto que supone la variacion estructural de los ligandos
sobre el potencial redox de complejos de nigquel mostraron que la adicion de un
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grupo bencénico, y en general, un mayor grado de insaturacion en el macrociclo
desfavorece la formacion del Ni'" (Lovecchio, Gore, & Busch, 1974), por lo que este
efecto debera ser tenido en cuenta en estudios electroquimicos futuros de este tema
de investigacion.

A pesar de que la reaccion de dismutacion pudiera verse afectada al hacer uso de
estructuras ciclicas se ha documentado que la inclusibn de grupos tiolatos
disminuyen el potencial redox del par Ni'"'/Ni" a valores cercanos al éptimo (Green,
Brothers, Darensborug, & Rockcliffe, 2009), permitiendo que el uso de compuestos
aromaticos no represente (necesariamente) una limitacion para los fragmentos
propuestos.

El equivalente sintético c representa una via llamativa para la generacion de
macrociclos organicos de la NiSOD, principalmente porque su estructura ya posee
los grupos tioles protegidos evitandose pasos adicionales en la ruta sintética,
ademas presenta un extremo (con un grupo carboxilico) bastante flexible, lo que
permitiria acoplar los fragmentos de la manera y orientacion deseada. Sin embargo,
el compuesto no presenta una ruta sintética disponible para la comunidad cientifica
(patente) por lo que la Unica opcion de obtencion es la compra.

El equivalente sintético d presenta en su estructura un grupo carboxilico poco
flexible, lo que se considera un inconveniente; sin embargo, soluciones alternativas
para el acoplamiento incluyen desde la reaccion con un ligando NN que tenga la
flexibilidad necesaria para evitar problemas en la sintesis del macrociclo deseado
hasta el uso de aminoacidos pequefios como la glicina que sirva como un puente
entre los fragmentos, facilitando la unién de los mismos y por ende la formacion del
macrociclo. Estas estrategias deberan ser tenidas en cuenta en la etapa de sintesis.

Para el fragmento retrosintético e se observa en su estructura la ventaja de poseer
los grupos tioles protegidos; sin embargo, al igual que la mayoria de los fragmentos
de esta seccion, no presenta un grupo amino con flexibilidad. Por lo que deberan
implementarse estrategias en la etapa de sintesis que permitan la reaccion de
acoplamiento entre los fragmentos y ain mas la orientacion correcta de los grupos
funcionales en la esfera de coordinacién primaria del niquel.

2.5.3.1.3. Estrategias de proteccién de los grupos tioles

Existen basicamente dos formas de proteger los grupos tioles,
independientemente de la metodologia sintética utilizada (Hiskey, 2000). Por un
lado estan aquellos grupos que se liberan en la etapa final de la sintesis, al tiempo
que los restantes protectores permanentes. Por otro lado, aquellos grupos cuya
eliminacién es independiente del resto de protectores permanentes (Grant, 2002).

En el primer grupo estan el p-metilbencilo (Meb) (Erickson & Merrifield, 1973) vy el
p-metoxibencilo (Mob) (Akabori, Sakakibara, Shimonishi, & Y.A., 1964), eliminables
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con HF y compatibles con la quimica Boc (Ramos Tomillero, y otros, 2013); también
pertenecen a este grupo el tritilo (Trt) (McCurdy, 1989) y trimetoxibencilo (Tmob)
(Munson, Garcia-Echeverria, Albericio, & Barany, 1992), labiles al &cido
trifluoroacético (TFA) y aptos para la quimica Fmoc. Al usar los reactivos de este
grupo, la acidolisis final dara lugar al macrociclo buscado con las funciones tiol
libres. Los grupos Mob, Trt y Tmob pueden ademas eliminarse, previamente a la
acidolisis final, con yodo o trifluoroacetato de talio (Ill) [TI(tfa)3].

O— ©
—0 S —s
O O 9
/
; o—
Meb Mob Tmob Trt

Figura 11. Grupos protectores de la funcién tiol

La desproteccion de las funciones tiol puede también llevarse a cabo
independientemente de la aciddlisis. Una alternativa para ello es la proteccion con
el grupo acetamidometilo (Acm) (Zhang, y otros, 2008) que es totalmente estable
frente a acidos y eliminable mediante oxidacion con acetato de mercurio (ll)
[Hg(OAcC)2], seguido de tratamiento con 3-mercaptoetanol para dar el grupo tiol libre.
Este grupo protector es compatible con las metodologias sintéticas Boc y Fmoc
(Hiskey, 2000).

Todos los métodos mencionados, en mayor o menor extension, pueden dar lugar
a reacciones de dimerizacion y oligomerizacion (Andreu & Rivas, 1997). Estas se
pueden minimizar empleando condiciones diluidas en solucion, o bien trabajando
en fase sdlida, aprovechando el efecto de pseudo-dilucion (Mazur & Jayalekshmy,
1979) asociado a las reacciones sobre soporte polimérico. Para facilidades
experimentales se propone como principal mecanismo de proteccién/desproteccion
de los grupos azufrados la metilacion/desmetilacion.

Existen diferentes procedimientos para alquilar estos grupos funcionales usando,
por ejemplo, reactivos clasicos denotados como R’Z en la ecuacién y que
generalmente son electrofilos de alquilo (Lamoureux & Aglero, 2009).

Agente alquilante

R—SH —» R—S—R’ (8)
Rz
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2.5.3.2. Fragmento retrosintético NN

2.5.3.2.1. Quimica del nitrégeno y reactividad de los grupos aminos

El nitrégeno es el elemento mas electronegativo del grupo V (Huheey, Keiter, &
Keiter, 2007), este atomo presenta diversas caracteristicas interesantes, por
ejemplo, solamente los cuatro orbitales de la capa L estan disponibles para la
formacion de enlace, de forma que el nitrdgeno forma un maximo de cuatro enlaces
(Rayner-Canham, 2000) (tetraédrico) cuando estd en forma de iones amonio
sustituidos y de oxidos de amina. Ademas, es el Unico elemento del grupo V que
existe en forma de moléculas diatbmicas a temperatura ambiente y el Unico que
permanece en esa forma en los estados liquido y sdlido (House, 2008).

