
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

Síntesis de inhibidores de Atg4B y desarrollo  
de nuevos métodos de bioconjugación basados 

en derivados del ácido escuárico 
 

Ana Bilbao Girona 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a l’acceptació de les següents condicions d'ús: La difusió 
d’aquesta tesi per mitjà del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Dipòsit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat 
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intelꞏlectual únicament per a usos privats emmarcats en activitats 
d’investigació i docència. No s’autoritza la seva reproducció amb finalitats de lucre ni la seva difusió i posada a disposició 
des d’un lloc aliè al servei TDX ni al Dipòsit Digital de la UB. No s’autoritza la presentació del seu contingut en una finestra 
o marc aliè a TDX o al Dipòsit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentació de 
la tesi com als seus continguts. En la utilització o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora. 
 
 
ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptación de las siguientes condiciones de uso: La 
difusión de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB (diposit.ub.edu) 
ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual únicamente para usos privados enmarcados en 
actividades de investigación y docencia. No se autoriza su reproducción con finalidades de lucro ni su difusión y puesta a 
disposición desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza la presentación de su 
contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta reserva de derechos afecta 
tanto al resumen de presentación de la tesis como a sus contenidos. En la utilización o cita de partes de la tesis es obligado 
indicar el nombre de la persona autora. 
 
 
WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions:  Spreading this thesis by the TDX 
(www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the intellectual 
property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not 
authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository. Introducing 
its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not authorized (framing). Those 
rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or citation of parts of the thesis 
it’s obliged to indicate the name of the author. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

UNIVERSIDAD DE BARCELONA 

 

FACULTAD DE FARMACIA 

PROGRAMA DE DOCTORADO DE QUÍMICA ORGÁNICA 

 

SÍNTESIS DE INHIBIDORES DE ATG4B Y DESARROLLO DE 

NUEVOS MÉTODOS DE BIOCONJUGACIÓN BASADOS EN 

DERIVADOS DEL ÁCIDO ESCUÁRICO 

 

Memoria presentada por Ana Bilbao Girona 

para optar al Grado de Doctora por la Universidad de Barcelona 

Doctoranda: 

Ana Bilbao Girona 

Directores 

 

Dra. Gemma Triola Guillem 

 

Dr. Juan B. Blanco Canosa 

Tutor 

 

Dr. Antonio Delgado Cirilo 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La presente tesis doctoral ha sido llevada a cabo en el Instituto de Química Avanzada de 

Cataluña (IQAC), el cual pertenece al Consejo Superior de Investigaciones Científicas 

(CSIC). 

Este trabajo ha sido subvencionado por el Ministerio de Economía y Competitividad a 

través del proyecto otorgado (CTQ2013-44334-P) y el contrato predoctoral concedido 

(BES-2014-070026).   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

AGRADECIMIENTOS 

Primeramente agradecer a mi directora principal Gemma Triola por darme la 

oportunidad de realizar el proyecto de la presente tesis, por su soporte académico, por 

haberme guiado a lo largo de estos años y por haber aprendido tanto. En segundo lugar, 

dar las gracias a la incorporación en la última etapa de Juan Bautista por la ayuda e interés 

invertido durante mi estancia en el IRB, en la realización de los experimentos y por 

presentarme el mundo de los péptidos. Asimismo, me gustaría agradecer al grupo de 

investigación RUBAM, en especial al Dr. Antonio Delgado, Jose Luis Abad y Gemma 

Fabriàs por su ayuda recibida en los seminarios de química realizados semanalmente. Del 

mismo modo, destacar el apoyo recibido de sus doctorandos, por haberme acogido como 

una más de su grupo de investigación durante el transcurso de la tesis y aunque la mayor 

parte ya no estén en el centro, siguen siendo un soporte desde fuera y con los cuales 

mantengo una gran amistad. Como no, me gustaría resaltar a mi compañera Mireia 

Quintana, por todo el trabajo realizado en el artículo conjunto y por haberse convertido 

en un apoyo incondicional durante el transcurso de esto años tanto profesionalmente 

como a ámbito personal. El hecho de ser pioneras en la puesta a punto de un grupo de 

investigación no ha sido tarea fácil, por ello me gustaría resaltar también el soporte 

recibido por los postdocs Marc y Jose María pertenecientes al grupo del Dr. Ángel 

Guerrero en cuyo laboratorio se encontraba mi lugar de trabajo. Me gustaría darles las 

gracias por haberme acompañado durante estos años, por haberme acogido tan bien y 

por el soporte recibido. En especial quería mencionar a Raquel Calderón, Ana Pou y 

Mireia Quintana por el apoyo recibido en aquellos momentos de frustración en los que 

nada sale en la poyata, al mismo tiempo que compartir las alegrías, además de todas las 

experiencias, viajes y risas vividas. Igualmente me gustaría dar las gracias a esos ratitos de 

desconexión en cada comida con los compañeros de otros grupos de investigación que 

al final se han convertido en esta última etapa en grandes amigos como son Mercè, 

Raquel, Roser, Pol y Carlos, en la cual los nervios están a flor de piel y posiblemente haya 

sido la etapa más complicada. Como no agradecer a mis químicas preferidas de la 

“terreta” Laura y Olga, las cuales han sido un apoyo incondicional tanto profesionalmente 

como personalmente y a pesar de realizar nuestras tesis doctorales a quilómetros de 

distancia (Castellón-Barcelona-Madrid), han estado más cerca que nunca con nuestras 

conversaciones telefónicas infinitas y nuestras quedadas comentándonos esta etapa de la 

vida. Finalmente, y quizás los más importantes, muchas gracias a mi familia, 

especialmente a mis padres, por la educación que hemos recibido tanto mi hermana como 



 

yo y los valores transmitidos. Por soportar esas llamadas telefónicas de desesperación de 

los últimos meses, por el apoyo moral recibido, por estar ahí siempre que los necesito, 

por el viaje exprés de cambio de aires en la última etapa y por repetirme siempre aquella 

frase que desde que me desplacé a Barcelona me han ido recordando, en especial en estos 

últimos meses: ¡Ánimo que estamos contigo!  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABLA DE CONTENIDOS 

  



 

  



 

ABREVIATURAS, ACRÓNIMOS Y SÍMBOLOS ............................................. 15 

INTRODUCCIÓN GENERAL ......................................................................... 23 

BIBLIOGRAFÍA ................................................................................................. 41 

CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN....................................................................... 2 

1.- Tipos de autofagia ............................................................................................................ 51 

2.- Mecanismos de regulación .............................................................................................. 53 

3.- Autofagia y enfermedades ............................................................................................... 58 

3.1.- Enfermedades neurodegenerativas ....................................................................... 59 

3.2.- Infección, inflamación e inmunidad ..................................................................... 60 

3.3.- Enfermedades metabólicas ..................................................................................... 60 

3.4.- Envejecimiento ......................................................................................................... 61 

3.5.- Cáncer ........................................................................................................................ 61 

4.- Moduladores químicos de autofagia ............................................................................. 64 

4.1.-Inductores de autofagia ............................................................................................ 66 

4.2.- Inhibidores de autofagia.......................................................................................... 69 

5.- Atg4B, diana terapéutica de la autofagia ...................................................................... 73 

5.1.- Inhibidores de Atg4B .............................................................................................. 75 

OBJETIVOS ....................................................................................................... 77 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN ......................................................................... 81 

1.- Desarrollo de un ensayo de cribado de alto rendimiento para la detección de 
inhibidores de Atg4B ............................................................................................................. 83 

2.- Análisis estructural computacional ................................................................................ 88 

3.- Cribado Virtual de Alto Rendimiento (HTVS) ........................................................... 93 

4.- Cribado Biológico............................................................................................................. 98 

5.- Síntesis y evaluación de nuevos inhibidores de Atg4B ............................................ 105 

5.1.- Síntesis de la imina simétrica NSC43949 ........................................................... 105 

5.2.- Derivados de NSC126353 .................................................................................... 107 

5.3.- Derivados de NSC116384 .................................................................................... 108 

5.3.1.- Síntesis de NSC611216 y su regioisómero ................................................ 110 

5.3.2.- Síntesis de análogos de NSC611216 ........................................................... 113 

5.3.3.- Optimización de la síntesis de 7-nitrobenz[cd]indol-2-(1H) .................. 120 

CONCLUSIONES ............................................................................................ 125 

BIBLIOGRAFÍA ................................................................................................ 129 



 

CAPÍTULO 2: INTRODUCCIÓN ................................................................... 145 

1.- Modificación de proteínas ............................................................................. 147 

2.- Métodos clásicos para la modificación de proteínas .................................... 148 

3.- Nuevos métodos de modificación de proteínas ............................................ 152 

3.1.- Métodos selectivos para el marcaje de aminoácidos no naturales ...................... 152 

3.2.- Reacciones bioortogonales con grupos funcionales no presentes en 
aminoácidos naturales ......................................................................................................... 153 

3.2.1- Química click ............................................................................................................. 154 

3.3.- Bioortogonalidad con secuencias únicas de aminoácidos .................................... 159 

3.4.- Métodos selectivos para el marcaje de aminoácidos naturales ............................ 164 

3.5.- Modificación del extremo C-terminal y N-terminal de proteína ........................ 167 

3.5.1.- Métodos de modificación del extremo C-terminal ....................................... 167 

3.5.2.- Métodos de modificación del extremo N-terminal ....................................... 170 

4.- Ácido escuárico y derivados .......................................................................... 178 

4.1.- Estructura y propiedades del ácido escuárico ........................................................ 178 

4.2.- Síntesis y reactividad de derivados de ácido escuárico ......................................... 178 

4.3.-Aplicaciones generales ................................................................................................. 180 

4.4.- Desarrollo de un método específico de modificación de proteínas basado en 
escuaratos............................................................................................................................... 183 

OBJETIVOS ...................................................................................................... 185 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN ........................................................................ 189 

1.-Aplicaciones de los derivados del ácido escuárico ......................................... 191 

2.- Modificación específica de proteínas con diésteres del ácido escuárico ...... 194 

2.1.- Modificación de proteínas con dibutil escuarato ................................................... 194 

2.1.1- Modificación de la insulina con dibutil escuarato .......................................... 194 

2.1.2.- Digestión proteica de una insulina modificada .............................................. 199 

2.1.3.- Modificación de la amina N-terminal a través de una reacción de 
transaminación ................................................................................................................. 201 

2.1.4.- Estudio de las reactividades de α-amina y ε-amina a diferentes pH .......... 203 

2.1.5- Modificación de la ubiquitina con dibutil escuarato ...................................... 205 

2.1.6.- Modificación de proteínas en dos etapas ........................................................ 209 

2.2.- Modificación de proteínas con di-3-butino escuarato (41) .................................. 210 

2.2.1.- Optimización de la reacción con péptidos ..................................................... 211 



 

2.2.2.- Funcionalización de proteínas con di-3-butino escuarato (41) ................... 216 

3.- Modificación de proteínas con mono-escuaramidas y tioésteres del ácido 
escuárico ........................................................................................................... 223 

3.1.- Modificación de proteínas con tioésteres del ácido escuárico 57, 60 ................. 229 

CONCLUSIONES ........................................................................................... 237 

BIBLIOGRAFÍA ................................................................................................ 241 

SECCIÓN EXPERIMENTAL ......................................................................... 255 

1.- Síntesis y caracterización de productos........................................................ 257 

1.1.- Consideraciones generales ......................................................................................... 257 

1.2.- Síntesis de nuevos inhibidores de Atg4B ................................................................ 259 

1.2.1.- Síntesis de la imina simétrica NSC43949 ........................................................ 259 

1.2.2- Síntesis de NSC611216 y su regioisómero ...................................................... 260 

1.2.3- Síntesis de análogos de NSC611216 ................................................................. 266 

1.2.4- Optimización de la síntesis de 7-nitrobenz[cd]indol-2-(1H) ......................... 275 

1.3.- Síntesis de escuaratos, mono-escuaramidas y tioésteres del ácido escuárico. ... 278 

1.3.1- Síntesis de diésteres del ácido escuárico ........................................................... 278 

1.3.2- Síntesis de derivados de ácido escuárico aromáticos ..................................... 278 

1.3.3- Síntesis de mono-tioescuarato 54 y sus derivados ......................................... 286 

2.- Síntesis de péptidos en fase sólida ............................................................... 292 

2.1.- Consideraciones generales ......................................................................................... 292 

2.2.- Test de identificación de aminas primarias ............................................................. 292 

2.3.- Acondicionamiento de la resina................................................................................ 293 

2.4.- Incorporación de aminoácidos ................................................................................. 293 

2.5.- Eliminación del grupo protector Fmoc................................................................... 293 

2.6.- Desanclaje de la resina ................................................................................................ 294 

2.7.- Condiciones de purificación ...................................................................................... 294 

2.8.- Péptidos sintetizados en fase sólida (SPPS)............................................................ 295 

3.- Estudio de modificación de proteínas ......................................................... 300 

3.1.- Proteínas ....................................................................................................................... 300 

3.2.- Modificación específica de proteínas con diésteres del ácido escuárico............ 301 

3.2.1.- Modificación de proteínas con dibutil escuarato ........................................... 301 

3.2.2.- Modificación de proteínas con di-3-butino escuarato (41) .......................... 308 



 

3.3.- Modificación de proteínas con mono-escuaramidas y tioésteres del ácido 
escuárico ................................................................................................................................ 316 

BIBLIOGRAFÍA ............................................................................................... 323 

RESUMEN ....................................................................................................... 327 

ANEXOS ........................................................................................................... 331 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABREVIATURAS, ACRÓNIMOS Y SÍMBOLOS 
  



 

 



17 
 

2-CTC Resina de cloruro de 2-clorotritilo 

3-MA 3- Metiladenina 

ABL Quinasa Abelson 

ACN Acetonitrilo 

ADC Conjugado anticuerpo-fármaco, "Antibody-Drug Conjugates" 

ADME Absorción, Distribución, Metabolismo, Excreción 

AMPK Proteína quinasa activada por AMP 

AnkX Fosfocolina transferasa 

ATG Genes relacionados con la autogafia, "AuTophaGy-related" 

ATP Adenosín trifosfato 

BC O2-benzilcitosina 

BG O6-benzilguanina  

BirA Ligasa de la biotina 

Boc tert-butiloxicarbonilo 

BSA Albúmina de suero bovino, "Bovine Serum Albumine" 

Btk Tirosina quinasa de Bruton 

CCF Cromatografía en Capa Fina 

CDI Carbonildiimidazol 

CMA Autofagia mediada por chaperonas, “Chaperone-Mediated Autophagy" 

COSY Espectroscopia de correlación, "Coorelation SpectroscopY" 

CQ Cloroquina 

CuAAC 
Cicloadición azida-alquino catalizada por cobre, “Copper (I)-catalyzed Azide Alkyne 
Cycloaddition” 

DBCO Dibenzociclooctino 

DBU 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undeca-7-eno 

DCM Diclorometano 

DECL Biblioteca química codificada por ADN, "DNA-Encoded Chemical Libraries" 

DIEA Diisopropiletilamina  

DMF Dimetilformamida 

DMSO Dimetilsulfóxido 

DMT-MM Cloruro de 4-(4,6-Dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metil-morfolinio 

DNCB 2,4-Dinitroclorobenceno 

DSP Ditiobis(succinimidil propionato) 

EBSS Solución salina de Earle, “Earle’s Balanced Salt Solution” 

EDC.HCl Hidrocloruro de etilcarbodiimida 

EGFR 
Receptor del factor de crecimiento epidérmico, “Epidermal Growth Factor 
Receptor” 

EM Espectrometría de Masas 

EPL Ligación de proteínas expresadas, "Expressed Protein Ligation" 

eq. Equivalente 
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ESI Ionización por electrospray, “ElectroSpray Ionization” 

EtOAc Acetato de etilo 

EtOH Etanol 

FBS Cribado de fragmentos, "Fragment-Based Screening" 

FDA 
Administración de alimentos y medicamentos de Estados Unidos, “Food and Drug 
Administration” 

FGE Enzima generadora de formilglicina, “Formylglycine Generating Enzyme” 

FIP200 Familia de quinasas de adhesión focal 

Fmoc Fluorenilmetiloxicarbonil 

Fmoc-Cl Cloruro de fluorenilmetiloxicarbonil 

FRET 
Transferencia de energía de resonancia Föster/fluorescencia, “Föster/Fluorescence 
Resonance Energy Transfer” 

GABARAP "GABA Receptor Associated Protein" 

GFP Proteína verde fluorescente, “Green Fluorescent Protein” 

Gmb Ácido 4-(guanidinometil)benzoico 

GPCR Receptor acoplado a proteína G, “G-Protein-Coupled Receptor” 

hAGT O6-alquilguanina-DNA alquil transferasa humana  

HBTU Hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3.tetrametil uronio 

HCCA Ácido α-ciano-4-hidroxicinámico  

HCQ Hidroxicloroquina 

HER2 Factor de crecimiento epidérmico humano 2, “Human Epidermic Receptor 2” 

HOBt 1-Hidroxibenzotriazol 

HPLC Cromatografía líquida de alta eficacia, “High Performance Liquid Chromatography” 

HTS Cribado de alto rendimiento, "High-Throughput Screening" 

HTVS Cribado virtual de alto rendimiento, "High-Throughput Virtual Screening" 

I+D Investigación y Desarrollo 

IARC "International Agency for Research on Cancer" 

IC50 Concentración inhibitoria media 

IgG Inmunoglobina G  

InsP3 Inositol 1,4,5-trifosfato 

IR Radiación Infrarroja 

Km Constante de Michaelis-Menten 

LAMP-2A Proteína de membrana asociada al lisosoma tipo 2A 

LBVS Cribado virtual basado en el ligando, "Ligand-Based Virtual Screening" 

LC-MS 
Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas, "Liquid 
Chromatography–Mass Spectrometry" 

LC-MS/MS 
Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem, "Liquid 
Chromatography tandem–Mass Spectrometry" 

LDT Química del tosilo dirigida por ligando, “Ligand-Directed Tosyl” 

LplA Ligasa del ácido lipoico 
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MALDI 
Desorción/ionización mediante láser asistida por Matriz, "Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization" 

MAP1-LC3 "Microtubule-Associated Protein 1 Light Chain 3" 

MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos, "Mitogen-Activated Protein Kinases" 

MeOH Metanol 

mTOR Diana de rapamicina en mamíferos, "Mammalian Target of Rapamycin" 

mw Irradiación por microondas, “MicroWave irradiation” 

m/z Relación masa-carga 

NCI Instituto Nacional del Cáncer, “National Cancer Institute” 

NCL Ligación química nativa, "Native Chemical Ligation" 

NEM N-etilmaleimida  

NEt3 Trietilamina 

NHS N-hidroxisuccinimida 

NIH "National Institute of Health" 

NTA Ácido nitrilotriacético, “NiTrilotriacetic Acid” 

PAINS "Pan-Assay Interference Compounds" 

PCR Reacción en cadena de polimerasa, “Polymerase Chain Reaction” 

PDB "Protein Data Bank" 

PDD "Phenotypic Drug Discovery" 

PE Fosfatidiletanolamina 

PEG Polietilenglicol 

PEG-1 Compuesto 42  

PEG-2 Ácido 15-Azido-4,7,10,13-tetraoxapentadecanoico 

PI3K Fosfatidilinositol-3-quinasa 

PLA2 Fosfolipasa A2 

PLP Piridoxal fosfato 

POA Porcentaje de actividad, “Percentage Of Activity” 

POI Proteína de interés, "Protein Of Interest" 

PPtasas Fosfopanteteinil transferasas  

PtdIns3P Fosfatidilinositol 3-fosfato 

PTS Protein Trans-Splicing 

RAR-α Receptor  del ácido retinoico , “Retinoic Acid Receptor ” 

RMN  Resonancia magnética nuclear 

SAR Relación estructura-actividad, “Structure-Activity Relationship” 

SBDD Diseño de fármacos basado en la estructura, "Structure-Based Drug Discovery" 

SBVS Cribado virtual basado en estructuras, "Structure-Based Virtual Screening" 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato 

SNARE "Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Activating protein REceptor" 

SNC Sistema nervioso central 
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SPAAC "Strain-Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition" 

SPPS Síntesis de péptidos en fase sólida, “Solid Phase Peptide Synthesis” 

SPS Sistema de purificación de disolventes 

SrtA Sortasa A 

TCEP.HCl "Tris (2-Carboxyethyl) phosphine Hydrochloride" 

TDD "Targeted Drug Discovery" 

TES Trietilsilano 

TFA Ácido trifluoroacético 

TGasa Transglutaminasa 

THF Tetrahidrofurano 

THPTA "Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amine” 

TIC Cromatograma total de los iones generados, “Total Ion Chromatogram” 

TMSCN Cianuro de trimetilsililo 

TOF Tiempo de vuelo, "Time Of Flight" 

TR-FRET "Time-Resolved Fluorescence Resonance Energy Transfer" 

UAA Amino ácidos no naturales, "Unnatural Amino Acids" 

UBLs "UBiquitin-Like-System" 

ULK "Unc-51 Like autophagy Kinase" 

UPLC "Ultra Performance Liquid Chromatography"  

UPS Sistema ubiquitina-proteosoma, "Ubiquitin-Proteosome System" 

UV Radiación Ultravioleta 

UVRAG "UV radiation Resistance-Associated Gene product" 

Vps "Vacuolar Protein Sorting" 

VS Cribado virtual, "Virtual Screening" 

YFP Proteína fluorescente amarilla, “Yellow Fluorescent Protein” 
 

  



21 
 

AMINOÁCIDOS 

 

RESINA 

 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN GENERAL 
  



 

 



25 
 

Una de las características principales de los países desarrollados es la presencia de una 

sociedad cada vez más envejecida. De hecho, el envejecimiento, el consecuente cambio 

demográfico y su relación con el bienestar son unos de los desafíos prioritarios incluidos 

en el programa marco de investigación de la Unión Europea, Horizonte 2020. Un aumento 

de la longevidad y la esperanza de vida están íntimamente asociados a un incremento de 

los casos de demencia, enfermedades cardiovasculares y cáncer lo que conlleva importantes 

consecuencias socioeconómicas. En este contexto, estrategias dirigidas a entender las 

causas y mecanismos moleculares que regulan procesos fisiológicos y patológicos, la 

identificación de nuevas dianas terapéuticas y el desarrollo de estrategias destinadas a tratar 

estas enfermedades son algunas de las prioridades principales de la investigación actual.   

El descubrimiento de nuevos fármacos está en crisis debido al bajo número de 

medicamentos aprobados en relación con la gran inversión hecha en investigación y 

desarrollo (I+D) por las empresas farmacéuticas (Figura 1).1 Además, el coste de un nuevo 

fármaco se ha incrementado exponencialmente en las últimas décadas, siguiendo un 

porcentaje medio anual de 13% desde 1950. Por tanto, hay muchos indicios que sugieren 

que este modelo de negocio es insostenible y es esencial introducir cambios que permitan 

transformar la productividad en esta área.2  

 

Figura 1. Medicamentos aprobados el año 2015 tanto en la Unión Europea (EU) como en Estados 
Unidos (USA) y sus indicaciones terapéuticas. 64 de estos compuestos eran moléculas químicas 
mientras 25 de ellos tenían un origen biológico. La mayoría de estos nuevos medicamentos (71.9%) 
fueron desarrollados por las grandes empresas farmacéuticas (Fuente: NDA, 
https://www.ndareg.com/europe-vs-usa-new-drug-product-approvals-in-2015/). 

Los grandes costes y la baja productividad en I+D de las compañías farmacéuticas 

conllevan a la búsqueda de nuevas estrategias. Una de las aproximaciones actuales de la 

industria es acercarse a instituciones académicas y hospitales docentes, para beneficiarse 

de las innovaciones que se produzcan en estas áreas.3 Además, el incremento de nuestro 

conocimiento sobre los mecanismos moleculares que regulan los procesos patológicos ha 

permitido la identificación de nuevos marcadores y dianas terapéuticas y el desarrollo de 

medicamentos personalizados, más eficientes y con menores efectos secundarios, como 
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los agentes antitumorales basados en hormonas, los inhibidores específicos de quinasas o 

los anticuerpos monoclonales (Figura 2). 

Se conocen alrededor de 538 quinasas en el genoma humano, algunas de ellas con papeles 

esenciales en el inicio y progresión de ciertos cánceres. El intenso trabajo realizado en las 

últimas décadas ha permitido que en estos momentos existan 37 inhibidores de quinasas 

aprobados por la Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, 

Food and Drug Administration) y más de 150 en ensayos clínicos.4 Entre las dianas se 

incluyen el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, epidermal growth factor 

receptor), la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) o la quinasa Abelson (ABL), entre otros. 

El desarrollo de un inhibidor específico de esta última quinasa supone uno de los ejemplos 

clásicos de cómo el conocimiento de los mecanismos moleculares que regulan 

enfermedades puede facilitar el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas. La 

fusión de la quinasa ABL con el gen BCR da lugar a BCR-ABL, una proteína con una 

actividad quinasa anormal que conlleva una excesiva proliferación y que está asociada con 

la leucemia mieloide crónica. El estudio cristalográfico de la proteína por rayos X facilitó 

el diseño de moléculas basadas en la estructura del centro activo y permitió obtener un 

inhibidor específico de esta quinasa (Imatinib (Gleevec)) que causa la remisión completa 

en un gran porcentaje de pacientes afectados por este tipo de leucemia.5  

Otra estrategia para superar el modelo actual de I+D se centra en el desarrollo de moléculas 

de tipo biológico, tanto proteínas como anticuerpos.2 Ejemplos relevantes incluyen 

tratamientos hormonales dirigidos al receptor de estrógenos o la gran revolución que ha 

supuesto el desarrollo de anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos pueden ejercer su 

función a través de diferentes mecanismos de acción. Existen anticuerpos que reconocen 

de manera específica células tumorales y su unión es una señal para que el sistema inmune 

inicie la destrucción de la célula. Este es el caso de Rituximab, dirigido al antígeno CD20 

de la superficie de los linfocitos B y que se emplea para el tratamiento de linfomas de 

células B. Los anticuerpos monoclonales también pueden actuar bloqueando receptores 

necesarios para el crecimiento celular. Por ejemplo, Trastuzumab se une al factor de 

crecimiento epidérmico humano 2 (HER2, human epidermic receptor 2), niveles elevados 

del cual han sido detectados en la superficie de células tumorales de cáncer de mama y 

estómago.  
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Figura 2. Mejoras en el diagnóstico permitirán el desarrollo de terapias personalizadas para el 
tratamiento de enfermedades (esta imagen ha sido preparada utilizando recursos de Freepik.com).  

Se está trabajando también de manera intensa no sólo en la identificación de estas entidades 

médicas de tipo biológico, sino también en el desarrollo de métodos adecuados para su 

preparación y modificación. Por ejemplo, la modificación de proteínas mediante 

conjugación covalente con moléculas de polietilenglicol (PEG), permite aumentar su 

estabilidad frente proteasas, facilitar la solubilidad acuosa, reducir su inmunogenicidad y 

mejorar sus propiedades farmacéuticas. Esta modificación se ha utilizado con éxito en 

medicamentos aprobados como la insulina6 o el interferón -2a o 2b para el tratamiento 

de la hepatitis C.7  

Otra de las limitaciones más importantes a las que se enfrenta la industria farmacéutica es 

la falta de nuevas dianas con potencial interés terapéutico. Por ejemplo, el 20% de los 

programas de desarrollo de fármacos contra el cáncer de la industria farmacéutica se centra 

en tan solo 8 proteínas.8 El genoma humano incluye unas 20.000 proteínas, de las cuales 

se considera que alrededor de 3800 pueden estar relacionadas con enfermedades. A pesar 

de esto, los medicamentos aprobados en estos momentos por la FDA solo se dirigen a 667 

proteínas humanas y 189 proteínas de patógenos, por lo que la identificación de nuevas 

dianas es un campo creciente de investigación.9 De manera similar, un análisis de los 
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medicamentos aprobados en las últimas tres décadas revela que las dianas se distribuyen 

por familias, siendo la más enriquecida el grupo de los receptores incluyendo los receptores 

acoplados a proteína G (GPCR, G-protein coupled receptor), receptores nucleares o 

receptores de tirosina quinasa (53%). El 22% de los medicamentos están dirigidos a 

enzimas y el 17% a proteínas transportadoras (Figura 3). 

 

Figura 3. Principales familias de proteínas como dianas farmacológicas. Distribución de dianas 
proteicas humanas por familia de genes. La gran mayoría (563 medicamentos) están dirigidos a 
receptores acoplados a proteína G, tirosina quinasa o receptores nucleares. 234 medicamentos 
bloquean hidrolasas, ligasas u oxidoreductasas mientras que 181 medicamentos están dirigidos a 
proteínas transportadoras (canales iónicos sensibles a voltaje, transportadores activos, etc.).10 

Así pues, un conocimiento detallado de los mecanismos moleculares que regulan procesos 

celulares tendría que facilitar la identificación de nuevos biomarcadores y dianas 

terapéuticas que tras su validación pueden servir para el desarrollo de nuevos tratamientos. 

Esta categoría puede incluir proteínas (con actividad enzimática o no), factores de 

transcripción, modificaciones epigenéticas y también interacciones proteína-proteína y 

lípido-proteína, entre otras.  

Existen dos tipos principales de ensayos, los que estudian la actividad de una diana 

molecular específica (Targeted Drug Discovery, TDD), y los que investigan el efecto global 

sobre un modelo celular o animal mediante un ensayo de tipo fenotípico (Phenotypic Drug 

Discovery, PDD). TDD y PDD son enfoques complementarios para el descubrimiento de 

fármacos, cada uno con sus fortalezas y debilidades. 

En un inicio, el descubrimiento de nuevos fármacos se basó en PDD. En la década de los 

80, los avances en biología molecular y genómica facilitaron la obtención y purificación de 

proteínas y por tanto el desarrollo de ensayos dirigidos a dianas específicas (TDD). Los 

TDD suelen ser ensayos bioquímicos, aunque también pueden ser celulares, que se basan 
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en el conocimiento previo de la diana molecular, ya sea por su relación establecida con una 

determinada enfermedad o con la intención de explorar una hipótesis de tratamiento 

(Figura 4A). El uso de TDD junto con el cribado de grandes librerías de compuestos, 

facilitado por los avances en química orgánica, ha sido el punto de partida para la 

identificación de muchos fármacos y es una estrategia que se utiliza ampliamente en la 

industria farmacéutica. 

 

Figura 4. A) Descubrimiento de fármacos a partir de TDD. B) Descubrimiento de fármacos a partir 
de PDD.  

En contraste, los ensayos fenotípicos (PDD) se basan en la identificación de compuestos 

que en estudios celulares sean capaces de modular un fenotipo asociado a una enfermedad 

determinada, generalmente desconociendo su diana o mecanismo de acción (Figura 4B). 

Aunque la industria farmacéutica es reacia a utilizar medicamentos con mecanismo de 

acción desconocido, existen muchos medicamentos que han sido identificados en ensayos 

fenotípicos.11 Una gran cantidad de fármacos aprobados por la FDA (especialmente en la 

década de 1970 y con anterioridad) fueron descubiertos a través de ensayos fenotípicos y 

fueron aprobados antes de identificar su mecanismo de acción o diana específica. Ejemplos 

relevantes incluyen algunos antituberculosos tales como la pirazinamida, la 

tiosemicarbazona o el ácido paraaminosalicílico,12 o la aspirina (ácido acetilsalicílico), cuyo 

mecanismo de acción tardó casi 100 años en ser determinado.13 Otro ejemplo es Ezetimibe 

(Zetia), un inhibidor de la absorción de colesterol que obtuvo la aprobación en 2002 como 

medicamento para reducir el colesterol sin tener una diana específica conocida, que 

posteriormente se identificó como el transportador de colesterol NPC1L1.  

Los ensayos fenotípicos también se utilizan como complemento de ensayos de TDD para 

evaluar los efectos de los compuestos sobre la viabilidad celular o en modelos celulares de 

la diana a estudiar. Aunque los ensayos basados en el conocimiento de la diana han sido 

los más utilizados durante los últimos veinte años, el desarrollo de nuevos métodos de 

lectura (microscopios de fluorescencia automatizados) y nuevos modelos celulares (células 

transfectadas de manera estable, ensayos basados en genes reporteros) ha hecho resurgir 

los ensayos fenotípicos tanto en academia como en la industria farmacéutica.14,15 Además, 



30 
 

el estudio de compuestos directamente en ensayos celulares permite valorar su actividad 

celular, asegurando su paso a través de la membrana y descartando que posibles efectos 

secundarios en otras dianas disminuyan el efecto global. La mayor desventaja de estos 

ensayos es la imposibilidad de optimizar las propiedades de los candidatos clínicos sin 

conocer previamente el mecanismo de acción. Además, existen aún ciertas reticencias en 

la industria debido a posibles problemas de seguridad o toxicidad derivados del 

desconocimiento del sitio de acción. Otro problema es el elevado coste y tiempo necesario 

para identificar las dianas correspondientes mediante estudios proteómicos basados en 

análisis por espectrometría de masas (EM), métodos génicos o computacionales, así como 

la posterior validación mediante estudios bioquímicos o biofísicos. Pero a la vez, este 

inconveniente se convierte en una ventaja al permitir la identificación de nuevas dianas 

terapéuticas que amplían el abanico de posibilidades existentes (Figura 5). En este contexto 

tiene un papel muy relevante la química biológica, entendida como el uso de moléculas 

químicas para estudiar, interrogar y perturbar procesos biológicos, permitiendo en muchos 

casos establecer relaciones desconocidas entre fenotipos y dianas. Por ejemplo, el 

desarrollo de métodos de identificación de dianas (modificación de moléculas activas 

con grupos bioortogonales que faciliten su inmovilización o enriquecimiento, moléculas 

que permitan el marcaje por fotoafinidad, etc.), han permitido grandes avances en este 

campo de investigación. Además, una vez identificadas las dianas, es necesario validar esa 

interacción utilizando múltiples métodos tanto bioquímicos como biofísicos. Algunos de 

ellos requieren el uso de proteínas recombinantes marcadas con fluoróforos o con una 

biotina para facilitar su detección o inmovilización en superficies o resinas. Esto no sería 

posible sin el desarrollo previo de métodos químicos para la modificación de proteínas 

que han permitido estudiar y caracterizar sus interacciones tanto con ligandos como con 

otras proteínas. 

 
Figura 5. En los cribados basados en la diana, las moléculas son estudiadas frente una diana 
determinada. Suele tratarse de ensayos bioquímicos, aunque también pueden ser realizados en células. 
Los cribados fenotípicos miden una respuesta celular y requieren de estrategias posteriores de 
identificación y validación de dianas. 
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Otra limitación importante en el descubrimiento de fármacos es la identificación de 

nuevas moléculas. Durante los años 90, el desarrollo de métodos de producción de 

proteínas recombinantes y los avances en el establecimiento de ensayos de alto cribado, 

llevaron a la necesidad de crear grandes bibliotecas de compuestos químicos para su 

evaluación. Con el paso del tiempo se comprobó que el índice de éxito de estas bibliotecas 

moleculares o quimiotecas, hechas en muchos casos mediante técnicas de química 

combinatoria, era más bien bajo. La estructura plana de muchos de estos compuestos, la 

elevada proporción de grupos aromáticos, el bajo porcentaje de carbonos sp3 y centros 

quirales parecen ser algunas de las razones de esta baja tasa de éxito.  

La miniaturización de los ensayos HTS (Cribado de alto rendimiento, del inglés, “High 

Throughput Screening”) y el uso de robots han seguido fomentando el uso de grandes 

quimiotecas de compuestos (100.000-300.000). Pero las bibliotecas actuales suelen ser 

mucho más diversificadas, intentan explorar una gran cantidad del espacio químico, 

incluyen derivados de productos naturales, productos con actividad ya conocida para 

ayudar a determinar vías de señalización implicadas y moléculas de pequeño tamaño 

compuestas por estructuras privilegiadas. Este término, utilizado por primera vez por Ben 

Evans reconoce estructuras pequeñas, no planas, como benzodiacepinas o índoles, que de 

manera repetida suelen presentar actividades biológicas, que tienen grandes posibilidades 

para introducir sustituyentes que modifiquen su conformación tridimensional y que sirven 

por tanto como base para la posterior derivatización y preparación de compuestos con 

mayor afinidad y selectividad (Figura 6).16 Muchas de estas estructuras han sido utilizadas 

para la preparación de quimiotecas destinadas a la identificación de nuevos fármacos.17 
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Figura 6. Ejemplos de estructuras privilegiadas presentes en los fármacos. 