La existencia de muchos estados de oxidacion del nitrégeno hace que un estudio
detallado de sus reacciones resulte un trabajo excesivo para este texto. Se
mostraran por tanto las caracteristicas mas sobresalientes de este atomo.

El nitrogeno forma enlaces simples, dobles y triples estables con el carbono,
demostrando la facilidad de formacion de enlace 1 p-p (Gillespie, 1990). La mayoria
de compuestos que contienen nitrégeno y oxigeno comprenden, de manera
anéloga, enlaces multiples (Cotton & Wilkinson, Basic inorganic chemistry, 1996).
Cuando reacciona con oxigeno, se forman especies como HNO:zy H2N202, que son
acidos débiles pero también forma &cidos que se ionizan por completo en medio
acuoso como el HNOs (Miessler & Tarr, 2011).

Una de las especies quimicas mas interesantes que forma el nitrégeno son los
cianuros organicos (nitrilos) (Sharpe, 1993), los cuales son compuestos
practicamente neutros y no forman sales con acidos acuosos (Allinger, y otros,
2000). Las reacciones de los nitrilos pueden dividirse, en general, en reacciones del
grupo ciano (CN) y reacciones de los aniones de nitrilos que tienen hidrogenos alfa
(RCH-CN) (Well, 1978).

Para el desarrollo de biomiméticos de la NiSOD se han sintetizado una serie de
metalocomplejos, en algunos de ellos se ha hecho uso de especies nitrogenadas
diferentes a las encontradas en la enzima nativa como lo es el grupo amidato. Estos
altimos, son especies nucledfilas (Gray & Haight, 2003) que suelen actuar a través
del nitrégeno, atacando a diferentes electroéfilos. Los complejos metal-amidato han
sido materia de investigacion en las Ultimas décadas (Huh, y otros, 2014),
principalmente por su importancia en areas como la bioquimica y la quimica
medicinal. Este grupo funcional esta presente en metaloenzimas importantes como
la nitrogenasa (Peters, y otros, 1997), la nitrilhidratasa (Nagahima, y otros, 1998) y
la carbon monodxido dehidrogenasa/acetil Co-A sintasa (CODH/ACS) (Darnault, y
otros, 2003). Ademas, se ha establecido que tiene cierta implicacion en el avance
de enfermedades neurodegenerativas como mad cow, kuru y Creutzfeldt-Jakob
(Millhauser, 2004). Otra caracteristica importante de los grupos amidatos es que
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funcionan como potenciales sistemas de liberacion especificos para dianas
moleculares relevantes (Rose & Mascharak, 2008).

A pesar de que las caracteristicas quimicas de estos grupos funcionales que
contienen nitrégeno son sumamente imprescindibles para la quimica orgénica, este
trabajo se centra en la importancia y reactividad de los grupos nitrogenados que
posee el macrociclo organico de la NiSOD, como por ejemplo las amidas.

Por otra parte, las amidas son derivados alquilados del amoniaco. El par de
electrones no enlazados en el &tomo de nitrégeno le permite actuar de base y de
nucleofilo (Carey & Sundberg, 2007).

Este grupo funcional se caracteriza porque el grupo saliente de una amina (:NH2)
es una base sumamente fuerte (Boyd & Morrison, 1990). La protonacién del grupo
amino lo hace mejor grupo saliente, pero no tan bueno como un alcohol protonado.
Por consiguiente, el grupo saliente de una amina protonada no se puede disociar y
formar un carbocation, ni ser reemplazada por union haluro (Yurkanis Bruice, 2008).
Tampoco se pueden desplazar los grupos amino protonados por nucledfilos
fuertemente béasicos, como el ion hidroxi, porque el nucledfilo reaccionaria
inmediatamente con el hidrogeno &cido del grupo NHs* convirtiéndose en agua, un
mal nucledfilo (Warren & Wyatt, 2008).

R—NH; + OH — R—NH, + OH, 9)

Las aminas reaccionan como nucledfilos en una gran variedad de reacciones: en
aguellas de sustitucion nucleofilica, que alquilan la amina (Bruckner, 2002), por
ejemplo,

R—Br + R—NH, — R—”+—R + BT == R—N—R + Her (10)
2

en reacciones de sustitucion nucleofilica del grupo acilo, donde se acila la amina
(Wade, 2011),

o]

0
R)Lm + 2R—NH, —> R N—R + R—NH;CI™ (11)

y también en reacciones de adicion nucleofilica-eliminacion, las reacciones de
aldehidos y cetonas con aminas primarias para forma iminas y con aminas
secundarias para formar enaminas (Carey & Sundberg, 2007):
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Q:o , @ — Q:@ ow (12)

Cabe mencionar que las arilaminas primarias reaccionan con acido nitroso para
formar sales de arildiazonio. Estas tienen amplia aplicacién en sintesis porque una
gran variedad de nucleofilos pueden sustituir el grupo diazonio. Esta reaccion
permite preparar una variedad mayor de bencenos sustituidos, en comparacion con
los de reacciones de sustitucion electrofilica aromatica (Yurkanis Bruice, 2008).

Ademas de sus caracteristicas como nucledfilos, las aminas se oxidan con
facilidad, de la siguiente manera: aminas primarias se oxidan a hidroxilamina, que
a su vez se oxidan a compuestos nitrosos, que se siguen oxidando hasta
compuestos nitro. Para oxidar las aminas se agrega peroxido de hidrégeno,
peroxiacidos y otros agentes oxidantes comunes. Las reacciones de oxidacion
parecen implicar radicales, pero no se comprenden en su totalidad (McMurry,
Castellion, & Ballantine, 2007).

(0]
[—

R—NH; ——= R—H—OH — R—N—O0 ——= R—N—O
+

Figura 12. Oxidacién progresiva de una amina primaria pasando por una
hidroxilamina, seguido de un compuesto nitroso y finalmente a un
compuesto nitro

Los Oxidos de amina terciaria sufren la reaccion de eliminacién de Cope, para esta
reaccion no se necesita una base fuerte puesto que el 6xido de amina funciona
como su propia base (Warren & Wyatt, 2008). Asi, una reaccién de eliminacion de
Cope se efectlia bajo condiciones moderadas y es una reaccién E2 intramolecular
donde interviene una eliminacion sin, donde el producto principal es el que se
obtiene eliminando un protén del carbono B que tenga mas hidrégenos (Wade,
2011).

Debido al caracter nucledfilo y basico de las aminas, es necesario crear estrategias
de proteccion de estos grupos nitrogenados sobre todo para permitir que se den las
reacciones de acoplamiento entre fragmentos por los sitios deseados, evitando de
esta manera reacciones colaterales y por tanto productos no deseados.

2.5.3.2.2. Fragmentos retrosintéticos NN propuestos

Siguiendo con los equivalentes sintéticos resultantes al hacer la desconexion de
la Estrategia 1 y haciendo uso de la metodologia propuesta, se realizé la busqueda
en la base de datos de Reaxys para determinar los sintones del tipo NN reportados
en la literatura.
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Fragmentos retrosintéticos NN alifaticos

o}

o o}

o
HoN OH /JL\//A\\/JL\ H2N OH
HoN N OH
H

NHz  f g NH, h
0/*
08% PubChem Compound 82%*
ID: 87552186

Altman, Shoef, Wilchek, &
Warshawsky, 1984

Biotechnology

Information, 2015

HoN
j/\/\N Ha
[

HoN

PubChem Compound
ID: 21705243

NIH-National Center of

Biotechnology
Information, 2007

Fragmentos retrosintéticos NN aromaticos
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Figura 13. Fragmentos retrosintéticos NN propuestos, se presentan los
porcentajes de rendimiento (*) de la reaccion reportados por la fuente

bibliografica
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Estos fragmentos retrosintéticos NN pueden analizarse segun las ventajas y
desventajas que presentan para el proceso sintético. En primer lugar, el equivalente
sintético f presenta una cadena medianamente flexible con la presencia de un grupo
carboxilico que servira para las reacciones de acoplamiento. Ademas se encuentran
su meétodo de sintesis con un rendimiento de reaccidn aceptable que podria ser
implementado en proyectos posteriores que involucren la sintesis de los ligandos.

El equivalente sintético g se caracteriza porque sus caracteristicas estructurales
se acercan mas a la estructura nativa del macrociclo de la NiSOD. Se pueden lograr
ciertas modificaciones en esta molécula, puesto que se ha demostrado que ciertos
grupos anioénicos como los amidatos son muy efectivos en la estabilizacion de la
especie Ni'' (Sugiura & Mino, 1979). Trabajos adicionales, concluyeron que se podia
lograr una estabilidad adicional en los complejos de niquel al incluir grupos tiolatos
en la esfera de coordinacion (Baidya, y otros, 1992), y asi obtener una coordinacion
mixta amidato-tiolato mas estable.

El equivalente sintético h presenta una cadena flexible unida al grupo carboxilico,
lo que permitiria la reaccién de acoplamiento y la generacion de un macrociclo
organico con la disposicion espacial esperada. El equivalente sintético i se
caracteriza por tener Unicamente el grupo funcional amina en todas su
ramificaciones, a pesar de que su ruta sintética no esta disponible, es posible usar
la ramificacion mas larga como medio de acoplamiento de fragmentos, sin embargo,
se convierte en un reto sintético la proteccion selectiva porque en toda la estructura
sblo se presentan aminas primarias, pudiendo generarse diversos productos de
acoplamiento y por tanto problemas sintéticos que debieran solucionarse en caso
de que se escogiese este equivalente sintético para estudios experimentales
posteriores.

Por su parte, el equivalente sintético j presenta un rendimiento de reaccion algo
mas bajo (67%) lo que representa una desventaja importante en la etapa sintética;
sin embargo, presenta en su estructura una cadena flexible (larga) unida a un acido
carboxilico, lo que lo hace un fragmento de interés para establecerse en una ruta
sintética de la esfera de coordinacion primaria de la NiSOD.

Para los equivalentes sintéticos NN arométicos debe tenerse en cuenta (al igual
gue con los SS aromaticos) el efecto de la aromaticidad en el potencial redox y en
el potencial como biomimético del macrociclo. En un estudio de macrociclos
nitrogenados, se demostré el efecto de factores como el grado de insaturacion del
ligando, su carga y el tamafio del anillo sobre la facilidad de oxidacion o reduccion
de complejos de niquel (Lovecchio, Gore, & Busch, 1974) donde se determind que
la presencia de anillos aromaticos en la segunda esfera de coordinacion ocasiona
un aumento en el potencial, es decir, el estado Ni"' se desestabiliza.

Estudios sistematicos donde se evaluaron los efectos de la periferia del ligando
macrociclico con el ambiente de coordinacion cis-bisamidato/bisamino, indican que
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los macrociclos de doce y trece miembros forman la cavidad ideal para el
posicionamiento del Ni' (Munjal, Kumar, Sharma, & Gupta, 2011).

El equivalente sintético k presenta una posibilidad de escoger por medio de cual
nitrégeno se lleva a cabo la reaccion de acoplamiento; sin embargo, representa un
desafio sintético el hecho de que este no presente los grupos funcionales amino o
amida libres para la coordinacion directa con el niquel. Por lo que su participacion
en una ruta sintética propuesta podria no ser muy eficaz.

El equivalente sintético | presenta un sistema conjugado de dos anillos arométicos,
se sabe que el tamafio del anillo influye en la estabilizacion del estado oxidado,
ademas que la presencia estos sistemas contribuyen de manera aditiva al potencial
(Lovecchio, Gore, & Busch, 1974), pudiendo desviar la ventana de potencial 6ptima
para la dismutacién de los radicales de oxigeno a valores donde no sea posible la
reaccion. Ademas de esto presenta un grupo amino de cadena no flexible por lo que
posiblemente no se lograra el correcto acoplamiento de los equivalentes sintéticos
debido a la suma en el impedimento estérico por los anillos aromaticos. Sin
embargo, se pueden plantear soluciones como (mencionada con anterioridad) el
acoplamiento adicional de algun aminoacido o estructura organica que sirva como
puente entre los fragmentos y el uso de un ligando SS con cadena flexible para el
acoplamiento.

2.5.3.2.3. Estrategias de proteccion de grupos aminos

El factor mas importante a considerar cuando se escoge un grupo protector (A) de
un grupo amino es la facilidad con que este se podra separar o eliminar en las
etapas posteriores de la sintesis.