El contenido de algunas de las bibliotecas comerciales depende también del tipo de dianas 

a las que se quieran dirigir. Es lo que se conoce como cribado centrado o focused screening. 

Actualmente, muchos proveedores ofrecen quimiotecas especializadas de compuestos 

destinados a quinasas, GPCR, receptores nucleares, canales iónicos o dianas del sistema 

nervioso central (SNC). La naturaleza de estas colecciones de compuestos y los principios 

utilizados en el diseño de cada una, varían en función de la diana a la que se dirigen.18 Por 

ejemplo, las bibliotecas dirigidas a quinasas aprovechan la homología asociada con el sitio 

de unión a ATP (adenosín trifosfato). Los GPCRs se caracterizan por ser receptores 

transmembrana formados por siete dominios. Varios años de estudio de estos receptores 

han permitido la identificación de clases de compuestos que demuestran una marcada 

afinidad por estos dominios transmembranales. De manera similar, están disponibles 

quimiotecas de compuestos destinadas a receptores de hormonas nucleares y canales 

iónicos basadas en inhibidores previamente conocidos. Los compuestos de las bibliotecas 

que se dirigen al SNC poseen propiedades físicas comunes como por ejemplo la capacidad 

de atravesar la barrera hematoencefálica. En definitiva, estas bibliotecas ofrecen mayor 

probabilidad de identificar compuestos activos, aunque presentan ciertos inconvenientes. 

El uso repetido de este tipo de librerías por diferentes instituciones puede complicar la 
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posible patentabilidad de los compuestos identificados y dificultar las relaciones entre 

estructura y actividad.  

Métodos para la identificación de candidatos clínicos 

Una de las consideraciones más importantes a tener en cuenta en el descubrimiento de 

fármacos es la elección de la estrategia a seguir para identificar compuestos activos. 

Algunas de las estrategias existentes son las siguientes: el cribado aleatorio de alto 

rendimiento (HTS),19 el diseño de fármacos basado en la estructura (SBDD)20, el cribado 

de fragmentos (FBS)21, la utilización de quimiotecas seleccionadas20 y más recientemente, 

bibliotecas químicas codificadas por ADN(DECL) o presentaciones sobre fago.22 La 

selección de cada una de las metodologías depende de varios factores como son los costes 

generales, el acceso a quimiotecas o a métodos de detección adecuados, las demandas 

técnicas de cada ensayo o el tipo de ensayo biológico, entre otros factores. En los últimos 

veinte años, las tecnologías de cribado han evolucionado rápidamente. La repentina 

afluencia de nuevas dianas terapéuticas ha sido clave para impulsar el desarrollo de ensayos 

automatizados y miniaturizados para aumentar la velocidad y reducir el coste de la 

detección. Esta metodología se ha convertido en rutinaria en la industria farmacéutica e 

incluso se ha trasladado a los centros académicos.23 La tecnología de cribado puede abarcar 

una gran variedad de colecciones de compuestos, desde miles de millones a cientos de 

ellos. 

 Cribado aleatorio o cribado de alto rendimiento (HTS, del inglés “High-

Throughput Screening”). Es la identificación de moléculas de pequeño tamaño a través de 

colecciones de compuestos aleatorios que pueden albergar gran cantidad de compuestos 

(105-106) o bien colecciones de menor tamaño. Las técnicas de HTS se utilizan 

universalmente como un método práctico en busca de nuevos puntos de partida para la 

identificación de compuestos biológicamente activos24 y como método para comprender 

mejor el papel de un proceso bioquímico particular. La principal ventaja de los ensayos de 

tipo HTS es la capacidad de acelerar la detección primaria. Los rangos de concentración 

funcional de las moléculas identificadas normalmente van desde nanomolar a micromolar. 

Las técnicas de tipo HTS han sido esenciales en el descubrimiento de fármacos25 y siguen 

siendo el método de elección en la industria farmacéutica. Aunque presenta varios 

inconvenientes como son el alto coste asociado a la robotización, el mantenimiento de las 

librerías y el tiempo requerido para el procesado de resultados. Últimamente, se 

complementan también con otro tipo de métodos como SBDD o el uso de métodos 

computacionales. 
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 Diseño de fármacos basado en la estructura (SBDD, del inglés “Structure-

Based Drug Discovery”). Se fundamenta en el diseño de compuestos activos en base al 

conocimiento de las estructuras tridimensionales (determinada ya sea por rayos X o 

resonancia magnética nuclear (RMN)) de las dianas terapéuticas. Esta información permite 

determinar las características del sitio de unión (centro activo o alostérico) del ligando de 

tal manera que se pueda diseñar una estructura química que establezca una buena 

interacción con él. Un requisito esencial en estos estudios es la comprensión de los 

aspectos espaciales y energéticos que afectan a las afinidades de unión de los complejos 

proteína-ligando. El proceso suele iniciarse a partir de la interacción de un inhibidor o hit 

(conocido previamente o identificado durante el proceso) que es caracterizado mediante 

cristalización o estudios de interacción por RMN. Una vez determinadas la forma y la 

naturaleza química del sitio de unión y las posibles interacciones intermoleculares con el 

ligando, esta información permite el diseño de ligandos más potentes y selectivos (leads). 

Esta tecnología ha demostrado ser eficiente y en varios casos las tasas de éxito alcanzadas 

han sido significativamente mayores que utilizando ensayos de tipo HTS.26,27 Si a este 

estudio de las bases moleculares de la interacción, junto con el conocimiento de la 

estructura tridimensional de la diana biológica en el proceso se añaden métodos 

computacionales para el cribado de quimiotecas virtuales de compuestos nos encontramos 

ante el cribado virtual de alto rendimiento o HTVS. 

 Cribado virtual de alto rendimiento (HTVS, del inglés “High-Throughput 

Virtual Screening”). El cribado virtual utiliza grandes quimiotecas de compuestos que están 

disponibles comercialmente. Se seleccionan computacionalmente y se estudia su 

interacción contra la estructura conocida de la diana de interés mediante programas de 

acoplamiento molecular (docking) con la finalidad de predecir la conformación preferida 

del ligando en el sitio de unión. Posteriormente se estudia la energía libre de unión entre la 

proteína y el ligando en cada postura de acoplamiento y se estima la afinidad de la unión 

mediante las funciones de puntuación o scoring. Los compuestos identificados que 

presentan una mayor energía de unión, y por lo tanto pueden unirse de manera más eficaz 

al sitio de unión, son luego estudiados experimentalmente.26,28,29  

Las ventajas de utilizar el cribado virtual basado en la estructura son las siguientes: reducción 

del tiempo y de los costes del proceso de selección de millones de moléculas pequeñas en 

comparación con HTS, ya que no hay necesidad de poseer compuestos físicamente para 

realizar el proceso de selección. Además, se ha estimado que los métodos experimentales 

poseen un porcentaje de éxito inferior a 1 por cada 10.000 compuestos sintetizados, al 
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estar basados fundamentalmente en técnicas de ensayo y error, mientras que la tasa de 

éxito del cribado virtual es de 100 a 1000 veces mayor,30,31 obteniendo en algunos casos 

moléculas activas en el rango nM. Las técnicas de HTVS han sido usadas con éxito en la 

identificación de inhibidores de la anhidrasa carbónica para el tratamiento del glaucoma,32 

inhibidores de la proteasa del VIH, fármacos para el tratamiento de la malaria o inhibidores 

del receptor de dopamina D3, entre otros. El cribado virtual presenta también algunas 

desventajas, como por ejemplo que los compuestos identificados por HTS son generalmente 

más potentes que los compuestos identificados por VS. Además, se conoce que las 

moléculas de agua tienen un papel importante en el proceso de unión de muchos fármacos. 

Sin embargo, una práctica habitual del cribado virtual es eliminar todas las moléculas de 

agua de solvatación presentes en la estructura de la proteína, dificultando así el proceso de 

identificación. Al mismo tiempo existe una elevada complejidad en los cálculos de 

acoplamiento debido a la flexibilidad estructural del receptor. Estas propiedades dificultan 

predecir con precisión la unión de los ligandos a la proteína. 

 Cribado de fragmentos (FBS, del inglés “Fragment-Based Screening”). Se basa 

en el análisis de bibliotecas de unos pocos miles de compuestos (a diferencia de las decenas 

de miles o incluso millones en HTS) de bajos pesos moleculares (<300-200 Da), probados 

a elevadas concentraciones (rango milimolar). Este método fue desarrollado por Shuker 

en 199633 y actualmente se lleva a cabo de manera rutinaria en muchas compañías 

farmacéuticas y laboratorios académicos como un método alternativo para identificar 

ligandos de proteínas.34,35 Hay un número de metodologías mediante las cuales se pueden 

analizar los fragmentos como son RMN, EM y cristalografía de rayos X.36 De entre estas, 

destaca la técnica de RMN, ya que es ideal para la detección de ligandos de baja afinidad y 

es una de las más productivas identificando pequeñas moléculas que actúan de inhibidores 

sobre una gran variedad de dianas. Tras la identificación del fragmento activo, la idea es la 

obtención de compuestos de afinidad optimizada (leads) o mejores propiedades 

fisicoquímicas y ADME (absorción, distribución, metabolismo y excreción) utilizando 

varias estrategias como son la síntesis de análogos, sustituciones o expansiones del 

fragmento inicial, la combinación con elementos de un sustrato conocido, inhibidor u otro 

fragmento creando así una molécula híbrida o el ensamblaje de fragmentos in situ que 

abarca áreas como la química combinatoria. El cribado de fragmentos ha facilitado por 

ejemplo la identificación de compuestos que bloquean la unión a ADN de la proteína E2 

del virus del papiloma humano.37 Además, en estos momentos más de 30 medicamentes 

derivados de fragmentos están incluidos en ensayos clínicos.38  
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 Bibliotecas químicas codificadas por ADN (DECLs, del inglés “DNA-

Encoded Chemical Libraries”). Esta tecnología emergente permite la síntesis y cribado de 

colecciones muy grandes (típicamente > 108) de moléculas pequeñas mediante su 

conjugación a fragmentos de ADN, que sirven como códigos de barras de identificación 

amplificables utilizando la reacción en cadena de polimerasa (PCR, “polymerase chain 

reaction”).22 Se trata de una técnica análoga al phage display (presentación sobre fago), en 

la que grandes librerías de anticuerpos o péptidos son mostrados en la superficie de fagos, 

permitiendo identificar moléculas que presentan gran afinidad con un ligando específico.39 

La tecnología DECL permite preparar y evaluar bibliotecas de colecciones de moléculas 

pequeñas con tamaños antes inconcebibles. Como principales inconvenientes habría que 

mencionar que los candidatos obtenidos tienden a ser de gran tamaño y presentan bajas 

eficiencias de ligando. Además, la conjugación con ADN puede enmascarar problemas 

potenciales de solubilidad que solo serán evidentes al sintetizar la molécula identificada. 

Otro desafío importante es la necesidad de ampliar el tamaño de la biblioteca mientras se 

preserva las características farmacocinéticas de los compuestos, así como su pureza. Para 

este fin, será necesario identificar y optimizar reacciones químicas compatibles con el 

ADN. Esta tecnología tiene un impacto cada vez mayor en el proceso de descubrimiento 

de medicamentos, no solo en la industria farmacéutica sino también en el mundo 

académico.  

En este apartado se ha hecho un repaso sobre las técnicas de cribado para la identificación 

de compuestos activos. En la actualidad todos los métodos descritos coexisten y pueden 

ser complementarios. Recientemente, en un estudio publicado en la revista Journal of 

Medicinal Chemistry se describe el origen de los candidatos clínicos publicados entre 2016 y 

2017. El 43% de estos candidatos surgieron a partir de compuestos ya activos, el 29% de 

cribados aleatorios, mientras que un 14% se obtuvieron por cribados de fragmentos. 

También se detectaron compuestos activos utilizando métodos de focused screening con 

quimiotecas especializadas (con una estructura química común o en base al conocimiento 

previo de la diana, 8%), o librerías codificadas por ADN (1%).40 

Aparte de los métodos basados en el cribado de grandes librerías de compuestos o 

fragmentos, existen también otras aproximaciones para la identificación de moléculas 

activas. 
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 Reposicionamiento de compuestos activos caracterizados para otras 

dianas. El reposicionamiento de medicamentos conocidos para el tratamiento de otras 

enfermedades es una estrategia muy atractiva para la industria farmacéutica actual, ya que 

al disponer de datos de su eficacia y principalmente de su toxicidad o tolerancia, permite 

acortar las fases de descubrimiento requiriendo así menos tiempo y coste para su 

lanzamiento al mercado. Además, si la estrategia de reposicionamiento funciona, permite 

identificar nuevas vías y dianas que podrán ser exploradas en un futuro. Existen 

importantes ejemplos de cómo la identificación de una diana secundaria permite el 

reposicionamiento de ciertos fármacos. Este es el caso del citrato de sildenafilo, 

originalmente desarrollado como hipertensivo que fue después seleccionado para el 

tratamiento de la disfunción eréctil, o la talidomida, un sedante que se vio asociado con 

importantes problemas de malformaciones congénitas que actualmente se utiliza para el 

tratamiento del mieloma múltiple.41 

 Medicamentos “me-too” (de imitación). Otra posibilidad de identificar 

compuestos activos, nuevos y patentables se basa en medicamentos que ya se encuentran 

en la etapa posterior del desarrollo clínico o que ya se han lanzado al mercado, son los 

denominados medicamentos de imitación “me-too”. Son compuestos muy similares 

estructuralmente a medicamentos ya conocidos que tienen un mecanismo de acción 

idéntico. Ejemplo de ello son los antihipertensivos derivados de Captopril (Cilazapril, 

Lisinopril, Enalapril). Aproximadamente el 75% de los nuevos fármacos aprobados por la 

FDA son clasificados como medicamentos “me-too”, esto significa que solo el 25% 

presentan mejoras terapéuticas nuevas en enfermedades. Además, la mayor parte de 

incentivos están destinados a los fármacos “me-too”, disminuyendo así la financiación en 

medicamentos pioneros que son necesarios para curar otras patologías. A pesar de ello, 

resulta necesario el desarrollo de este tipo de medicamentos. Prueba de ello es el caso del 

fármaco oral hipoglucémico Troglitazona, antidiabético aprobado en 1997 por la FDA y 

posteriormente retirado del mercado tras informes de hepatotoxicidad inaceptable. Los 

medicamentos “me-too” como la Rosiglitazona42 y Pioglitazona43 son mucho menos 

tóxicos y hoy en día se utilizan ampliamente en sustitución de Troglitazona. Si estos 

fármacos no se hubieran desarrollado, la retirada de Troglitazona hubiera provocado una 

brecha importante en la terapia antidiabética. Al igual ocurre con los antihistamínicos de 

primera generación, que presentaban efectos de corta duración y requerían múltiples dosis 

produciendo sedación y efectos anticolinérgicos graves. Estos efectos secundarios se 

redujeron considerablemente en la segunda y tercera generación de antihistiamínicos.20  
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 Diseño de compuestos covalentes derivados de ligandos no covalentes. 

Esta estrategia aprovecha la estructura de ligandos conocidos e introduce sustituyentes que 

generen un enlace covalente con un residuo de cisteína o serina de la proteína diana. La 

reciente aprobación por parte de la FDA de fármacos covalentes basados en esta 

aproximación valida esta estrategia. Ejemplos relevantes incluyen Ibrutinib (2013), que 

reacciona con la Cys481 del sitio de unión de ATP de la tirosina quinasa de Bruton (Btk), 

y Osimertinib (2015), un inhibidor de EGFR que bloquea selectivamente la proteína que 

contiene la mutación T790M. Más recientemente, se han descrito los primeros resultados 

prometedores de un ensayo clínico con el fármaco AMG510. Este medicamento contiene 

una acrilamida que reacciona de manera específica y covalente con la Cys12 presente en 

una versión mutada de la proteína K-Ras (G12C) que se encuentra en el 14% de los 

cánceres de pulmón y el 5% de los canceres de colon.  

Un aspecto a resaltar en esta metodología es la necesidad de introducir un electrófilo que 

no sea reactivo con los nucleófilos más prevalentes biológicamente. Factores como la 

cinética de la reacción o las consideraciones estéricas y la electrónica que controlan la 

reacción desempeñan también un papel importante para decidir qué electrófilos son los 

más apropiados.44 Algunas de las ventajas que presenta esta metodología son una mejora 

de la selectividad frente otras proteínas de la misma familia, un aumento de la afinidad de 

unión en proteínas con sitios de unión no muy profundos y además, se ha demostrado que 

los compuestos que actúan a través de un mecanismo de inhibición covalente presentan 

menos problemas de aparición de resistencias. Por el contrario, hay un cierto temor a 

utilizar inhibidores covalentes por su posible toxicidad, ya que establecen interacciones 

muy fuertes y estables provocando tiempos de permanencia prolongados y pueden tener 

problemas de especificidad. Aunque la experiencia previa con otros inhibidores de tipo 

covalente como la aspirina o la penicilina, hacen pensar que los efectos tóxicos podrían ser 

menores de los esperados. 

 

Esta tesis se centra en dos temas que abordan diferentes aspectos del proceso de 

descubrimientos de nuevos fármacos. En primer lugar se ha trabajado en la identificación 

de compuestos activos frente una diana conocida, la cisteína proteasa Atg4B. La alteración 

de los niveles de autofagia es un problema importante asociado a enfermedades 

neurodegenerativas, cáncer y envejecimiento. El desarrollo de moduladores específicos de 

este proceso es un campo de investigación que ha atraído mucho interés en los últimos 

años. El primer capítulo de esta tesis se basa en el establecimiento de un ensayo de tipo 

HTS destinado a la identificación de inhibidores de Atg4B, una proteína involucrada en la 
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síntesis del marcador de autofagia LC3-II. Partiendo de las estructuras de rayos X 

conocidas de Atg4B en ausencia y en presencia de ligando, se realizó un HTVS para 

detectar potenciales inhibidores. Una vez estudiados experimentalmente, se sintetizó una 

pequeña librería de compuestos basados en la estructura de los más activos y su actividad 

fue analizada en estudios bioquímicos y celulares. 