Agente protector

13
R—NH, —2 » R—N—A (13)

Las aminas se han protegido en forma de amidas cuando se llevan a cabo
reacciones de sustitucion electrofilica aromatica en aminas ciclicas. Sin embargo,
una amida no es un grupo protector adecuado en la sintesis de macromoléculas
complejas, ya que no habria manera de eliminar el grupo protector sin hidrolizar
otros enlaces (Gilbert & Martin, 2006) formados durante el proceso sintético.

Un grupo protector que se puede hidrolizar en condiciones acidas y anhidras, que
no afectan a los enlaces formados, es el carbamato de bencilo o el de terc-butilo.
Estos carbamatos se preparan por reaccion de una amina primaria con un derivado
de un éster carbdnico (Ege, 2004).

El cloroformiato de terc-butilo no es muy estable; en su lugar, se puede emplear
como reactivo para la proteccion de grupos amino el azidoformiato de terc-butilo, en
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el que el ion azida es el grupo saliente en la reaccion de sustitucion (Graham &
Fryhle, 2008). En la actualidad hay otros terc-butoxicarbonil-derivados que son tanto
0 mas efectivos y menos toxicos. El grupo protector terc-butoxicarbonilo se abrevia
habitualmente como Boc (Sorrell, 2006).

Los grupos bencilo o terc-butilo son excelentes grupos protectores ya que dan
lugar a carbocationes o radicales estables (Mathews, Van Holde, Appling, &
Anthony-Cabhill, 2013). En efecto, en condiciones acidas, en ausencia de agua, se
rompen dando &cidos carbamicos, que pierden didéxido de carbono y regeneran el
grupo amino. Asi, el grupo terc-butoxicarbonilo se elimina cuando se trata con un
acido tal como el acido trifluoroacético en diclorometano o el cloruro de hidrégeno
anhidro en éter (Ege, 2004). Por otra parte, el grupo benciloxicarbonilo se elimina
por tratamiento con un &cido més fuerte, como el bromuro de hidrégeno anhidro
disuelto en &cido trifluoroacético o en acido acético (Fackler & Falvello, 2011).

Los grupos aminos en forma de carbamato no son ni basicos ni nucleéfilos, por lo
gue se mantienen protegidos hasta que se elimina el grupo protector en el momento
adecuado de la sintesis (Campos Garcia, Vazquez Cruz, & Escolano Miron, 2009).

0
o Wk
R )L
~
N © ol 0 ph

N-bencilo t-Boc Cloroformiato de bencilo
(Cbz-CI)

Figura 14. Estructuras de grupos protectores para el grupo funcional amina

2.5.4. Estrategia 1: Ligandos organicos propuestos

En la basqueda de obtener un macrociclo organico similar al encontrado en la
NiSOD, se encontraron los siguientes cinco ligandos organicos que cumplen con las
exigencias electronicas y estructurales presentes en el centro activo de la enzima
en estudio.
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Figura 15. Ligandos orgéanicos disefiados para la obtencion de biomiméticas
de la NiSOD

El ligando L1 presenta una ventaja estructural que es la presencia de un enlace a
un grupo carboxilico C=0 cercano al niquel puesto que este podria actuar como un
quinto ligando en la esfera de coordinacion del macrociclo organico. Esto se
evidencié en estudios anteriores con aminoacidos donde, en contraste con la
configuracion cis del enlace Leu4-Pro5 (leucina-prolina) presente en la enzima
madura, el modelo peptidico presentaba una configuracion trans lo que al parecer
obligaba al &tomo de niquel a coordinarse con el extremo C-terminal del enlace
entre estos aminoacidos. Posteriormente esta hipotesis fue corroborada por medio
de célculos DFT. Sin embargo, esta coordinacion modificada ocasiona un cambio
en el estado de oxidacion del constructo sintético evitando la deteccion de la
presencia en solucién de la especie Ni'"' (Schmidt, y otros, 2008).

En L2 hay la presencia de un anillo aromatico que podria tener consecuencias en
el potencial como biomimético de la enzima, al ser parte de la segunda esfera de
coordinacién del niquel pudiendo afectar las interacciones electrostaticas entre este
atomo y sus ligandos principales. En estudios sisteméaticos de ligandos tetra-azo
macrociclicos se establecieron como podian afectar elementos estructurales de los
ligandos al potenial redox de la cupla Ni'"/Ni"', en estos se determiné que el tamafio
del anillo influye en la estabilizacidon del estado oxidado del niquel (Lovecchio, Gore,
& Busch, 1974). Experimentalmente, se encontré que una cavidad de mayor tamafio
(hole size) estabiliza mejor el estado Ni', mientras que el Ni"' se encuentra con
mejores interacciones en una cavidad de menor tamafo (Sharma, Upreti, & Gupta,
2008), esto acorde con lo esperado por el radio i6nico de estas especies. Estos
aspectos deben tenerse en cuenta para determinar la potencialidad como
biomimético del macrociclo propuesto.

Por su parte, L3 presenta una estructura similar a la de L2 por lo que las
consideraciones anteriores, en cuanto a la introduccion de grupos aromaticos en la
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segunda esfera de coordinacion del niquel, también deben tenerse en cuenta en
este caso, sobre todo por su posible efecto en el potencial redox pudiendo
desplazarlo hacia valores poco cercanos al establecido para la reaccién de
dismutacion del anidn radical superoxido y por ende su potencial como biomimético
de la enzima NiSOD.

En L4 existen motivos estructurales interesantes como la presencia de todos los
grupos funcionales (a excepcion del quinto ligando) presentes en la esfera de
coordinacion primaria, ocasionando un complejo del tipo NiNaminoNamidag,tiol g
diferencia de los anteriores que eran NiN22M"°S,tl Se sabe que la introduccion de
grupos amidas (o amidatos) al ambiente cuadrado planar del niquel disminuye el
potencial redox hasta valores entre 0,87 a 1,09V vs. SHE (Electrodo estandar de
hidrogeno) (Singh, Hundal, & Gupta, 2008) una ventana de potencial cercana al
optimo buscado (0,35 vs. SHE), por lo que se recomiendan estudios electroquimicos
a futuro para este ligando.

La estructura de L5 presenta un grupo aromatico (en su segunda esfera de
coordinacion) y la ausencia del grupo amida lo que probablemente desplace el valor
de potencial a rangos mayores de lo esperado y por tanto se produzca una
destabilizacién del estado Ni'!, importante para la reaccién de dismutacion. A pesar
de esto, el macrociclo propuesto cumple con las caracteristicas espaciales
esperadas formando un complejo cuadrado planar con el atomo de niquel, por lo
gue no se descarta su actuar como potencial biomimético de la NiSOD, sélo a través
de estudios espectro y electroquimicos se determinara si este ligante es apropiado
para la funcién deseada o si necesita modificaciones adicionales en su estructura
para lograr la modulacién correcta del potencial redox del macrociclo organico.

2.5.5. Estrategia 1: Acoplando los equivalentes sintéticos

Se indagé (de forma gréafica) que la geometria tridimensional del complejo organico
formado fuese la correcta y por ende que permita la formacién de una geometria
cuadrado planar con el niquel, como la que exhibe la enzima NiSOD, se propusieron
las siguientes rutas sintéticas haciendo uso de los equivalentes sintéticos SS y NN
propuestos para la Estrategia 1.

41



”Sj/v“‘”z ) C./\© _.QIJ/VN”Z (14)

v © ? 7
b o N w7)
° o HS HN (/)
j/\/ N
<4 STV 0
o
HS N - (18)
HS j/\/ m
Hsj/vaNHz NiCl, [[\Sir\“% (19)
o &
L1

Figura 16. Ruta sintética 1 para la Estrategia 1
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La ruta retrosintética anterior, se inicia con la protecciéon del grupo tiol del
equivalente sintético b (ecuacion 14) haciendo uso de cloruro de bencilo, esta
estrategia de proteccion es selectiva para grupos —SH, -OH, -COOH (Divakaran,
2007). A continuacién se lleva a cabo la proteccion de la amina del equivalente
sintético f  (ecuaciébn 15) por medio del reactivo isobenzofuran-1,3-diona
(Feichtinger, Zapf, Sings, & Goodman, 1998); con estos grupos funcionales
protegidos es posible orientar la reaccion Unicamente hacia el acoplamiento de los
fragmentos retrosintéticos.

Entonces, al ligando NN f se le debe llevar a cabo una reaccion de activacion
(ecuacion 16) en el grupo carboxilico por medio de su conversion a cloruro de 4cido
(Yurkanis Bruice, 2008). Después, se da la formacion del enlace amida entre f
(activado y protegido) y b (protegido) (ecuacién 17) lo que genera una sola
macroestructura.

Se procede con la desprotecciéon de los grupos funcionales del centro de
coordinaciéon de la enzima, tiol y amino, en ese orden (ecuacion 18 y 19,
respectivamente). Finalmente, se obtiene el macrociclo organico deseado con las
caracteristicas estructurales buscadas y se aflade al medio de reaccion una sal de
niquel (NiClz2) (ecuaciéon 17) para lograr la mimetizacion del centro activo de la
enzima NiSOD obteniéndose un complejo del tipo NiN2S2.
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Figura 17. Ruta sintética 2 para la Estrategia 1
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En esta ruta retrosintética, se inicia con la activacion del grupo carboxilico
perteneciente al equivalente sintético ¢ (ecuacion 20). Gracias a que los grupos
tioles ya estan protegidos se evitan pasos en la ruta sintética, siendo un equivalente
sintético de partida llamativo para trabajos experimentales futuros.

El equivalente sintético i sufre una reaccion de proteccion en los grupos aminos
(ecuacion 21), este tipo de reaccion con cloroformiato de bencilo Cbz), tiende a
proteger selectivamente grupos amino que se encuentren ligeramente cercanos (o
conjugados) (Jarowicki & Kocienski, 1999) por medio del control del pH de la
solucion (pH 9-11) que se logra con la adicién de una solucion buffer NaHCOs-
NaOH. Si en la mezcla de reaccion no se afiade la solucion tampon, se generarian
una cantidad considerable de derivados bis- y tris-Cbz.

A continuacion se lleva a cabo la reaccién de amidacion (ecuacion 22) y por ende
la unién de los fragmentos retrosintéticos individuales.

Subsiguientemente, se lleva a cabo la reaccion de desproteccion del grupo tiol
(ecuacion 21) por medio de Na/NHs (Fuchs, 2011) y finalmente se hace adicién al
macrociclo organico de una sal de niquel (ecuacion 24) obteniendo el complejo final
con estructura buscada.
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Figura 18. Ruta sintética 3 para la Estrategia 1
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La ruta sintética 3 inicia con la proteccién del grupo tiol del equivalente sintético d
(ecuacion 25), por medio del grupo protector cloruro de bencilo, seguido de la
activacion del acido carboxilico a cloruro de acido (ecuacion 26) haciendo uso del
reactivo SOCI2 (Ege, 2004).

El equivalente sintético i sufre una reaccion de proteccion en los grupos aminos
(ecuacion 27) con el cloroformiato de bencilo, lo que permite una proteccion
selectiva de las aminas cercanas.

A continuacion, se procede a generar el enlace amida entre los fragmentos
(ecuacion 28), obteniéndose una estructura organica Unica que sufre reacciones de
desproteccion en sus grupos aminos y tioles (ecuacion 29 y 30, respectivamente) y
finalmente esta estructura reacciona con una sal de niquel (ecuacion 31) formando
la estructura “ciclica” al final de la ruta.
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Figura 19. Ruta sintética 4 para la Estrategia 1

En la ruta retrosintética 4 se elige para ligando SS .. el equivalente sintético e, este
posee la ventaja sintética de tener los grupos funcionales tiol protegidos, por lo que
No son necesarios estos pasos en la ruta (Figura 19).

Se inicia la ruta con la proteccién del grupo amino del equivalente sintético h
(ecuacion 32), haciendo uso del grupo protector 9-fluorenilmetilcarbamato (Spivey
& Maddaford, 1999), seguido de la proteccién de la amida primaria por medio del
reactivo trifenilmetil (trityl o Trt) (ecuacion 33) (Sureshbabu & Narenda, 2011). A
continuacion, se lleva a cabo una activacion del extremo carboxilico (ecuacién 34)
por medio de la generaciéon de un cloruro de acido (estrategia mas usada en
laboratorios de docencia) (Balanta, 2016).