El segundo capítulo de esta tesis doctoral se centra en el desarrollo de un método para la 

modificación selectiva de proteínas. Los métodos de modificación selectiva de proteínas 

(que afectan a un residuo determinado) son de gran interés para obtener proteínas 

marcadas de forma homogénea (en contraposición a los métodos no selectivos que 

generan mezclas heterogéneas de proteínas modificadas). Las proteínas marcadas son de 

gran interés tanto en la industria farmacéutica (proteínas PEGiladas, generación de 

anticuerpos) como en investigación básica (proteínas marcadas con fluoróforos, lípidos, 

biotina, azúcares, etc.) para el estudio de interacciones ligando-proteína o proteína-proteína 

así como la validación de dianas desconocidas obtenidas a partir de ensayos fenotípicos. 
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El término “autofagia” fue empleado por primera vez por el fisiólogo francés M. Anselmier 

en un breve artículo publicado en 1859. Pero no fue hasta un siglo después, en 1963, 

cuando el bioquímico belga Christian De Duve, durante el trabajo que le llevó al 

descubrimiento de los lisosomas, empleó el término autofagia desde un punto de vista 

mecanístico.1 Este término, que proviene del griego y podría traducirse como 

autoconsumo, es un proceso celular que consiste en la degradación lisosomal de 

componentes citoplasmáticos desechables o potencialmente dañinos, incluyendo 

orgánulos obsoletos, proteínas de vida media larga, agregados de proteínas, y patógenos. 

Este mecanismo, junto con el sistema ubiquitina-proteosoma (UPS, “ubiquitin-

proteosome system”), son las dos vías principales de degradación de proteínas en células 

eucariotas. Ambos mecanismos son complementarios pero diferentes, ya que el UPS es el 

responsable de degradar el 80-90% del proteoma incluyendo proteínas de vida corta, 

anormales o dañadas. La autofagia se produce en condiciones basales y tiene un papel 

crucial en el desarrollo, la diferenciación, la supervivencia y la homeostasis celular y su 

funcionamiento anómalo está relacionado con el envejecimiento y múltiples enfermedades 

como el cáncer y trastornos neurodegenerativos.2  

El interés por este campo de investigación ha crecido de manera exponencial en las últimas 

décadas. Actualmente, una búsqueda en la base de datos PubMed proporciona 30.000 

artículos científicos que contienen el término autofagia. Además, el año 2016 le fue 

concedido el Premio Nobel de Medicina o Fisiología al profesor Yoshinori Ohsumi por la 

caracterización de los mecanismos moleculares que controlan este proceso y en particular 

por el descubrimiento de los genes relacionados con autofagia ATG (del inglés, 

“AuTophaGy-related”), que controlan y regulan la autofagia en levaduras.3 

1.- Tipos de autofagia 

Existen tres tipos principales de autofagia: la autofagia mediada por chaperonas (CMA, del 

inglés “chaperone-mediated autophagy”), la microautofagia y la macroautofagia.  

La autofagia mediada por chaperonas (CMA) regula la degradación de proteínas citosólicas 

que son seleccionadas específicamente a través de la unión de la chaperona Hsc70 a un 

pentapéptido presente en su secuencia (KFERQ). Tras la unión, la chaperona las dirige a 

la membrana lisosomal donde interactúan con la proteína de membrana asociada al 

lisosoma tipo 2A, LAMP-2A. Finalmente, las proteínas son internalizadas y degradadas 

por las hidrolasas lisosomales (Figura 7).2 Se ha demostrado que la CMA opera en una 

multitud de proteínas citosólicas, por lo que ejerce funciones reguladoras importantes en 
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diferentes estados fisiopatológicos como la regulación metabólica, la preservación de la 

integridad del genoma, el envejecimiento, la activación de células T, la neurodegeneración 

y la oncogénesis. Además, el análisis de secuencia lineal del proteoma citosólico sugiere 

que alrededor del 30% de sus componentes pueden ser degradados mediante CMA.  

En la microautofagia, las entidades citoplasmáticas destinadas a la degradación son 

captadas directamente a través de la invaginación de la membrana lisosomal.   

Finalmente, la macroautofagia, también conocida como autofagia, es la modalidad mejor 

caracterizada.4 Mientras que la microautofagia y la CMA no están asociadas con grandes 

cambios morfológicos en los compartimentos vesiculares, las respuestas macroautofágicas 

involucran vesículas que pueden ocupar una parte considerable del citoplasma. Durante 

este proceso, regulado por los genes ATG, los contenidos celulares son degradados en 

lisosomas o vacuolas y finalmente reciclados.  

La autofagia se inicia con la formación de una doble membrana en forma de copa 

denominada fagóforo, la cual envuelve el material citoplasmático, proteínas y orgánulos 

que se desean degradar. Posteriormente, esta doble membrana se cierra dando lugar al 

autofagosoma, que se fusiona con el lisosoma formando el autofagolisosoma y liberando 

en su interior el material a degradar. Tras la degradación lisosomal, el material resultante 

(aminoácidos, azúcares, lípidos, etc.) se libera al citoplasma para ser reutilizado (Figura 7).  

 
Figura 7. Diferentes tipos de autofagia. La macroautofagia se caracteriza por el secuestro de 
estructuras dirigidas a ser degradadas en vesículas de doble membrana llamadas autofagosomas, que 
se fusionan con el lisosoma formando autofagolisosomas y exponiendo su contenido a los enzimas 
hidrolíticos. Los metabolitos resultantes se transportan al citoplasma y se reutilizan para la síntesis 
de nuevas macromoléculas o como fuentes de energía. Durante la autofagia mediada por la 
chaperona (CMA), las proteínas que poseen la secuencia KFERQ son reconocidas por la chaperona 
Hsc70, se asocian con la proteína de membrana LAMP-2A y se internalizan en el lisosoma para su 
degradación. Microautofagia es el proceso que ocurre cuando los lisosomas engullen directamente 
el material citosólico mediante invaginación de la membrana.  
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2.- Mecanismos de regulación  

En condiciones fisiológicas normales la autofagia existe a un nivel basal y actúa como 

mecanismo de control de la calidad celular. En condiciones de estrés, como pueden ser la 

falta de nutrientes, infecciones por patógenos o la presencia del algún estímulo, la actividad 

autofágica aumenta. Existen diferentes vías de regulación para controlar la autofagia y 

consecuentemente numerosos puntos potenciales de modulación. La vía de regulación 

clásica es la vía de señalización mTOR, del inglés “mammalian target of rapamycin”, 

aunque también se han descrito otras cascadas de señalización independientes de ésta. La 

mayoría de los moduladores químicos que afectan a éstas últimas actúan sobre la síntesis 

de inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3) o la vía de señalización del calcio.  

Aparte de estas vías reguladoras, implicadas también en otras funciones celulares, a 

principios de los años 90 el profesor Y. Oshumi caracterizó los genes ATG responsables 

de la maquinaria central del proceso de la autofagia. Los primeros estudios en levaduras 

permitieron la identificación de 15 genes involucrados en la regulación de este proceso.3 

Actualmente se han descrito 41 genes ATG y la mayoría de ellos tienen también ortólogos 

en humanos. Este descubrimiento de gran importancia y que contribuyó a elucidar el 

mecanismo molecular de este proceso de reciclaje, ha facilitado el estudio del papel de la 

autofagia tanto en procesos fisiológicos como patológicos.5,6 Los genes ATG dan lugar a 

una serie de proteínas conocidas como Atg. Los diferentes miembros de la familia de 

proteínas Atg se pueden clasificar teniendo en cuenta su función específica en las diferentes 

etapas del proceso (Tabla 1). 

Etapas de la autofagia Proteínas implicadas 

Iniciación y nucleación 
Atg1/ULK1, Atg13, FIP2007 

 Atg6/Beclin-1-Atg14/Atg14L-Vps34-Vps158 

Formación y expansión del 
fagóforo 

Atg9 y proteínas WIPI9 
Sistema de conjugación Atg8/LC3 formado por 

Atg3, Atg4, Atg7, Atg12, Atg5, Atg1610 

Maduración y fusión con el 
lisosoma  

Beclin-1-UVRAG-Vps3411,12 

Tabla 1.  Proteínas implicadas en las diferentes etapas de la autofagia.  

Por tanto, debido al papel crucial que tienen estas proteínas en la formación del fagóforo, 

el cierre del autofagosoma y su fusión con el lisosoma, se han considerado dianas 

interesantes para el desarrollo de inhibidores de autofagia. Hay que tener en cuenta que 

aunque hasta hace poco se creía que su función estaba exclusivamente involucrada en la 
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regulación de la autofagia, estudios recientes indican que también pueden tener también 

funciones celulares adicionales.13,116  

A continuación, se va a describir con detalle las diferentes etapas del proceso autofágico y 

las proteínas implicadas en cada una de ellas. El primer paso en este mecanismo es la 

formación del fagóforo que secuestra todo aquel material citosólico que va a ser 

degradado. Una de las vías clásicas de regulación de la autofagia en este paso inicial es la 

vía mTOR, una red de señalización que conecta señales extracelulares e intracelulares para 

adaptar el metabolismo celular a las fluctuaciones de nutrientes (Figura 8 y 9). mTOR tiene 

un papel crucial en la regulación de la síntesis de proteínas, el crecimiento celular y la 

proliferación. Está formado por dos complejos: mTORC1 es responsable de la regulación 

de la autofagia y está generalmente asociado con la proliferación celular y la progresión del 

cáncer cuando está desregulado, mientras que mTORC2 participa en la reorganización del 

citoesqueleto de actina.  

La formación del fagóforo también requiere la activación del complejo (ULK-Atg13-

FIP200). Bajo condiciones ricas en nutrientes o en presencia de insulina, mTORC1 regula 

negativamente la autofagia mediante la fosforilación de Atg13 y los homólogos en 

mamíferos de la proteína de levaduras Atg1 (ULK1 y ULK2, del inglés “Unc-51 like 

autophagy activating kinase”). La fosforilación de ULK inhibe su actividad quinasa. En 

ausencia de nutrientes o factores de crecimiento, la fosforilación de mTOR mediada por 

AMPK inhibe su actividad y la consiguiente fosforilación de ULK. Al estar activa, ULK 

puede fosforilar Atg13 y la proteína de 200 KDa que interactúa con la familia de quinasas 

de adhesión focal (FIP200) lo que permite el inicio de la autofagia (Figura 8).14  
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Figura 8. Los complejos ULK-Atg13-FIP200 median la señalización de mTOR en la maquinaria 
autofágica. En condiciones de presencia de nutrientes mTOR está activado y fosforila las proteínas 
ULK y Atg13. En cambio, en ausencia de nutrientes la proteína mTOR se encuentra desactivada 
permitiendo así las fosforilaciones mediadas por ULK de Atg13, FIP200 que suponen el inicio del 
proceso autofágico. 

La presencia de Atg13 facilita el reclutamiento del complejo fosfatidilinositol 3-quinasa 

(PI3K) formado por Atg14L, Vps34, Vps15 y beclin 1 y la consiguiente generación de 

fosfatidilinositol 3-fosfato (PtdIns3P), que supone la señal de entrada para la formación 

del omegasoma, regiones de membrana altamente curvadas que se consideran el origen del 

fagóforo.  
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Figura 9. Superior: La presencia de nutrientes activa la vía de señalización mTOR. La 
fosfatidilinositol 3-quinasa de clase I (PI3K)-AKT activa mTOR en respuesta a la insulina y a señales 
de factores de crecimiento, actuando como reguladores negativos de autofagia. AKT también puede 
regular negativamente la autofagia mediante fosforilación de beclin 1. La proteína quinasa activada 
por AMP (AMPK), regula negativamente la vía mTOR y también fosforila directamente el complejo 
ULK1-Atg13-FIP200, actuando como un regulador positivo de la autofagia en respuesta a inanición. 
En estas condiciones, mTORC1 inhibe la actividad de ULK1 y se inicia la autofagia. Este mecanismo 
también está regulado por el complejo de interacción beclin 1-Vps34-Atg14L. La estimulación de 
este complejo genera PtdIns3P, que promueve la nucleación autofagosómica de la membrana. 
Inferior: El alargamiento del autofagosoma requiere la síntesis de la proteína lipidada LC3-II 
mediante dos sistemas de conjugaciones tipo ubiquitina.  

En la elongación de la membrana de autofagosoma participan tanto el complejo 

ULK1-Atg13-FIP200 como Atg14-beclin 1-PI3KC3 que movilizan dos sistemas de 

conjugación tipo ubiquitina (UBLs), del inglés “ubiquitin-like-system” que regulan la 

expansión del autofagosoma y su cierre (Figura 9 inferior). El primer paso consiste en la 

formación de un conjugado Atg12-Atg5 que requiere de la participación de Atg7 y Atg10 

que funcionan como ligasas de tipo E1 y E2 respectivamente. Los conjugados Atg5-Atg12 

se localizan en el precursor del autofagosoma y se disocian al completar la formación del 

mismo. Estos conjugados interaccionan de manera no covalente con Atg16L dando lugar 

a un complejo de aproximadamente 800 KDa. Por otro lado, la segunda reacción consiste 

en la conjugación de la proteína Atg8 (y sus homólogos en humanos las familias MAP1-

LC3/GABARAP (microtubule-associated protein 1 light chain 3/GABA receptor 

associated protein) al lípido fosfatidiletanolamina (PE). Cogiendo como ejemplo la 
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proteína LC3, en primer lugar, la proLC3 es escindida en su extremo C-terminal por la 

cisteína proteasa Atg4, generando la proteína citosólica LC3-I. Para el proceso de 

lipidación son necesarias Atg7 y Atg3 que actúan como enzimas E1 y E2 respectivamente 

y el complejo Atg5-Atg12-Atg16L funciona como una ligasa de tipo E3 facilitando la 

conjugación de la proteína a PE (Figura 9 inferior). La lipidación se produce en el extremo 

C-terminal de la proteína y genera LC3-II que se une a la membrana del autofagosoma. 

Esta proteína es una de las mejor caracterizadas, y aunque su función exacta no esté 

completamente clara, se sabe que la ubicación de la LC3-II en la membrana del 

autofagosoma es necesaria para el correcto funcionamiento de todo el proceso. 

La nomenclatura E1, E2 y E3 provienen de las enzimas involucradas en la ubiquitinación 

de proteínas. Esta modificación postraduccional sirve para dirigir las proteínas al 

proteasoma, donde serán degradadas y recicladas. El enzima E1 se une al extremo C-

terminal de la ubiquitina mediante un enlace tioéster con un residuo de cisteína. El segundo 

paso se basa en transferir la ubiquitina de la proteína E1 a E2 mediante una 

transesterificación mediada por E2. Finalmente, el enzima E3 transfiere la ubiquitina a un 

residuo de lisina de proteína a degradar. La lipidación de LC3-II sigue un procedimiento 

similar, con la diferencia que el destino final de la proteína no es otra proteína sino un 

lípido.  

En mamíferos existen 6 homólogos de la proteína de levaduras Atg8, divididas en dos 

subfamilias MAP1-LC3, o simplemente LC3A, B y C junto con GABARAP, 

GABARAPL1 y GABARAPL2. Las dos subfamilias son esenciales para el proceso de 

autofagia, aunque parece que tienen funciones diferentes. Mientras la subfamilia LC3 

estaría involucrada en la elongación de la membrana del fagóforo, la subfamilia GABARAP 

tendría un papel en el cierre del autofagosoma.15 Una vez cerrados, los autofagosomas se 

mueven por los microtúbulos hacia la región perinuclear donde se encuentran los 

lisosomas. La membrana externa del autofagosoma se fusiona con el lisosoma para formar 

un autofagolisosoma (Figura 7). Esta fusión está mediada por proteínas SNARE (Soluble 

N-ethylmaleimide-sensitive factor Activating protein REceptor) y regulada por el complejo 

beclin-1-UVRAG (UV radiation Resistance-Associated Gene product)-Vps34. El 

contenido y la membrana interna del autofagolisosoma son degradados por hidrolasas 

lisosomales, incluyendo lipasas y catepsinas. El material de degradación es transportado 

fuera del lisosoma para su reciclaje y Atg4B elimina el lípido de las LC3-II que se 

encuentran en la membrana externa regenerando las correspondientes LC3-I. 
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En definitiva, la síntesis de LC3 requiere la actividad de dos sistemas de tipo ubiquitina. El 

primero de ellos formado por las proteínas Atg5, Atg12 y Atg16L y el segundo sistema de 

conjugación involucra Atg4, Atg7, Atg3. Además, la conversión de LC3-I en LC3-II y la 

posterior deslipidación de LC3-II requiere la actividad de la cisteína proteasa Atg4, que por 

lo tanto se ha considerado un objetivo en la identificación de los inhibidores de autofagia. 

3.- Autofagia y enfermedades 

La autofagia actúa como un mecanismo de supervivencia bajo condiciones de estrés, 

manteniendo la integridad celular, la regeneración de precursores metabólicos, la 

eliminación de patógenos y facilitando la limpieza de proteínas u orgánulos dañados. Este 

proceso contribuye a la homeóstasis celular y tisular, previene enfermedades infecciosas y 

está involucrado en la eliminación de agregados de proteínas poliubiquitinadas que, debido 

a defectos en su estructura o plegamiento, se acumulan durante el estrés y el 

envejecimiento. Además, en los últimos años se ha comprobado que niveles elevados o 

deficientes de autofagia están directamente relacionados con varias enfermedades. Por 

estos motivos, existe un gran interés en la búsqueda de reguladores de autofagia que 

puedan ser potencialmente utilizados para el tratamiento de enfermedades. 

Los inductores de autofagia están destinados generalmente al tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas y a la prevención del envejecimiento y, por el contrario, los inhibidores 

de autofagia están siendo estudiados para el tratamiento de ciertos tipos de cáncer, 

particularmente los que son resistentes al tratamiento.  
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Figura 10. Efectos de los cambios en los niveles de autofagia en diferentes procesos fisiológicos y 
patológicos.  