Se da la reaccion entre el cloruro de acido (de h) y la amina (de e) (ecuacion 3),
permitiendo la union de los equivalentes sintéticos NN y SS. Se procede con la
desproteccion de los grupos tioles, el amino y el amida (en ese orden) (ecuacion 36,
37 y 38) (Jarowicki & Kocienski, 1999). Finalmente, se obtiene una estructura
organica que se coordina con un ién de Ni" (ecuacion 39) y que tiene la presencia
tanto de un grupo amino como de una amida.
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Figura 20. Ruta sintética 5 para la Estrategia 1

La estrategia sintética de la figura anterior, involucra la union del equivalente
sintético e (que presenta la ventaja sintética de poseer los grupos tiol protegidos)
con el equivalente sintético f.

La reaccion inicial es la proteccion del grupo amino haciendo uso de
isobenzofuran-1,3-diona (McNaught, 1992) seguido de la activacion del acido
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carboxilico (ecuacion 40) presente en esta misma estructura f. Se procede a realizar
la reaccion de amidacién entre los fragmentos (ecuacion 41) y se obtiene una Unica
estructura. A esta Ultima se le somete a reacciones de desproteccion de sus grupos
funcionales principales (amino y tiol) (ecuacién 42 y 43, respectivamente).
Posteriormente, esta estructura se pone a reaccionar con una sal de niquel
(ecuacion 44) y se obtiene el macrociclo observado en el Gltimo paso de reaccion.

No existen muchos complejos cuadrados planar tipo NiN2S2 reportados en la
literatura, posiblemente debido a la alta susceptibilidad a la oxidacion (Chohan &
Maroney, 2006) y dimerizacion (Henderson, Bouwman, Spek, & Reedijk, 1997) de
los grupos tiolatos. Este tipo de coordinaciéon presenta potenciales del par Ni'"/Ni'"
entre -0,129 y 0.342V vs. SHE (Electrodo estandar de hidrégeno), intervalo en el
cual se encuentra el valor éptimo del potencial de dismutacion de la NiSOD (0.35V
vs. SHE), por lo que la modulacion del potencial redox no deberia ser un reto para
la generacion de biomiméticas de la NiSOD.

Los compuestos reportados del tipo NiN22™n°S,tol en su mayoria utilizan bases de
Schiff como ligandos. Los complejos mas sencillos de este tipo presentan
comportamientos de oxidacion irreversible (Kruger, Peng, & Holm, 1991) a
diferencia de lo observado en la naturaleza para la enzima NiSOD. Estudios
electroquimicos futuros podrian determinar si los macrociclos organicos finales
propuestos presentan una ventana de potencial adecuada para la dismutacién de
especies ROS.

Los complejos tipo NiNaminoNamidag,tiol tienen un potencial de oxidacion irreversible
en 0,262V vs. SHE (Mathrubootham, y otros, 2010). Este comportamiento redox
puede deberse a la formacion de puentes disulfuro y posterior destruccién del
complejo. Esto indica que replicar el ambiente cuadrado planar del niquel en la
enzima es insuficiente para determinar que un complejo posea actividad SOD, por
lo que deben tenerse en cuenta la presencia de elementos estructurales adicionales
gue permitan estabilizar el estado oxidado del niquel y ademas que eviten la
descomposicion de los ligandos (Benjumea Ballesteros, 2013) en el proceso
catalitico.

La falta de actividad SOD en los complejos modelo puede deberse a que en la
mayoria de estos no se contempla la participacion del quinto ligando labil en
posicion axial y al parecer este elemento estructural tiene relacion con la
estabilizacion de la especie Ni"' (Diaz Lépez C. A., 2012). Hasta la fecha sélo sea
reportado un compuesto sintético que cumple con todas las caracteristicas
estructurales de la NiSOD, sin embargo, no presenta actividad SOD (Gale,
Simmonett, Telser, Schaefer, & Harrop, 2011). Por esto, para garantizar la
reversibilidad Ni'"/Ni"" es necesario tener en cuenta las caracteristicas estructurales
de la enzima, incluidos los factores estéricos que al parecer son los responsables
de la inactivacién de la actividad SOD por la formacion de puentes disulfuro.
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Las rutas propuestas durante este apartado son altamente recomendables para
ejecutarse en los laboratorios de investigacion durante proyectos futuros de esta
linea de investigacion, puesto que los reactivos en su mayoria son de facil acceso
0 pueden ser sintetizados. Sin embargo, los equivalentes sintéticos b, c, i, j, s6lo
pueden ser adquiridos por medios comerciales por lo que podria representar un
gasto significativo asi como un tiempo de espera por entrega que debe ser tenido
en cuenta en estudios experimentales posteriores.

2.5.6. Estrategia 2

La siguiente estrategia retrosintética a considerar es la denotada como Estrategia
2 (Figura 6). En este caso, la fragmentacién del macrociclo en partes simétricas
ocasiona la generacion de un par de estructuras “equivalentes” que poseen tanto
un grupo amino como un tiol, sin embargo, cada equivalente sintético se diferencia
en el grupo reactivo que posee. De esta forma, se asegura que en la etapa de
sintesis se logre el acoplamiento de estos por medio de la formacion de un enlace
amida.

Fg1 ng

||\L S S
<N + NDJ Estrategia 2

SMy SNz

Figura 21. Estrategia retrosintética 2 para el disefio de equivalentes sintéticos
2.5.6.1. Quimicade los grupos tioles junto con los aminos

Uno de los aspectos claves que deben ser considerados en la etapa sintética de
este tipo de ligandos bidentados, son las caracteristicas quimicas inherentes a cada
grupo funcional (que hacen parte de una misma molécula). En este caso particular,
los equivalentes sintéticos propuestos presentan tanto grupos tioles como aminos.

Se sabe que en condiciones neutras, una amina es mejor nucleofilo que un tiol
(Camps Garcia, Vazquez Cruz, & Escolano Mirén, 2009); sin embargo, esta
reactividad puede invertirse tanto en medio acido, por protonacion de la amina,
como en medio basico, por desprotonacién del grupo tiol (Ege, 2004). De esta
manera, la escogencia del solvente de reaccion y el pH del medio, podran
determinar fuertemente que grupo funcional estara de cierta manera involucrado en
reacciones adversas durante la etapa de sintesis.