3.1.- Enfermedades neurodegenerativas 

Las enfermedades neurodegenerativas, como son las enfermedades de Parkinson, 

Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) y la 

neuroinflamación,16,17 son trastornos genéticos o esporádicos dependientes que se 

manifiestan por la pérdida progresiva de la función neuronal. La característica principal de 

estas patologías es la acumulación de agregados de proteínas como resultado de 

mutaciones y mecanismos de eliminación deficientes. La mayoría de las enfermedades 

neurodegenerativas presentan defectos en el proceso de autofagia. En algunos casos se han 

observado mutaciones en proteínas involucradas en autofagia como p62 (ELA) o 

PINK1/Parkin (Parkinson). En otros casos se observan niveles normales de 

autofagosomas pero cierta incapacidad de incorporar sustratos o de eliminarlos una vez 

dentro de los autofagolisosomas (Alzheimer).18 Mutaciones en el gen de la presenilina 1, 

son la causa de algunos de los casos de Alzheimer hereditario de inicio temprano, aunque 

corresponde a menos del 1% de los pacientes con esta enfermedad. Esta proteína es 

necesaria para la acidificación de los lisosomas, y por tanto, para la activación de las 

hidrolasas lisosomales.19 El factor de riesgo genético predominante en los casos de 

Alzheimer de inicio tardío es un alelo de APOE (una proteína neuronal transportadora de 

colesterol) que codifica para una variante de la proteína (ApoE4) la cual desestabiliza las 

membranas lisosomales.20 Existen otros factores que contribuyen a la patogénesis de esta 

enfermedad como son la acumulación del péptido β-amiloide y la oxidación de lípidos y 

lipoproteínas que pueden dar lugar a necrosis y apoptosis de células neuronales.21 La gran 

importancia de la función lisosomal en los trastornos neurodegenerativos también es 

visible en los afectados por enfermedades lisosomales, ya que todos ellos presentan 

diferentes grados de neurodegeneración. Por lo tanto, existen las suficientes evidencias que 
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respaldan un papel patogénico del deterioro de la autofagia en varias enfermedades 

neurodegenerativas importantes. Además se ha podido comprobar que la inducción 

química de autofagia desempeña un papel positivo importante en etapas tempranas de estas 

enfermedades,22 permitiendo la eliminación de agregados de α-sinucleína en Parkinson23 y 

de proteínas mutantes con extensiones ricas en poliglutamina en enfermos de 

Huntington.24 Todos estos resultados previos proporcionan una justificación importante 

para estudiar los mecanismos que regulan este proceso y desarrollar nuevas terapias 

destinadas a modular la autofagia.  

3.2.- Infección, inflamación e inmunidad 

La autofagia tiene funciones importantes en la regulación de la inmunidad. Entre sus 

papeles destacan la eliminación directa de microorganismos, el control de la inflamación, 

el control de respuestas inmunes adaptativas a través de la regulación de la presentación 

de antígenos y la secreción de mediadores inmunes.25 

El control de la inflamación se realiza través de interacciones con el sistema inmune innato, 

eliminando agonistas endógenos del inflamasoma o modulando la secreción de mediadores 

inmunes. También puede aumentar la presentación de antígenos citoplasmáticos a través 

del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II y contribuir a la homeostasis de las 

células T. El papel de la autofagia en la detección y eliminación de patógenos contribuye a 

la inmunidad antibacteriana al regular la respuesta inmune inflamatoria encaminando a los 

microorganismos intracelulares hacia la degradación lisosomal.26,27 Muchos patógenos han 

desarrollado mecanismos de supervivencia para evadir la autofagia. Legionella pneumophila, 

patógeno intracelular que puede causar una neumonía grave en los seres humanos, utiliza 

la proteína RavZ para procesar las proteínas lipidadas LC3/GABARAP. RavZ hidroliza el 

enlace Phe(fenilalanina)-Gly(glicina)-PE del extremo C-terminal, liberando Gly-PE. La 

deslipidación de las proteínas y la imposibilidad de volver a ser modificadas desactiva el 

proceso de manera irreversible.28  

3.3.- Enfermedades metabólicas 

La autofagia degrada y recicla una gran variedad de sustancias como proteínas, lípidos, 

carbohidratos, aminoácidos o ácidos grasos, todo ello para generar los metabolitos 

esenciales necesarios para el mantenimiento de la viabilidad celular en el corazón, músculo 

esquelético, tejido adiposo y células β pancreáticas. Además, este proceso es de vital 

importancia para la degradación de lípidos acumulados en los llamados lipid droplets, 

compartimentos intracelulares que contienen triglicéridos y ésteres de colesterol. Esta 
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función podría tener importantes implicaciones en enfermedades que cursan con 

acumulación de lípidos, como el síndrome metabólico.29 La disfunción de la autofagia 

también se ha relacionado con enfermedades como la diabetes y la obesidad, ya que este 

mecanismo es necesario para el mantenimiento de la estructura, la masa y la función de las 

células β pancreáticas.30 Dietas hipercalóricas o con elevada presencia de grasas causan un 

aumento de autofagia como mecanismo de defensa para evitar la apoptosis y la aparición 

de resistencia a la insulina. Así pues, la modulación de los niveles de autofagia podría ser 

una alternativa para prevenir la progresión de la diabetes, el síndrome metabólico o evitar 

complicaciones en personas obesas.  

3.4.- Envejecimiento 

La restricción calórica proporciona un aumento de la longevidad en diversos organismos 

tales como levaduras, gusanos, ratas y ratones31 y este aumento de longevidad estaría 

directamente relacionado con la inducción de autofagia.32 Por tanto, este proceso parece 

jugar un papel importante en la prevención del envejecimiento. Existen evidencias de ello 

en varias especies como es el caso de Drosophila melanogaster,33 en el que se ha observado 

que la sobreexpresión de genes implicados en autofagia retarda la acumulación de neuronas 

dañadas. Además, en un estudio con ratones se observó un aumento de la esperanza de 

vida tras un tratamiento con el inhibidor de mTOR rapamicina.34,35 Resultados similares 

fueron obtenidos tras tratamientos con espermidina y resveratrol.36,37 Aunque su capacidad 

para inducir autofagia es conocida, aún existe controversia sobre si estos compuestos 

pueden también actuar a través de mecanismos alternativos. 

3.5.- Cáncer 

En el año 2030, según datos de la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer 

(IARC, del inglés “International Agency for Research on Cancer”) perteneciente a la 

Organización Mundial de la Salud, esta enfermedad podría ser la principal causa de muerte 

en el mundo con más de 20 millones de diagnósticos anuales.38 En los últimos años, ha 

habido un progreso significativo en la comprensión de esta enfermedad incluyendo la 

identificación de nuevos factores de riesgo, marcadores, tratamientos y diagnósticos 

tempranos en ciertos tipos de cáncer, logrando avances importantes en la reducción de la 

mortalidad.39,40 

La asociación entre cáncer y autofagia es compleja, ya que este mecanismo puede 

desempeñar diferentes funciones en diferentes etapas de la enfermedad.41 En las etapas 

tempranas de la formación del tumor, la autofagia parece tener una función protectora 
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actuando como una vía apoptótica alternativa.42 Sin embargo, durante la quimioterapia y 

radioterapia, las células tumorales utilizan la autofagia como mecanismo de protección para 

prevenir la muerte celular, adquiriendo resistencia al tratamiento y facilitando su 

supervivencia. Este mecanismo les permite superar el estrés metabólico producido por la 

falta de nutrientes, factores de crecimiento y la privación de oxígeno y mantener la 

supervivencia de las células tumorales en dichos entornos.43  

De acuerdo también con estos datos, estudios preliminares han demostrado que la 

inhibición de la autofagia puede mejorar la eficacia antitumoral de diferentes agentes 

quimioterapéuticos.44,45 Los primeros datos in vivo que corroboraron esta afirmación 

fueron estudios realizados en un modelo de ratón que presentaba un linfoma inducido por 

la proteína Myc. El tratamiento de los ratones con cloroquina (CQ), que inhibe la autofagia 

a través del bloqueo de la función lisosomal, mejoró la activación de la proteína p53 

(supresora de tumores) o el efecto de agentes alquilantes, induciendo la regresión 

tumoral.46 Posteriormente, se demostró en otros modelos animales que la inhibición de la 

autofagia con 3-metiladenina (3-MA), CQ o hidroxicloroquina (HCQ) mejora la 

quimiosensibilidad y regresión del tumor y provoca la muerte de las células tumorales.47,48 

Entre los inhibidores de autofagia más utilizados en tratamientos combinados se 

encuentran la CQ y la HCQ, ya que son medicamentos comúnmente utilizados para el 

tratamiento de la malaria o trastornos autoinmunes y cuya tolerancia y toxicidad están bien 

establecidas. Estos compuestos atraviesan la barrera hematoencefálica y se prefiere la 

administración de la HCQ debido a la elevada toxicidad retiniana observada con CQ.49 

Actualmente, se están realizando varios ensayos clínicos que se encuentran en fase I/II 

evaluando en varios tipos de tumores la combinación de CQ y HCQ con fármacos 

citotóxicos (Tabla 2). Hay que destacar también que en algunos casos, como los 

carcinomas hepatocelulares, se han observado efectos positivos tras la inducción, en lugar 

de la inhibición, de autofagia mediante tratamientos combinados con el inhibidor de 

mTOR Sirolimus.50  
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Tipo de tumor Fase Combinación terapéutica Referencia 

Neoplasma sólido I HCQ + Sunitinib NCT00813423 

Tumor sólido I HCQ + Vorinostat NCT01023737 
Cáncer avanzado I HCQ + Sirolimus o Vorinostat NCT01266057 
Cáncer avanzado I HCQ + MK-2206 NCT01480154 
Cáncer de mama  

positivo en receptor 
estrógeno 

I HCQ NCT02414776 

Adenocarcinoma 
avanzado 

I/II HCQ + Gemcitabine NCT01506973 

Carcinoma de 
células renales 

I/II 
HCQ + IL-2 

 
NCT01550367 

Cáncer colorrectal I/II HCQ + Vorinostat NCT02316340 

Cáncer de pulmón I/II 
HCQ + 

Gemcitabine/Carboplatino NCT02722369 

Cáncer de páncreas I/II HCQ + Gemcitabine NCT01128296 
Cáncer de mama I/II HCQ + Ixabepilone NCT00765765 

Cáncer de páncreas II HCQ + Capecitabine NCT01494155 

Cáncer de páncreas II 
HCQ + Abraxane y 

Gemcitabine 
NCT01978184 

Adenocarcinoma de 
páncreas 

metastásico 
II HCQ NCT01273805 

Cáncer de próstata II HCQ NCT00726596 
Adenocarcinoma de 
páncreas resectable 

II 
HCQ+ Gemcitabine, nap-

paclitazel 
NCT01978184 

Tabla 2. Estudios clínicos en curso evaluando el uso de inhibidores de autofagia  en el tratamiento 
del cáncer.50,57 

Debido a la acción general de la HCQ sobre la acción lisosomal, las empresas farmacéuticas 

interesadas buscaron alternativas a este medicamento. Pfizer y Sanofi (SAR405) 

desarrollaron inhibidores de la quinasa Vps34 y Millenium Pharmaceuticals inhibidores de 

Atg7 (más información en el apartado 4.2. Inhibidores de autofagia).51 Pero los resultados 

no fueron tan buenos como los esperados y hacia 2015 la industria pareció descartar esta 

línea de investigación.52 Sin embargo estudios recientes han forzado un replanteamiento 

de esta estrategia considerada anteriormente como fallida. Así pues, la combinación de 

inhibidores de autofagia con bloqueadores de la cascada de MAPK, combinación que no 

había sido estudiada anteriormente, han dado resultados muy esperanzadores en cánceres 

dependientes del oncogén Ras.53,54,55 La base del éxito estaría en que los tumores 

compensan la inhibición de proteína quinasas activadas por mitógenos MAPK ( del inglés 

“Mitogen-Activated Protein Kinases”) con una incremento de la actividad autofágica, y 

por este motivo un tratamiento dual es, en estos casos particulares, de gran efectividad. 
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Además, parece que las células que se encuentran alrededor del tumor también utilizan el 

aumento de autofagia para bloquear la actividad antitumoral de las células T más próximas 

y escapar del efecto del sistema inmune. Por estos motivos, es muy importante utilizar los 

modelos adecuados de la enfermedad (pacientes vs líneas celulares) para obtener resultados 

globales y fiables. Todos estos nuevos resultados han dado un espaldarazo muy importante 

a esta estrategia terapéutica.56  

4.- Moduladores químicos de autofagia 

Como resultado de la importancia de la vía de señalización de mTOR en la regulación 

negativa de la autofagia, la mayoría de los inductores de autofagia conocidos actúan 

bloqueando miembros de esta cascada de señalización. Además, también se han descrito 

otros inductores de autofagia que actúan disminuyendo los niveles de InsP3 o 

disminuyendo el contenido de calcio citosólico. En lo que se refiere a inhibidores de 

autofagia, tal como ya se ha comentado, los más utilizados son los que directa o 

indirectamente bloquean la función lisosomal. También se han descrito algunos 

inhibidores dirigidos a quinasas (ULK, PI3K, Vps34) o a algunas de las proteínas Atg. 

Hasta el día de hoy, diferentes compuestos han sido patentados y descritos en la literatura 

como moduladores de la autofagia con potencial actividad terapéutica.42,58,59 Además, se 

conoce que varios medicamentos aprobados por la FDA para otras indicaciones 

terapéuticas inducen o inhiben la autofagia, y su uso como moduladores de autofagia está 

también en estudio (Tabla 3).58  
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Principio Activo Indicación  Mecanismo molecular Efecto  

Temozolomide Gliomas 
Inhibición 

Akt/mTOR60 
Inductor 

Rapamicina (y 
rapalogos) 

Inmunosupresor, 
prevención de 

rechazo en 
trasplantes  

Inhibición mTOR61 Inductor 

Metformina Diabetes de tipo 2,  Activa AMPK62 Inductor 
Gefinitib Cáncer de pulmón Activa AMPK63 Inductor 

Bortezomib Mieloma múltiple Activa AMPK64 Inductor 
Fenilbutirato de 

sodio 
Trastornos del ciclo 

de la urea 
Activación de 

catepsinas D y B65 
Inductor 

Carbamazepina 
Anticonvulsivo 

dolor neuropático 
Reduce InsP366 Inductor 

Verapamilo Arritmias y presión 
arterial alta 

Disminución de niveles 
de Ca2+ intracitosólico67 

Inductor 

Rilmenidina Hipertensión 
Reduce los niveles de 

cAMP68 
Inductor 

CQ, HCQ  
Malaria, trastornos 

autoinmunes,  
Inhibe la función 

lisosomal69 
Inhibidor 

Pantoprazol Úlceras estomacales 
Inhibidor de bomba de 
protones, aumento del 

pH endosomal70 
Inhibidor 

Celecoxib 
Artritis reumatoide, 

artrosis 
Inhibe la función 

lisosomal71 Inhibidor 

Tabla 3. Varios medicamentos representativos aprobados por la FDA que también muestran 
actividad como moduladores de autofagia.  

La autofagia es un proceso con múltiples vías involucradas y los moduladores existentes 

en la actualidad son poco específicos.72 Por estos motivos, existe una gran demanda de 

moduladores que sean moléculas de pequeño tamaño, específicas, potentes y que puedan 

ayudar a descifrar los mecanismos moleculares que regulan este proceso así como tener 

potencial interés terapéutico.59,73 En los últimos años la investigación, tanto pública como 

de ámbito privado, han prestado un gran interés en el desarrollo de moduladores de 

pequeño tamaño que induzcan o inhiban la autofagia celular. A continuación, se van a 

describir brevemente los moduladores de autofagia más conocidos, indicando sus dianas 

mayoritarias y sus posibles limitaciones.  
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4.1.- Inductores de autofagia 

Inhibición de mTOR o mTORC1. La inhibición de la vía de mTOR, actuando directamente 

sobre la quinasa mTOR o sobre las quinasas posteriores como PI3K, AMPK o AKT, ha 

sido ampliamente explorada para la búsqueda de inductores de autofagia. La vía de 

señalización PI3K/AKT/mTOR afecta a diversas funciones celulares, incluida la 

proliferación, el crecimiento, la diferenciación y la supervivencia, por lo tanto, está 

interconectada con una multitud de importantes sistemas reguladores. Los compuestos 

más representativos de esta clase son la Rapamicina y sus análogos (RAD001, CCI-779, 

AP-23573, ABT-578) (Figura 11 y 12). La Rapamicina es un macrólido lipofílico aislado 

de Streptomyces hygroscopicus que inhibe alostéricamente mTORC1.74 Actualmente se utiliza 

como inmunosupresor y en la prevención de rechazo en trasplantes. Posteriormente se 

desarrollaron análogos sintéticos (rapalogos) con propiedades farmacocinéticas mejoradas. 

Como estos derivados no son capaces de bloquear el circuito de retroalimentación que 

involucra AKT, presentan una eficiencia clínica insuficiente. Además se ha demostrado 

que la Rapamicina no es un buen inductor de autofagia ya que sus efectos pueden ser muy 

lentos, transitorios y específicos de cada tipo celular.75 

Inhibidores duales de PI3K(I) y mTOR. La similitud en los dominios catalíticos de mTOR y 

PI3K ha facilitado la búsqueda de inhibidores capaces de bloquear simultáneamente los 

sitios de unión de ATP de ambas quinasas, evitando así la activación alternativa de AKT. 

Además, como la ruta PI3K/AKT tiene un papel crucial en el control del crecimiento y 

proliferación celular, estos inhibidores tienen también un gran interés para el tratamiento 

del cáncer. PI-103 fue el primer compuesto descrito de este tipo de inhibidores duales 

(Figuras 11 y 12). Presenta una potente actividad antiproliferativa y es un importante 

inductor de autofagia.76,77 Posteriormente se han desarrollado derivados de este compuesto 

con propiedades farmacocinéticas mejoradas entre los cuales destaca GDC-098078 y 

BEZ235 que se encuentra actualmente en estudios clínicos de fase II79 (Figuras 11 y 12). 
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Figura 11. Algunos de los inductores (azul) e inhibidores (verde) descritos y sus dianas conocidas. 

Inhibidores Pan-mTOR. La segunda generación de inhibidores mTOR son más potentes y 

selectivos y se dirigen al sitio de unión de ATP de ambos complejos mTORC1 y 

mTORC2.80 El interés actual de estos inhibidores se centra principalmente en el 

tratamiento del cáncer, pero su uso como inductores de la autofagia en el tratamiento de 

enfermedades neurodegenerativas está aumentado. Sin embargo, la vía de señalización 

mTOR también regula otros procesos celulares y su inhibición puede causar efectos 

secundarios importantes en el organismo. Ejemplos de este tipo de inhibidores son PP242 

y su análogo PP30, torin81 y torin2, un análogo más hidrosoluble, con mayor tiempo de 

vida media y disponibilidad oral mejorada (Figura 11).  

Inhibidores de AKT. Ejemplos de esta clase de inhibidores incluyen perifosina (Figura 11 y 

12) aunque estudios adicionales demuestran que su efecto inhibitorio puede verse ayudado 
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por la degradación de los componentes principales del complejo mTOR,82 MG-247783 y 

por último 10-NCP.84 

Activadores de AMPK. Los activadores de la proteína quinasa activada por Adenosina 

monofosfato (AMPK) inducen la autofagia bien dirigiéndose a mTORC1 o mediante 

fosforilación directa de ULK.85 Ejemplos de esta clase de inductores de autofagia incluyen 

la metformina (Figura 11 y 12),62 fármaco para el tratamiento de la diabetes, rottlerin,86 

un inhibidor de la proteína quinasa C delta y niclosamida que actúa como protonóforo y 

posee un efecto selectivo hacia mTORC1.87 

Los sistemas mejor caracterizados para inducir la autofagia son aquellos que dependen de 

la vía de señalización de mTOR. Sin embargo, en los últimos años se está investigando su 

inducción a través de otras vías que no dependen de esta vía de regulación, puesto que 

mTOR está implicada en otros procesos celulares como son el crecimiento celular, la 

síntesis proteica, la biogénesis del ribosoma o el metabolismo de nutrientes. Existen 

también inductores que afectan vías independientes. El litio, el ácido valproico y la 

carbamazepina actúan a través de la reducción de los niveles de InsP3 mientras 

verapamilo, loperamida, nimodipina, nitrendipino y amiodarona bloquean lo canales 

de Ca2+ evitando la activación de las calpaínas (Figuras 11 y 12).67 También se han descrito 

inductores que actúan específicamente sobre la autofagia mediada por chaperonas. Tras 

observar que la señalización a través del receptor de ácido retinoico (RARα) inhibe CMA, 

se planteó la síntesis de derivados del ácido trans retinoico para bloquear este efecto y 

provocar por tanto una inducción de CMA. 

 

Figura 12. Inductores de autofagia que actúan inhibiendo la vía de señalización mTOR (Rapamicina, 
PI-103, GDC-0980, Metformina, Perifosina) y vías de señalización independientes de mTOR 
(Carbamazepina, Nimodipina, Ácido valproico).  



69 
 

4.2.- Inhibidores de autofagia 

La mayoría de los inhibidores existentes actúan de manera no específica sobre la función 

lisosomal o en la etapa de fusión con el autofagosoma. Poco a poco, se está profundizando 

más en este campo y estudios recientes han permitido el diseño y la identificación de 

inhibidores selectivos que se dirigen a dianas proteicas determinadas.  

Inhibidores de PI3K. Las quinasas PI3K son las encargadas de sintetizar PtdIns3P, 

imprescindible para la formación inicial del fagóforo. Por lo tanto, los inhibidores de PI3K 

actúan como inhibidores de autofagia. La familia PI3K está formada por tres isoformas 

(tipo I, II y III). Mientras las quinasas de clase I inhiben la autofagia, las de clase III inducen 

este proceso. De manera que los inhibidores de las quinasas de clase I son inductores de 

autofagia, mientras que los inhibidores de las quinasas de clase III causan la inhibición de 

este proceso. Ejemplos de esta clase de compuestos son 3-metiladenina (3-MA) (Figura 

11 y 13), wortmannin y LY29400288 (Figura 11). Aunque estos compuestos han sido 

ampliamente utilizados en investigación básica, no tienen mucha proyección como agentes 

terapéuticos. La 3-MA por ejemplo se usa a elevadas concentraciones y wortmannin y 

LY294002 no han progresado en ensayos clínicos debido a su elevada toxicidad y a sus 

pobres propiedades farmacocinéticas. Además, tienen actividad contra la clase I y la clase 

III de PI3K, por lo que sus efectos sobre la autofagia pueden ser difíciles de interpretar,89 

y debido a la similitud entre PI3K y mTOR, también pueden inhibir la vía de señalización 

de mTOR dando lugar a resultados confusos o inesperados.90  

Moduladores de Vps34. En células eucariotas existe solo una PI3K de clase III, llamada 

Vps(vacuolar protein sorting)34 (Figura 11).91 Vps34 puede formar diferentes complejos. 

El complejo I contiene Vps34, Vps15, beclin 1 y Atg14L y es esencial en el inicio de la 

formación del fagóforo, mientras el complejo II, que incluye UVRAG en lugar de Atg14L, 

participa en endocitosis y en la fusión de autofagosomas con lisosomas.92 Por estos 

motivos, Vps34 es considerado una de las dianas más atractivas en estos momentos, ya 

que en las células que carecen de Vps34 no se observa formación de autofagosomas 

causada por falta de nutrientes.91 Hay que tener en cuenta que debido al papel que Vps34 

juega en la regulación del tráfico endocítico, los inhibidores de esta proteína pueden tener 

efectos secundarios independientes de su función en el bloqueo de la autofagia. Unos de 

los primeros inhibidores identificados para Vps34 fueron KU-55933 (Figura 13) y 

Gö6976.93 Más tarde se describió Spautin-1, que inhibe las peptidasas específicas de 

ubiquitina USP10 y USP13 encargadas de deubiquitinilar beclin 1, promoviendo así la 

degradación del complejo Vps34.94 Posteriormente, la obtención de la estructura cristalina 
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de rayos X de la proteína ha permitido el diseño de inhibidores específicos como PIK-

93,95 VPS34-IN196 (Figura 13) o SAR405.97 VPS34-IN1 ha demostrado permeabilidad 

celular y cierta selectividad para Vps34. Después del análisis de 340 quinasas y 25 quinasas 

lipídicas, se observó que ninguna de ellas es inhibida a concentraciones de 1 µM, mientras 

la IC50 observada para Vps34 es de 25 nM. Parecida potencia y selectividad fueron 

observadas para SAR405, que interacciona con el sitio de unión a ATP. Además, el 

tratamiento conjunto de SAR405 con everolimus tiene una potente actividad 

antiproliferativa en células tumorales renales. Más recientemente, ensayos fenotípicos han 

permitido la identificación de autofinib,98 que representa un nuevo quimiotipo de 

inhibidores de Vps34 y además no presenta actividad para otras quinasas lipídicas.  

 
Figura 13.  Estructura de algunos de los inhibidores de autofagia descritos.  

Inhibidores de ULK1 (Unc-51 like autophagy activating kinase): ULK1 desempeña un papel clave 

en las etapas iniciales de la autofagia y parece estar involucrado también en la regulación 

de la proliferación.99,100,101,102 Esta quinasa posee cuatro ortólogos en humanos (ULK1, 

ULK2, ULK3, ULK4) siendo ULK1 la más estudiada en relación a la maquinaria 

autofágica. Tras la falta de nutrientes o la inhibición de mTOR, ULK1 fosforila beclin-1, 

lo que aumenta la actividad de Atg14L presente en el complejo I de Vps34. Por todos estos 

motivos existe un gran interés en el desarrollo de inhibidores selectivos de esta quinasa. 

En el año 2015, el grupo de K.M Shokat, resolvió la estructura de ULK1 junto con la 

identificación de inhibidores de esta quinasa.103 Otros inhibidores descritos incluyen 

SBI0206965 (Figura 13),104 y MRT68921.105 En estudios combinados con cisplatino y 

SBI0206965 se observa un aumento de la sensibilidad al cisplatino provocado por 
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inhibición de autofagia. Estos resultados indican que ULK1 podría ser una diana potencial 

para revertir la resistencia al cisplatino en ciertos tipos de tumores. Hay que tener en cuenta 

que todos estos inhibidores presentan baja especificidad, inhibiendo casi el 50% de todas 

las quinasas estudiadas, por lo que puede ser necesario el desarrollo de nuevas moléculas 

más específicas. 

Inhibidores de la función lisosomal. Las disfunciones lisosomales se asocian con diversas 

enfermedades relacionadas con la autofagia. El último paso en la autofagia es la fusión del 

autofagosoma con el lisosoma liberando en su interior el material a degradar por las 

hidrolasas lisosomales (Figura 11). El lisosoma es un orgánulo celular que participa en una 

secuencia de funciones biológicas, incluida la degradación de proteínas, la transducción de 

señales celulares y la homeostasis metabólica.106 De ahí que la función lisosomal tenga un 

papel importante no solo en este mecanismo de reciclaje sino también para el 

funcionamiento global de la célula.  

La característica fundamental del lisosoma es su ambiente altamente ácido (pH=4.5-5.0), 

lo que proporciona las condiciones adecuadas para que las enzimas hidrolíticas lisosomales 

realicen su función catalítica y digieran el contenido citosólico. El pH ácido lisosomal se 

genera mediante la bomba de protones H+/-ATPasa (V-ATPasa). La inhibición de esta 

bomba de protones provoca la neutralización del pH, bloqueando la función de los 

enzimas lisosomales y por tanto, bloqueando el mecanismo de autofagia.107 Ejemplos de 

esta clase de inhibidores son los antibióticos macrólidos Bafilomicina A108 o 

Concanamicina.  

Otra manera de neutralizar el pH lisosomal es a través de agentes lisosomotrópicos 

lipófilos o anfifílicos. Son bases débiles que pueden estar parcialmente desprotonadas a 

pH fisiológico siendo más fácil su penetración celular, de manera que atraviesan la 

membrana lisosomal y se protonan en el interior de las vesículas ácidas. Esto provoca el 

aumento del pH lisosomal e inhibe la actividad de los enzimas hidrolíticos, inhibiendo así 

indirectamente la autofagia.109 Los ejemplos más destacados de esta clase de inhibidores 

incluyen los anteriormente mencionados CQ, HCQ (Figura 13) y propilamina. A pesar de 

algunos efectos secundarios, fueron los primeros inhibidores de autofagia empleados en 

ensayos clínicos. Actualmente CQ y HCQ, compuestos aprobados por la FDA para el 

tratamiento de la malaria, están siendo evaluados junto con agentes quimioterapéuticos en 

ensayos clínicos de fase II con el fin de explorar su efecto como coadyuvante en la terapia 

contra el cáncer (Tabla 2). Recientemente, se ha explorado la síntesis de una librería de 60 
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compuestos derivados de CQ.110 Tras examinar su efectos sobre la inhibición de la 

autofagia, VATG-027111 y VATG-032 resultaron más eficaces y potentes que la CQ. Otro 

agente aprobado por la FDA como compuesto antimalárico es la mefloquina,112 que 

además de inactivar la función lisosomal en células de cáncer de mama, presenta una 

potencia mejorada in vitro respecto a la CQ. Posteriormente se desarrolló el compuesto 

ROC-325 (Figura 13),113 derivado de HCQ que inhibe la autofagia en dosis más bajas, 

induciendo la acumulación en los autofagosomas con carga no degradada y muestra una 

actividad anticancerígena como agente único significativamente superior a HCQ contra 

una amplia gama de tumores. Esta clase de inhibidores de autofagia se consideran 

inhibidores no específicos puesto que cualquier inhibición de la función lisosomal puede 

afectar a otros procesos celulares. Por lo tanto, se debe tener un especial cuidado a la hora 

de emplear esta clase de agentes terapéuticos.114 

Otras dianas están también implicadas en la fusión del autofagosoma con el lisosoma. Este 

es el caso de la GTPasa Rab7115 y las proteínas de membrana asociadas a los lisosomas 

LAMP-1 y LAMP-2. Sin embargo, la función exacta de estas proteínas todavía es 

desconocida y por este motivo no se han desarrollado inhibidores específicos de estas 

proteínas. 

En los últimos años se ha avanzado mucho en la identificación y desarrollo de compuestos 

que inducen o inhiben la autofagia. Existen inhibidores de autofagia ya aprobados en su 

uso en humanos, como por ejemplo es el caso de la CQ y la HCQ con los cuales se están 

haciendo ensayos clínicos en combinación con otros fármacos citotóxicos para el 

tratamiento de tumores. Actualmente, esta metodología de combinación sinérgica es una 

buena estrategia para el descubrimiento de terapias más efectivas. A pesar de estos avances, 

existe aún una gran demanda de modulares de autofagia que sean más potentes y 

específicos. Este tipo de moléculas permitirá mejorar la comprensión de cómo funcionan 

las cascadas de señalización y los mecanismos moleculares que controlan y regulan la 

autofagia. Además, la mayoría de los compuestos descritos en la actualidad presentan baja 

potencia y pobre farmacología. En el caso de los inhibidores de la función lisosomal se 

observan múltiples efectos tóxicos pleiotrópicos. El desarrollo de nuevos inhibidores 

permitiría encontrar dianas terapéuticas interesantes y desarrollar nuevos agentes 

terapéuticos específicos y por lo tanto con menores efectos secundarios  
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5.- Atg4B, diana terapéutica de la autofagia 

Como se ha descrito en el apartado anterior, la identificación y bloqueo de dianas 

específicas para la autofagia es un área de investigación emergente. Hasta el momento, el 

interés se ha centrado en algunos miembros de la familia de PI3K (Vps34), en la quinasa 

ULK1 y en la inhibición de la función lisosomal. Se han puesto también muchas esperanzas 

en las proteínas Atg responsables de los mecanismos moleculares de la autofagia, aunque 

trabajos recientes sugieren su implicación en otros procesos celulares.13,116 

Tal como se ha mencionado anteriormente, la elongación del autofagosoma requiere la 

actividad de dos vías de conjugación que utiliza enzimas parecidos a los responsables de la 

ubiquitinación de proteínas. En primer lugar, Atg7 y Atg10 actúan respectivamente como 

enzima de tipo E1 y E2 para unir Atg5 a Atg12 a través de un enlace glicil-lisina. Este 

complejo Atg5/Atg12 actúa posteriormente como una enzima E3 y une LC3-I a una 

molécula de fosfatidiletanolamina. En este último paso también están involucradas Atg7 y 

Atg3 que actúan como enzimas de tipo E1 y E2 y la cisteína proteasa Atg4 que genera 

LC3-I a partir de proLC3. Todas estas proteínas han sido consideradas dianas potenciales 

de interés para la modulación de la autofagia (Figura 14).  

 
Figura 14. El alargamiento autofagosómico requiere la síntesis de la proteína lipidada LC3-II 
mediante dos sistemas de conjugaciones tipo ubiquitina.  

Algunas aproximaciones para inhibir alguna de estas proteínas se basan en el bloqueo de 

interacciones proteína-proteína. Por ejemplo, la actividad de Atg8 (homólogo de las 

subfamilias LC3/GABARAP en mamíferos) es crucial para la supervivencia de Plasmodium 

falciparum, el parasito responsable de la malaria. La inhibición mediante moléculas pequeñas 

de la interacción no covalente entre Atg8 y Atg3 impide la lipidación de Atg8 y disminuye 

la infección del parásito.117 Diferencias existentes entre las estructuras humanas y del 

parásito podrían permitir en este caso cierta especificidad.118 A pesar de estos resultados 

preliminares, el bloqueo de interacciones proteína-proteína sigue siendo un campo difícil, 

debido a la gran superficie que hay que bloquear mediante moléculas de pequeño tamaño. 

Recientemente, se ha descrito que la oxidación de Atg3 y Atg7 impide la lipidación de LC3, 
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sugiriendo que el desarrollo de terapias destinadas a bloquear la cisteína catalítica de estas 

dos proteínas puede contribuir a bloquear autofagia celular.119  

A pesar de estos resultados preliminares destinados al bloqueo de Atg3 y Atg7, la proteína 

más explorada para el bloqueo de la autofagia es seguramente Atg4, la proteasa responsable 

de la escisión de proLC3 para formar LC3-I y de la posterior deslipidación de LC3-II, 

asociada a la membrana del autofagosoma, para reciclarla en forma de la proteína citosólica 

LC3-I.  

A diferencia de las levaduras, las cuales únicamente poseen los genes ATG4 y ATG8, en 

mamíferos existe la presencia de cuatro genes homólogos ATG4 (ATG4A, ATG4B, 

ATG4C y ATG4D)120 y siete genes ATG8 homólogos organizados en dos subfamilias (tres 

isoformas de LC3A/B/C, y las isoformas GABARAP, GABARAPL1 y 

GABARAPL2/GATE-16).121 Parece ser que las isoformas de Atg8 presentan diferentes 

funciones. Así pues, mientras LC3B participa en la elongación de la membrana del 

fagóforo, la subfamilia GABARAP estaría más implicada en la maduración del 

autofagosoma.122 En lo que se refiere a la cisteína proteasa, Atg4B es la más activa 

proteolíticamente y tiene un espectro más amplio de especificidad hacia los sustratos, ya 

que puede escindir tanto a LC3 como a la subfamilia GABARAP. La inhibición química o 

genética de Atg4B conlleva a defectos importantes en la lipidación de esta familia de 

proteínas y en el proceso de autofagia,123,124 e inhibe el crecimiento del tumor en células 

cancerosas.125,126 Por ello, Atg4B puede ser considerada como una diana interesante para 

la identificación de moduladores específicos de autofagia.  
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5.1.- Inhibidores de Atg4B 

En los últimos años, se han descrito una serie de inhibidores con actividad sobre Atg4B. 