También deben considerarse las posibles reacciones entre los grupos funcionales

principales de la molécula, en este caso conocidas como coupling reaction
(Kolodych, y otros, 2015). Las investigaciones han sido exhaustivas para determinar
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como se llevan a cabo las reacciones entre los grupos tioles y las aminas por su
aplicabilidad en la sintesis y disefio de péptidos (Hata & Kinumaki, 2016). De hecho,
se cree que el poder entender las complejas interacciones entre estos grupos
funcionales podria permitir que un disefio proteinico donde la superficie del péptido
tuviese caracteristicas distintivas y por tanto pudiese cumplir funciones de interés
medicinal (Enzo, 2011).

Investigadores en la Universidad de Texas, han desarrollado un mecanismo
secuencial de dos pasos para la reaccion de acoplamiento entre un grupo amino y
uno tiol via quimica haciendo uso de un derivado del acido de Meldrum (Diehl, y
otros, 2016). Esta reaccion es reversible, pudiendo obtenerse nuevamente los
reactivos de partida. Se busca que a partir de este tipo de investigaciones sean
posibles procedimientos como la modificacion proteica (Moses & Moorhouse, 2007),
librerias multicomponentes (Baskin, y otros, 2007) y sintesis de oligomeros
(Gandini, 2013), que podrian (via quimica) regresar a sus componentes iniciales.
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Figura 22. Coupling-reaction entre un grupo amino y un tiol

Teniendo en cuenta los aspectos relacionados con la reactividad (por separado y
conjunta) entre los grupos amino y los tioles, es necesario tener sumo cuidado en
la etapa sintética de este tipo de equivalente sintético, generando planes sintéticos
adecuados donde se protejan selectivamente los grupos funcionales y de esta
manera las reacciones de sintesis se puedan dirigir hacia la parte de la molécula
deseada.

2.5.6.2. Fragmentos retrosintéticos SN1y SN2

Al igual que con los equivalentes sintéticos propuestos en la Estrategia 1, en esta
etapa de la investigacion se hizo uso de la base de datos de Reaxys, para
determinar si existian rutas sintéticas de los fragmentos propuestos asi como si
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estaban disponibles comercialmente. Se enlistan a continuacion las estructuras de
mayor interés para el presente proyecto.

Fragmentos retrosintéticos SN alifaticos

Q

HN | H,N
j/\/\o H 2 j/\/\NH2
m n

HS HS

100%* PubChem Compound

ID: 449406
Bergeron, y otros, 1999

NIH-National Center of
Biotechnology
Information, 2005

Fragmentos retrosintéticos SN aromaticos

HO

(o] NH,
NH,
Ho” o P SH
)
68%* 89%*
Matsubara, Yoneda, Harusawa, & Nealey & Driscoll, 1967

Kurihara, 1988

Figura 23. Fragmentos retrosintéticos SN propuestos, se presentan los
porcentajes de rendimiento (*) de la reaccion reportado por la
fuente bibliogréfica

El equivalente sintético m tiene caracteristicas estructurales que lo hacen ser un
candidato a tener en cuenta para el planteamiento de rutas sintéticas por medio de
este tipo de estrategias, puesto que presenta una cadena flexible que tiene un grupo
carboxilico terminal por medio del cual podria llevarse a cabo la reaccion de
acoplamiento de los fragmentos. Ademas, el porcentaje de rendimiento de la
reaccion reportado por la fuente bibliografica lo hace un constructo a tener en cuenta
para etapas de sintesis de proyectos a futuro.

El ligando alifatico tipo SN n podria ser un excelente candidato para plantearse
una ruta sintética en la cual este sea el equivalente sintético de partida. Esto debido
a gue posee en su estructura una cadena flexible en el extremo amino, lo que le

52



permitiria acoplarse con un ligando cuya cadena N-terminal no tuviese
necesariamente esa caracteristicas de flexibilidad.

Para los fragmentos SN aromaticos debe tenerse en cuenta que pueden conducir
a diferencias en el potencial redox del complejo, ya que la hibridacién sp®y sp? del
carbono tiene geometrias moleculares y distancias de enlace diferentes (Green,
Brothers, Darensborug, & Rockcliffe, 2009) a las que se presentan en la enzima
NiSOD. Se ha asumido que los efectos en la tension del anillo sobre el potencial
son relativamente pequefios conduciendo a un leve aumento en el mismo
(Benjumea Ballesteros, 2013).

El equivalente sintético o tiene una desventaja estructural al no poseer una cadena
flexible unida al extremo carboxilico (por donde se llevaria a cabo la reaccién de
union de los fragmentos), por lo que obliga a que en una etapa de sintesis (e incluso
para ser participe de una ruta sintetica tedrica) deba reaccionar con un ligando SN
gue posea una cadena flexible en su extremo amino.

Para el fragmento retrosintético p, se conoce su ruta de obtencion y ademas
presenta un porcentaje de rendimiento favorable, esto representa una ventaja para
una investigacion experimental del presente proyecto. El equivalente sintético
también se caracteriza porque posee una cadena medianamente flexible en su
extremo carboxilico, lo que le permitiria llevar a cabo las reacciones necesarias para
la obtencion del macrociclo organico sin mayores inconvenientes (por lo menos en
la parte tedrica).

Los complejos simétricos, como los esperados con esta estrategia, con dos grupos
amino y dos grupos tiolato en posicion cis, exhiben una estabilidad relativa en
presencia de aire (Kaasjager, y otros, 2002), mientras que los compuestos
simétricos analogos con dos grupos amida (en lugar de amino) resultan todavia
bastante inestables y significativamente mas sensibles al aire (Kruger, Peng, &
Holm, 1991) por lo que no fueron contemplados como ligandos posibles en la
Estrategia 2.

Debido a las limitaciones de tiempo y los alcances del presente trabajo, se plantean
los anteriores equivalentes sintéticos como posibles ligandos organicos de niquel y
se recomienda tenerlos en cuenta en estudios tedricos y experimentales futuros
dentro de esta linea de investigacion.

2.6. CONCLUSIONES

Se logro el desarrollo de un total de cinco rutas sintéticas, por medio de las cuales
es posible obtener, de manera tedrica, una serie de ligandos que cumplen con las
exigencias estructurales y electronicas de la esfera de coordinacién del ion niquel
en el sitio activo de la superoxido dismutasa de niquel (NiSOD).
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Para esto, se determinaron un numero significativo de equivalentes sintéticos
cuyas estructuras fueron disefiadas para cumplir las exigencias planteadas en la
literatura sobre los ligandos de la enzima en estudio. Ademas, se analizaron cada
una de las estructuras y rutas propuestas con respecto a su potencial en la
generacion de biomiméticos de la enzima NiSOD.

2.7.

RECOMENDACIONES

A lo largo de este proyecto se plantearon numerosas recomendaciones para
tenerse en cuenta en proyectos futuros de este campo de investigacién, un sumario
general es:

Para el disefio de los ligandos organicos se recomienda tener en cuenta la
presencia de un quinto ligando labil en posicién axial. En este proyecto los
ligando propuestos cumplen con los demas requisitos electronicos vy
estructurales de la NiSOD listados en la pagina 22.

Una estrategia diferente para abordar la reaccion de acoplamiento entre los
fragmentos de partida (equivalentes sintéticos) es la reaccién de metéatesis
y debido a las ventajas mencionadas a lo largo del presente proyecto, se
recomienda altamente su uso para la proposicion de rutas sintéticas.
Tomar como punto de partida en proyectos de investigacion futuros los
fragmentos retrosintéticos propuestos en la Estrategia 2.

Tener en cuenta las rutas sintéticas propuestas en el desarrollo del presente
proyecto para ser estudiadas experimentalmente en investigaciones
futuras.
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3.1. ANEXO 1

3. ANEXOS

Tabla 1. Matriz de marco logico.

OBJETIVO GENERAL

Proponer y desarrollar rutas sintéticas para la obtencion de ligandos organicos que
cumplan con las exigencias estructurales y electronicas de la esfera de coordinacion del
ion niguel en el sitio activo de la superéxido dismutasa de niquel (NiSOD).

OBJETIVO
ESPECIFICO

ACTIVIDADES

INDICADOR

SUPUESTO

Proponer rutas
sintéticas, con base
en la literatura, para la
generacién de
diferentes clases de
ligandos organicos
gue cumplan las
exigencias
estructurales y
electrénicas
presentes en el centro
de coordinacién del
niquel en la enzima.

Investigar en la
literatura primaria la
estructura de los
ligandos presentes en
el centro de
coordinacion del
niquel en la enzima.
Analizar la estructura
3D de la enzima
haciendo uso de
bases de datos y
bioinformatica.
Elaborar una
retrosintesis para
determinar cual(es)
podria ser los
fragmentos de partida.
Investigar en la base
de datos Reaxys si
existen rutas sintéticas
establecidas para los
fragmentos escogidos.
Llevar a cabo una
investigacion sobre las
posibles rutas de
acoplamiento de los
fragmentos para la
obtencion del ligando.

Determinaciéon
de diferentes
rutas sintéticas
gue cumplan las
exigencias de la
literatura.

Acceso a la
base de datos
Reaxys
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OBJETIVO
ESPECIFICO

ACTIVIDADES

INDICADOR

SUPUESTO

Analizar las rutas
sintéticas propuestas
en términos de a)
posibles
modificaciones
adicionales y b) su
potencial en la
generacion de
biomiméticos de la
enzima NiSOD, y asi
establecer la ruta
sintética mas factible
(cuestion de costo,
tiempo y equipos)

Establecer un
mecanismo de
reaccion para la
retrosintesis escogida
(para cada ligando)
Determinar las
posibles
modificaciones
sintéticas adicionales
al mecanismo
Determinar si alguna
de las rutas
propuestas puede
cumplir con las
caracteristicas de un
biomimético de
NiSOD.

Para las rutas con
potencial de
biomimético,
determinar si es
posible la compra de
reactivos y la
disponibilidad de
equipos.

Analisis de cada
ruta sintética y
determinacion

de su potencial
respecto a la
introduccion de
modificaciones.

Desarrollo de
rutas sintéticas
iniciales

Anexo 2

3.2. INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Primera esfera de coordinacion en los centros activos de las

SODs

Figura 2. Estructura del gancho de niquel, vista del centro activo de la
enzima superodxido dismutasa y los nueve aminodciods necesarios

para su funcién catalitica
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Figura 3. Mecanismo propuesto para el modo de accion de la NiSOD.
Se observan los cambios estructurales y en el nimero de oxidacion del
niquel durante el proceso de catalisis enzimatica

Figura 2. Estructura quimica del centro activo de la NiSOD

Figura 5. llustracion general del proceso de retrosintesis. Donde se
parte de una molécula compleja que es fragmentada en diferentes
sintones (denotados como Sy); se repite el proceso hasta que se llega
a precursores simples o disponibles comercialmente. Adaptado de
Divakaran, 2008

Figura 6. Motivo estructural general de la estructura quimica del centro
activo de la NiSOD

Figura 7. Estrategias generales de disefio de fragmentos usando la
técnica de retrosintesis

Figura 8. Posible macrociclo simétrico formado al hacer uso de la
Estrategia 2

Figura 9. Estrategia 1 para el disefio de fragmentos. Donde Fg: y FQ2
son los grupos funcionales reactivos (amina o acido carboxilico) para
la generacién de un enlace amida entre los fragmentos

Figura 10. Fragmentos SS propuestos, se presentan los porcentajes
de rendimiento (*) de la reaccion reportado por la fuente bibliografica

Figura 11. Grupos protectores de la funcion tiol

Figura 12. Oxidacién progresiva de una amina primaria, pasando por
una hidroxilamina, seguido de un compuesto nitroso y finalmente a un
compuesto nitro

Figura 13. Fragmentos NN propuestos, se presentan los porcentajes
de rendimiento (*) de la reaccion reportados por la fuente bibliografica

Figura 14. Estructuras de grupos protectores para el grupo funcional
amino

Figura 15. Ligandos organicos disefiados para la obtencién de
biomiméticas de la NiSOD
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. Ruta sintética 2 para la Estrategia 1
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