Estos compuestos son moléculas de pequeño tamaño e incluyen entre otros inhibidores 

covalentes (haloalquilcetonas basadas en la estructura del sustrato como la Z-L-

fenilclorometilcetona o FMK-9a)127,128 y estructuras polifenólicas (201508)129 o el ácido 

aurintricarboxílico130 (Figura 15). El compuesto NSC185058 fue identificado tras realizar 

un cribado virtual centrado en un sitio alostérico de Atg4B131 y un reciente estudio de 

reposicionamiento ha determinado la actividad inhibitoria del fármaco antifúngico 

tioconazol.132 Además, recientemente se han descrito otros inhibidores de Atg4B como 

la benzotropolona UAMC-2526,133 la quinolina LV-320134 y S-130135 (Figura 15). Sin 

embargo, aunque existen algunos inhibidores de interesante estructura, la mayoría de estos 

compuestos son identificados como inhibidores promiscuos que carecen de las 

propiedades farmacológicas necesarias para su optimización. Por tanto, existe una 

necesidad de identificar nuevas estructuras capaces de inhibir esta proteasa. Este tipo de 

inhibidores podrían ser una herramienta muy interesante para determinar la función de 

Atg4B en la regulación de la autofagia, así como suponer una nueva estrategia terapéutica 

para el tratamiento de enfermedades.  

 
Figura 15. Estructura de los inhibidores de Atg4B conocidos en la actualidad. [Compuesto (IC50)] 
1502245129 (3.0 µM), NSC185058131 (51 µM), ácido aurintricarboxílico136 (1.3 µM), UAMC-
2526133 (2.3 µM), FMK-9a137 (0.36 µM), LV-320138 (24.5 µM), S-130135 (3.24 µM).  
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El primer capítulo de esta tesis se enmarca en un proyecto global llevado a cabo en el grupo 

y cuyo objetivo general es la identificación de inhibidores de autofagia centrados en la 

cisteína proteasa Atg4B. En los últimos años se ha comprobado que niveles elevados o 

deficientes de autofagia están directamente relacionados con varias enfermedades y, por 

tanto, la modulación de este mecanismo se ha convertido en una estrategia prometedora 

para el tratamiento del cáncer. Basándonos en estas consideraciones, se han planteado los 

siguientes objetivos específicos: 

 Establecer un ensayo de cribado de alto rendimiento (HTS) para la detección de 

inhibidores de Atg4B. 

 El análisis estructural y computacional mediante estudios de dinámica molecular 

de la proteína y el establecimiento de los requisitos para actuar e interaccionar 

con LC3. 

 Realizar un cribado virtual de alto rendimiento (HTVS) empleando una biblioteca 

perteneciente al repositorio abierto del Instituto Nacional del Cáncer con la 

finalidad de identificar potenciales inhibidores de Atg4B.  

 Diseño y síntesis de pequeñas bibliotecas de análogos obteniendo inhibidores 

potentes y selectivos basados en los compuestos activos identificados. 

 Evaluación del efecto de los inhibidores de Atg4B sintetizados en cultivos de 

líneas celulares tumorales.  

En este capítulo se mencionarán brevemente los estudios realizados para establecer un 

ensayo de tipo HTS, así como el análisis estructural y computacional de las proteínas LC3 

y Atg4B y se explicarán con más detalle los objetivos en los que he trabajado más 

intensamente.
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1.- Desarrollo de un ensayo de cribado de alto rendimiento para la 
detección de inhibidores de Atg4B 

El principal objetivo de este capítulo es demostrar que la modulación química de la cisteína 

proteasa Atg4B puede dar lugar a la inhibición selectiva de la autofagia y así servir de base 

para futuras intervenciones farmacológicas para el tratamiento del cáncer. Tal y como se 

ha comentado en la introducción, el mal funcionamiento de la autofagia contribuye a la 

patogénesis de una variedad de enfermedades incluyendo infecciones virales, bacterianas 

o parasitarias, cáncer y trastornos neurodegenerativos, entre otros. Nuestra comprensión 

del papel que juega la autofagia en el desarrollo de estas enfermedades está limitada por la 

falta de moduladores específicos y potentes.  

En los últimos años se han desarrollado diferentes métodos para la determinación de la 

actividad de Atg4B. En todos los casos es necesario emplear como sustratos proteínas de 

longitud completa, ya que sino la proteasa no actúa de manera eficiente136,139,140 o presenta 

valores moderados de Km.130 Uno de los primeros métodos descritos se basaba en la 

cuantificación de la actividad de la cisteína proteasa mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecilsulfato (SDS-PAGE) utilizando como sustrato una proteína de 

fusión, la LC3B-glutatión S-transferasa (LC3B-GST). El tanto por ciento de LC3B-GST 

no escindida se utiliza como una medida de actividad de Atg4B.139,140 Posteriormente se 

desarrolló un ensayo indirecto que utiliza una proteína de fusión (LC3B-PLA2) como 

sustrato. Tras la escisión catalizada por Atg4B, se libera fosfolipasa A2 (PLA2) y su 

actividad, medida con un ensayo fluorogénico, se utiliza como método indirecto para 

determinar la actividad de Atg4B.141 Estos dos ensayos han permitido la identificación de 

inhibidores de la enzima pero tienen ciertas limitaciones. El primero de ellos no es 

adecuado para ensayos HTS y el segundo requiere identificar y descartar aquellos 

compuestos que inhiben directamente la PLA2. Otro de los ensayos que se desarrollaron 

se basaba en la transferencia de energía de resonancia Förster (FRET, del inglés 

Föster/Fluorescence Resonance Energy Transfer)136,142 donde el sustrato LC3B es 

expresado como proteína de fusión (YFP-LC3B-EmGFP) presentando una proteína verde 

fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés green fluorescent protein) en un extremo y una 

proteína fluorescente amarilla (YFP, yellow fluorescent protein) en el otro. Esta técnica se 

basa en la transferencia de energía entre cromóforos o fluoróforos. Si el espectro de 

emisión del donador y de excitación del aceptor se superponen se produce la transferencia 

de energía que permite la emisión de energía del aceptor. Así pues, si el sustrato se mantiene 

intacto se produce transferencia de la energía y, por lo tanto señal. En cambio, si el sustrato 
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es escindido se pierde la señal. En este ensayo se necesita mucho menos sustrato que en el 

basado en SDS-PAGE, ofrece respuestas cuantitativas dependiente del tiempo y la dosis, 

el uso de la proteína completa como sustrato asegura la máxima especificidad y es adecuado 

para el cribado de alto rendimiento. Sin embargo, se observó que presentaba una 

superposición significativa de los espectros de emisión del donante y del aceptor pudiendo 

dar lugar a falsos negativos. Finalmente, se ha descrito un ensayo basado en la tecnología 

FRET resuelta en el tiempo (TR-FRET, del inglés “time-resolved fluorescence resonance 

energy transfer”) empleando una proteína GABARAPL2/GATE-16 doblemente 

etiquetada. Esta técnica emplea complejos de lantánidos como fluoróforos (Eu3+, Tb2+), 

ya que debido a sus largos tiempos de emisión (de microsegundos a milisegundos), 

permiten una medida retardada de fluorescencia evitando así la interferencia de 

componentes del ensayo o de los mismos compuestos a ensayar. En este caso, el uso de 

LC3B tuvo que ser descartado porque no podía ser procesada de manera eficiente en las 

mismas condiciones que GABARAPL2/GATE-16 (Atg4B escindió el 90% de 

GABARAPL2 y únicamente el 10% de LC3B en el mismo tiempo de reacción).137  

Por tanto, en los últimos años se han puesto a punto diferentes protocolos experimentales 

para la detección de la inhibición/actividad enzimática de la cisteína proteasa Atg4B. 

Algunos de ellos no son aptos para cribados de alto rendimiento y otros presentan 

importantes limitaciones. Así pues, el primer objetivo que se planteó fue el establecimiento 

de un ensayo de actividad para Atg4B. Este trabajo se realizó en colaboración con otro 

miembro del grupo de investigación, Mireia Quintana. Tal como se muestra con detalle en 

su Tesis doctoral se preparó una proteína LC3B doblemente etiquetada (Figura 16).143 En 

el extremo amino terminal la proteína presentaba una cola de histidinas (His)6  que codifica 

para seis residuos de histidina, mientras que en el extremo carboxilo terminal se incorporó 

una molécula de biotina. La modificación selectiva se llevó a cabo mediante la introducción 

de un residuo de cisteína en la leucina 123 por medio de mutagénesis dirigida, seguida de 

una reacción de acoplamiento con una maleimida funcionalizada. El protocolo para la 

síntesis y purificación de la proteína doblemente marcada puede verse en la figura 16. La 

identidad y pureza de la proteína modificada se evaluaron mediante electroforesis en gel 

(SDS-PAGE) y análisis por espectrometría de masas (MALDI-TOF, del inglés “Matrix-

Assisted Laser Desorption/Ionization-Time Of-Flight”).  
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Figura 16. A) Se preparó una proteína LC3B mutada mediante introducción por mutagénesis 
dirigida de un residuo de cisteína en la leucina 123 (L123C). La proteína resultante se trató con una 
biotina que contiene un grupo maleimida para generar la proteína doblemente marcada (N-(His)6-
LC3B(L123C)Biotina). B) Determinación de la pureza e identidad de la proteína por MALDI-TOF.  

En un primer momento se exploró un ensayo de tipo TR-FRET pero al no observarse 

señal de transferencia de la energía se utilizó el mismo sustrato para desarrollar un ensayo 

de cribado de alto rendimiento basado en la tecnología AlphaScreen. Esta técnica 

proporciona un método fácil y robusto para determinar el efecto de los compuestos en las 

interacciones y actividades biomoleculares. En esta metodología se emplean unas perlas 

dadoras y aceptoras recubiertas con una capa de hidrogel que contiene grupos funcionales 

para su correspondiente derivatización. Cuando las moléculas interaccionan 

biológicamente y las perlas dadoras y aceptoras se encuentran a cierta proximidad, se 

desencadena una cascada de reacciones químicas dando lugar a una señal amplificada 

(Figura 17). Brevemente, después de la excitación con un láser a 680 nm, una molécula 

fotosensibilizadora en las perlas del donante convierte el oxígeno ambiental en oxígeno 

singlete. Estas moléculas, difunden y viajan hacia las perlas aceptoras (a una distancia 

máxima de 200 nm) reaccionando con una molécula quimioluminiscente presente en las 

mismas y emitiendo luz a una longitud de onda entre 520-620 nm. En ausencia de una 

interacción específica, la distancia entre las perlas del donante y aceptor es mayor, por lo 

que se produce una pérdida de la señal. Esta metodología se ha empleado en ensayos 

enzimáticos, de interacción (ligando/receptor, proteína/proteína, proteína/ADN) entre 

otros.  
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Figura 17. A) Ensayo basado en la tecnología AlphaScreen. B) Curva de valoración de N-(His)6-
LC3B(L123C) Biotina tratada con concentraciones crecientes de Atg4B. C) Representación de la 
variabilidad y el rango entre el control positivo (máxima señal) y el control negativo (mínima señal) 
que permite el cálculo del factor Z a partir de la fórmula (Z= 1 - (3σ muestra + 3σ del 
control)/|media de la muestra – media del control|; σ desviación estándar).  

Algunas de las ventajas que presenta dicha metodología son las siguientes. La técnica 

presenta una gran sensibilidad y la longitud de onda de excitación larga de 680 nm 

combinada con una longitud de onda de emisión corta (520-620 nm) reduce la interferencia 

entre ambas y genera muy poco ruido de fondo. Además, debido a la elevada concentración 

de moléculas fotosensibilizadoras, cada perla dadora puede generar hasta 60.000 especies 

de oxígeno singlete por segundo, se produce una gran amplificación de la señal 

permitiendo el uso de pequeños volúmenes y detectando interacciones a nivel femtomolar. 

Igualmente, es un ensayo homogéneo, ya que no requiere de varios pasos o lavados en su 

procedimiento, miniaturizable y adaptable a formatos de placas de 96, 384 y 1536 

pocillos, altamente versátil, ofreciendo la posibilidad de analizar muchas interacciones 

biológicas y es capaz de detectar un amplio rango de interacciones con afinidades desde 

subnM hasta el rango µM.  

Para reconocer el sustrato doblemente marcado se utilizaron perlas dadoras recubiertas de 

estreptavidina y perlas aceptoras cubiertas de un quelato metálico de níquel y ácido 

nitrilotriacético (Ni2+-NTA). Si la proteína sustrato está intacta, las dos perlas se 
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encuentran próximas en el espacio dando lugar a una señal elevada mientras que la escisión 

catalizada por Atg4B en la glicina 120 de la proteína marcada produciría un aumento entre 

la distancia de los dos marcadores causando una disminución de la señal, que podría ser 

evitada por la presencia de inhibidores de la cisteína proteasa (Figura 17A).  

En primer lugar se comprobó que la proteína doblemente marcada era sustrato del enzima 

y luego se exploraron las condiciones óptimas de ensayo. La estabilidad de la señal se 

investigó utilizando diferentes soluciones tampón, pH, concentración de sales, contenido 

en DMSO y aditivos. A continuación, el siguiente parámetro a determinar fue la 

concentración de enzima necesaria para tener una señal de ensayo robusta utilizando 

concentraciones crecientes de enzima (Figura 17B). Se eligió como periodo de incubación 

30 min a 37 °C porque permite adaptar en un futuro el ensayo de grandes librerías de 

compuestos de manera rápida y a una concentración de enzima que mostrará una señal 

~3-4 veces mayor que el ruido (los ensayos que se basan en disminución de la señal 

requieren la utilización de concentraciones suficientemente elevadas de enzima para 

asegurar una buena ventana de detección).144,145 Con las condiciones de ensayo optimizadas 

(tampón Hepes 25 mM pH 8, que contiene NaCl a 150 mM, Tritón X-100, 0.1 % BSA 

(del inglés “Bovine Serum Albumin”), 1 % glicerol y 1mM de TCEP) se obtiene una buena 

estabilidad y consistencia en el ensayo con una factor Z´ de 0.52 (Figura 17C). El factor Z, 

conocido comúnmente como Z’, es un parámetro estadístico utilizado para valorar la 

calidad global de un ensayo de tipo HTS. Fue desarrollado por Zhang y Oldenburg en 

1999 y considera los factores que afectan tanto al rango dinámico como la variación en las 

determinaciones obtenidas para un grupo de controles tanto positivos como negativos.146 

De manera general, un valor ideal de Z’ estaría cercano a 1. Valores entre 0.5-1 se 

consideran de elevada calidad, mientras que valores <0.5 se consideran de calidad buena o 

moderada. Un valor <0 indica que el ensayo no puede ser usado para HTS. Además, con 

la intención de validar el ensayo puesto a punto se utilizaron inhibidores conocidos como 

control positivo. Se observó una inhibición dosis-dependiente con la Z-L-

fenilclorometilcetona con una IC50 of 38 M, validando su uso para la detección de 

inhibidores. El ensayo que se ha descrito en esta sección, fue el que se estableció para la 

búsqueda de inhibidores de Atg4B.  
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2.- Análisis estructural computacional 

Actualmente en la literatura se encuentran descritas varias estructuras de rayos X de la 

enzima humana Atg4B.146,147,148 En general, la estructura tridimensional de la proteína se 

compone de un lóbulo izquierdo denominado “dominio de proteasa” y un pequeño lóbulo 

derecho llamado “dominio auxiliar” (Figura 18). Mientras que la estructura del dominio de 

proteasa coincide con la de la superfamilia de cisteína proteasas de la papaína, el dominio 

auxiliar contiene una estructura única con una función aún desconocida.146 

 
Figura 18. A) Estructura tridimensional esquemática de Atg4B (estructura cerrada). Los códigos de 
color son: bucle regulador, rojo y triptófano 142 (W142), naranja. El bucle regulador y W142 
enmascaran la entrada al centro activo de la cisteína catalítica 74 (Cys74). La estructura se compone 
de un lóbulo izquierdo (dominio de proteasa) y un pequeño lóbulo derecho (dominio auxiliar). B) 
Complejo Atg4B-LC3 (estructura abierta). Los códigos de color son: sustrato LC3 natural, azul; 
fenilalanina 119 (F119) del sustrato LC3, azul. Cuando LC3 se une a la cisteína proteasa Atg4B, la 
cadena lateral de W142 se reemplaza por F119 de LC3. El bucle regulador y la cadena lateral de 
W142 experimentan un cambio conformacional formando un surco a lo largo del cual la cola de LC3 
accede a la Cys74.  

Las estructuras de rayos X muestran la existencia de dos poblaciones diferentes de la 

enzima: una forma cerrada en la cual ningún sustrato se encuentra unido al sitio activo, 

permaneciendo este enmascarado por un bucle regulador (residuos 258-263) junto con el 

residuo de triptófano 142 (Trp, W), y la forma abierta generada por la unión del sustrato 

LC3 al centro activo provocando un cambio conformacional. En la base de datos de 

proteínas (PDB, del inglés Protein Data Bank) la estructura PDB 2CY7148 representa a la 

forma cerrada de la Atg4B y la estructura PDB 2ZZP147, que representa el complejo LC3 

con un mutante inactivo de Atg4 (C74S) corresponde a la forma abierta (Figura 18B). El 

cambio de conformación del bucle regulador que se produce tras la unión del sustrato es 

responsable de la especificidad de Atg4B frente a la secuencia fenilalanina (Phe, F) - glicina 

(Gly, G), que es distinta a la secuencia Gly-Gly presente entre los modificadores de tipo 

ubiquitina.146 Así pues, al unirse LC3 a Atg4B la F119 reemplaza al W142 y fuerza la 
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abertura del bucle regulador formando una pequeña cavidad en la entrada del centro activo 

en la que solo cabe un residuo de glicina. La presencia de la región C-terminal no es 

suficiente para abrir el bucle regulador sino que es necesaria la interacción de toda la 

proteína LC3 con Atg4B, lo que explica las bajas afinidades observadas con sustratos 

peptídicos. Además, la unión de LC3 al sitio activo produce cambios conformacionales 

adicionales en la estructura de Atg4B. En particular, la cola N-terminal muestra un cambio 

en la conformación abierta respecto a la conformación cerrada. Este extremo N-terminal 

se encuentra ubicado a la salida del centro activo en la forma abierta, y cuando se forma el 

complejo con LC3 se mueve separándose del núcleo de la proteína. Además, la cola situada 

en el extremo C-terminal también se desplaza de su ubicación tras la formación del 

complejo (Figura 19A,B).147  

Figura 19. (A) Estructura cristalina de Atg4B libre (PDB 2CY7) y (B) complejo LC3-Atg4B C74S 

(PDB 2ZZP), donde se muestra la cola N-terminal (residuos 5-26) en rojo, la cola C-terminal (355-
377) en amarillo (A), el bucle regulador (258-263) en cian, el sustrato LC3 en naranja (B) y la cisteína 
catalítica (C74, A) o la serina introducida por mutagénesis (S74, B) con átomos de carbono verdes. 
(C) Vista detallada del centro activo de Atg4B en la forma cerrada, donde se muestra la distancia de 
los átomos Cα de los residuos W142 y P260. (D) Vista detallada del centro activo del complejo LC3-
Atg4B C74S. Representación superficial de Atg4B en 2CY7 (E) y 2ZZP (F) muestra la región cercana 
a los residuos D278 y H280, donde se resalta con esferas blancas el sitio potencial de unión al ligando 
presente solo en la forma cerrada. La coloración de las superficies es la misma que en las imágenes 
A-B.  
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Los siguientes apartados (análisis estructural computacional y HTVS) fueron realizados en 

colaboración con Jordi Bujons, IQAC-CSIC. Con la intención de obtener información 

acerca de la movilidad conformacional de Atg4B y determinar si la forma abierta de la 

proteína solamente está accesible cuando el sustrato LC3 está unido, se llevaron a cabo 

estudios de dinámica molecular sobre las formas abierta y cerrada de la estructura de 

Atg4B. Con este propósito y dado el alto número de residuos no resueltos en las estructuras 

cristalinas de la proteína, se obtuvo un modelo de la forma cerrada de la base de datos 

ModBase de los modelos comparativos de estructura proteica,150 

(https://modbase.compbio.ucsf.edu/modbase-cgi/index.cgi) que contiene la estructura 

completa de los residuos 5-377 y la denominamos “2CY7_full” ya que estaba basada en la 

estructura 2CY7. Además, basándonos en dicho modelo 2CY7_full y en la estructura 

cristalina 2ZZP, también construimos un modelo estructural de la secuencia completa 

Atg4B C74S entre los residuos 6-354 unidos a LC3, que llamamos “2ZZP_full”. Por tanto, 

estos dos modelos fueron sometidos a dinámica molecular (500 ns) en presencia de 

disolvente. Los resultados de las simulaciones mostraron que mientras el complejo LC3-

Atg4B es mayoritariamente estable a lo largo de toda la simulación, es decir, el sustrato 

LC3 y el bucle regulador permanecen en su lugar, en ausencia de sustrato la estructura del 

Atg4B fluctúa entre dos conformaciones correspondientes a los estados cerrado y abierto 

de la proteína (Figura 20).  
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Figura 20. Resultados de las simulaciones de dinámica molecular: Dependencia en el tiempo de la 
distancia entre los átomos de Cα de los residuos W142 y P260 de Atg4B de las simulaciones de (A) 
2CY7_full y (B) 2ZZP_full. 

Este hecho queda claro al analizar la distancia entre los átomos de Cα de los residuos W142 

y P260 de Atg4B, que en la forma cerrada interactúan y fijan la conformación del bucle 

regulador, cuya distancia entre Cα142-Cα260 es aproximadamente de 6.6 Å, mientras en la 

forma abierta la distancia aumenta a aproximadamente 13 Å (Figura 19C-D). En la 

simulación de “2ZZP_full” esta distancia permanece esencialmente imperturbable y 

cercana a 13 Å durante toda la simulación, mientras que para “2CY7-full” esa distancia 

permanece cercana a 7 Å durante los 180 ns iniciales, pero luego aumenta a 

aproximadamente a 13 Å y permanece así durante el resto de la simulación. Estos 

resultados sugieren que no se requiere la presencia del sustrato LC3 para alcanzar la forma 

abierta de Atg4B, y que los ligandos potenciales podrían unirse al sitio activo de la proteasa, 

interfiriendo directamente con la unión del sustrato natural. También se estudió un sitio 

alternativo de unión situado cerca de los residuos D278 y H280 (Figura 19E-F), en la 

interfaz entre la cola N-terminal y el núcleo de la forma cerrada de la proteína, como diana 

para identificar compuestos que podrían bloquear Atg4B en su forma cerrada inactiva. 

Este sitio de unión ya había sido anteriormente propuesto para la identificación de 

inhibidores de Atg4B. De hecho, el compuesto NSC185058 mencionado en la 

introducción surgió después del cribado virtual de una librería de compuestos dirigida a 

A 

B 
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este sitio de unión.131 Este sitio se muestra en la figura 19E y los resultados de dinámica 

molecular muestran que, aunque se presenten pequeños cambios en la forma cerrada, esta 

región perdura durante toda la simulación (Figura 21A). Por el contrario, la unión de LC3 

induce un cambio en la conformación de la cola N-terminal que elimina este sitio (Figura 

21B) y no se restaura durante la simulación. Por lo tanto, se eligió la estructura Atg4B de 

“2ZZP_full” para identificar ligandos que podrían unirse al sitio activo, mientras que la 

estructura “2CY7_full” fue seleccionada para identificar ligandos que podrían dirigirse al 

segundo sitio alternativo. 

 

Figura 21. Instantáneas a intervalos de 50 ns de simulaciones de dinámica molecular de los sistemas 
(A) 2CY7_full y (B) 2ZZP_full, que muestran la cola N- terminal (residuos 5-26) en rojo, la cola C-
terminal (355-377) en amarillo (A), el bucle regulador (258-263) en cian, el gran bucle sin resolución 
cristalográfica entre los residuos 187-217 en magenta, el sustrato LC3 en naranja (B) y la cisteína 
catalítica (C74, A) o la serina introducida mediante una mutación (S74, B) con átomos de C verdes.  
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3.- Cribado Virtual de Alto Rendimiento (HTVS) 

El cribado virtual (VS) de bibliotecas de compuestos químicos es una técnica 

computacional utilizada en el descubrimiento de fármacos para la búsqueda de nuevos 

candidatos. Esta técnica identifica, a partir de una gran biblioteca de compuestos virtuales, 

potenciales compuestos activos con las propiedades adecuadas para unirse a una proteína 

diana. Es una herramienta muy útil y facilita un filtrado inicial para decidir que compuestos 

van a ser testados experimentalmente, lo que acelera el proceso y rebaja significativamente 

su coste.  

Las técnicas de VS se pueden dividir en dos categorías: cribado virtual basado en 

estructuras (SBVS, structure-based virtual screening) y cribado virtual basado en el ligando 

(LBVS, ligand-based virtual screening). El SBVS requiere de la estructura tridimensional 

de la diana terapéutica, bien obtenida por métodos experimentales (cristalografía de rayos 

X o RMN) o bien a través de la construcción de modelos moleculares, y utiliza la estructura 

del receptor para explorar el espacio químico identificando ligandos en bases de datos de 

compuestos. En cambio, el LBVS se basa en el análisis y comparación de propiedades 

moleculares y datos de afinidad de ligandos conocidos, sin tener en cuenta la estructura de 

dicho receptor y asumiendo que las moléculas estructuralmente relacionadas deberían 

mostrar actividades biológicas similares. Ambos métodos han sido utilizados en el 

descubrimiento de nuevos fármacos candidatos para dianas terapéuticas.  

El cribado virtual basado en el docking molecular es una de las aproximaciones más 

utilizadas. Existen varios programas de docking para estimar la fortaleza de la unión entre 

un ligando y una diana, tanto comerciales (LigandFit,151 Glide,152 GOLD153) como de 

origen académico (Autodock Vina,154 rDock,155 LeDock156), todos con sus ventajas y 

limitaciones. Estos programas proporcionan una predicción del modo de unión (binding 

pose) así como de su afinidad (score). La puntuación (score) de cualquier software de 

acoplamiento utiliza ecuaciones para calcular las interacciones de unión. Después de la 

suma de estas interacciones se obtienen puntuaciones para cada posición del ligando en el 

receptor. Estas puntuaciones varían según el campo de fuerza que utiliza el software para 

calcular las interacciones. En el caso de Autodock Vina, el campo de fuerza empleado es 

AMBER, mientras que para Glide es OPLS. La diferencia entre ambos es que los cálculos 

son más sofisticados en Glide, puesto que posee características avanzadas para el cálculo 

de la interacción п-п, la interacción п-catión y la planaridad del anillo aromático entre otras. 

Otra decisión importante al realizar un cribado virtual es la selección de la quimioteca 

virtual, que debe presentar gran diversidad estructural y cobertura del espacio químico. 
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Además las librerías pueden proceder de proveedores comerciales (Bioscreen®, 

ChemBridge®, eMolecules) o ser de origen público (ZINC, PubChem, ChemSpider, NCI 

Open DataBase (NCIOD), ChemBD).157 Estas bases de datos pueden incluir fármacos 

conocidos, carbohidratos, compuestos sintéticos, de origen natural, fragmentos, etc. Su 

composición puede ir desde varios cientos de miles (NCIOD, WOMBAT) a varios 

millones (ZINC, ChemSpider). Pueden contener información de actividad biológica 

(WOMBAT, ChemBl) y pueden ser públicas pero formadas por compuestos de origen 

comercial (ZINC) o proporcionar compuestos de manera gratuita (NCIOD). Las 

bibliotecas comerciales presentan una mayor variabilidad en su estructura y tienen una 

pureza garantizada aunque a un coste más elevado, mientras que las bibliotecas públicas 

son en algunos casos meros catálogos de productos comerciales o repositorios de 

compuestos sin garantizar su pureza o identidad. 

Así pues, una vez identificadas los dos modelos basados en las estructuras cristalinas para 

la cisteína proteasa Atg4B humana,146,147,148 se utilizó una técnica de SBVS aplicada a la 

base de datos del Instituto Nacional de Cáncer (NCI, National Cancer Institute) 

perteneciente al National Institute of Health (NIH) estadounidense, usando como dianas 

las estructuras 2CY7_full (forma cerrada) y 2ZZP_full (forma abierta). Esta base de datos 

contiene aproximadamente 265.000 estructuras generalmente disponibles de forma 

gratuita, con información sobre su estructura 3D y algunas propiedades ADME 

(Absorción, Distribución, Metabolismo, Excreción). Después de un filtrado inicial para 

eliminar aquellos compuestos con propiedades no deseadas, se realizó una expansión 

estructural para generar diferentes tautómeros, protómeros y análogos conformacionales 

obteniéndose 395712 estructuras que fueron estudiadas mediante HTVS dirigiéndose a las 

dos estructuras de Atg4B disponibles, 2CY7_full y 2ZZP_full. En cada caso se utilizaron 

dos softwares de acoplamiento o docking diferentes Glide158,159,160 y Autodock Vina, 

obteniéndose 4 listas de potenciales inhibidores de Atg4B: Glide VS 2CY7; Glide VS 

2ZZP, Vina VS 2CY7 y Vina VS 2ZZP (Figura 22).  
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Figura 22. Embudo de selección en la identificación de los ligandos para cada una de las estructuras 
de Atg4B empleando el método de acoplamiento Glide.  

A partir de los compuestos ordenados según la puntuación (score) obtenida en cada 

aproximación, se descartaron aquellos potencialmente reactivos o con propiedades 

indeseadas (PAINS). Se conocen como PAINS (Pan-assay interference compounds) a ese 

tipo de moléculas que por la presencia de grupos reactivos u otras funcionalidades 

indeseables pueden interferir con las técnicas de detección y dar lugar a falsos positivos en 

ensayos biológicos.161,162 Estas moléculas pueden enmascarar la señal formando agregados, 

interaccionando de manera inespecífica con proteínas o bien interfiriendo en el ensayo. 

Generalmente, en el cribado de una biblioteca académica, entre el 5 y el 12 % de sus 

miembros pueden ser considerados PAINS.162 Algunos de estos compuestos presentan 

toxicóforos (grupos nitro, anilina, hidantoína, peróxido de haluro de alquilo y carbazida) 

que están asociados con toxicidad celular ya sea de manera directa o por medio de 

activación metabólica. Pueden también incluir grupos funcionales electrofílicos como 

aldehídos o epóxidos, o secuestrar iones metálicos que son esenciales para la función de 

una proteína. En algunos casos, pueden ser compuestos fluorescentes o altamente 

coloreados que dan señales positivas incluso en ausencia de proteína o alterar 

químicamente las proteínas sin interactuar en su sitio de unión. Los PAINS abarcan más 

de 400 clases estructurales, pero más de la mitad de estos pertenecen a 16 categorías 
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fácilmente reconocibles.162,163 A continuación se muestran las estructuras más comunes de 

este tipo de compuestos de interferencia (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Ejemplos de compuestos de interferencia (PAINS).  

PAINS 

NOMBRE ESTRUCTURA MECANISMO 
DE ACCIÓN 

Toxoflavina 

 

Ciclador redox: Produce H2O2 que 
puede activar o desactivar 

diferentes proteínas. 

Isotiazolonas 

 

Modificador covalente: Reacciona 
químicamente con proteínas de 

manera no específica. 

Curcumina 

 

Modificador covalente y disruptor de 
membrana 

Hidroxifenil 
hidrazonas 

 

Modificador covalente y complejante de 
metales: Secuestra iones metálicos  

Ene-rodanina 

 

Modificador covalente y complejante de 
metales 

Fenol 
sulfonamidas 

 

Ciclador redox, modificador covalente y 
compuestos inestables: Descompone en 

moléculas que dan señales falsas. 

Enonas 

 

Modificador covalente 

Quinonas y 
catecoles 

 

Ciclador redox, modificador covalente y 
complejante de metales. 
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La tabla 5 muestra asimismo algunas de las estructuras provenientes del cribado virtual que 

se descartaron debido a su probable actuación como PAINS.164 Incluye ejemplos como 

NSC67813 o NSC73257 formados respectivamente por una estructura de cromona o 

cetona ,-insaturada susceptibles a ataque nucleofílicos162 y NSC706029, con una 

estructura de 5-alquenilimidazolin-4-ona, es un posible aceptor de Michael. NSC16842, 

con una estructura de perilendiimida, tiene propiedades como colorantes. Además, su 

estructura plana hace que actúen como intercaladores de ADN y facilita su autoensamblaje 

mediante interacciones de tipo stacking. Las divinilcetonas y ciertos índoles como los 

presentes en NSC16842 han demostrado actuar de manera inespecífica en algunos 

ensayos.162 

MÉTODO COMPUESTO ESTRUCTURA 

Glide 2CY7 NSC67813 
(score: -7.597) 

 

Glide 2ZZP 

NSC73257 
(score:-9.192) 

 
 
 
 

NSC706029 
(score:-10.238) 

 

Vina 2CY7 

 
 

NSC16842 
(score:-10.000) 

 
  

Vina 2ZZP NSC174506 
(score:-8.9000) 

 
Tabla 5. Ejemplos de compuestos descartados tras el HTVS. Incluye agentes alquilantes, aceptores 
de Michael o moléculas que por su estructura pueden formar agregados, pueden provocar la 
precipitación de la proteína (coloides) o perturbar el ensayo (compuestos con color o fluorescentes). 

Así pues, una vez descartados los posibles PAINS y los compuestos que aun formando 

parte de la base de datos no estaban disponibles para ser distribuidos, se seleccionaron 250 

moléculas (156 identificados utilizando el software Glide, 81 dirigidos a 2CY7_full y 75 a 
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2ZZP_full, y 94 seleccionados mediante Autodock Vina, de los cuales 41 iban dirigidos a 

2CY7_full y 53 frente a 2ZZP_full), que fueron solicitados al NCI a razón de 40 

compuestos/mes (http://dtp.nci.nih.gov/RequestCompounds/) (Tablas S1, S2, S3 y S4 

de los Anexos). 

4.- Cribado Biológico 

Una vez obtenidos los 250 compuestos solicitados al NCI, se estudió su actividad biológica 

con el ensayo de tipo HTS puesto a punto previamente (Figura 17). De los candidatos 

seleccionados utilizando el método Glide, entre los 81 compuestos dirigidos al sitio 

alternativo de unión, únicamente un compuesto (NSC43949) mostró más del 50% de 

inhibición, mientras que de entre los 75 compuestos dirigidos al sitio activo de la cisteína 

proteasa Atg4B, 3 compuestos (NSC83713, NSC126353 y NSC116384) disminuyeron la 

actividad enzimática más del 40%. Por otro lado, empleando el método Autodock Vina, 

de los 53 compuestos dirigidos al sitio activo de la estructura de Atg4B abierta, sólo 2 

compuestos presentaron más de un 40% de inhibición (NSC631817 y NSC322341) y de 

los 41 compuestos dirigidos a la estructura cerrada, ninguno de ellos presentó actividad 

(Figura 23, 24, Tabla 6 y Figura S1 y S2 de Anexos). 

 
Figura 23. Representación del porcentaje de la actividad enzimática determinada en presencia de los 
compuestos evaluados. Cada uno de los puntos representa un compuesto evaluado en duplicado a 
una concentración de 200 µM. Los moléculas seleccionadas fueron las que mostraron una inhibición 
superior al 40% (o una actividad enzimática de la proteína <60%)  

Los índices de éxito de cribados virtuales, entendidos como la proporción de compuestos 

con actividad biológica entre el total de compuestos ensayados, se encuentran entre el 0.5 

al 20% (en contraposición con los índices de éxitos observados en HTS de tipo aleatorio 

que se encuentran entre el 0.1 y el 0.5%). En este caso, se identificaron 6 moléculas activas, 

de un total de 250 evaluados, que mostraron una inhibición >40%, estableciéndose un 

índice de éxito del 2.4%. Hay que tener en cuenta que este índice de éxito sólo tiene en 



99 
 

cuenta las moléculas obtenidas frente las evaluadas, descartando así esas no disponibles o 

descartadas, por lo que no puede ser considerado un índice de éxito global del método 

descrito.  

 
Figura 24. Estructuras de los compuestos identificados como inhibidores de Atg4B. 

Método 
Compuestos  

seleccionados 
Actividad Atg4B (%)  

<85-60 <60-40 <40 
Glide VS 2CY7 81 3 - NSC43949 

Glide VS 2ZZP 75 7 
NSC83713 
NSC126353 

NSC116384 

Vina VS 2CY7 41 5 - - 
Vina VS 2ZZP 53 7 NSC631817 NSC322341 

Tabla 6. Los compuestos fueron clasificados según el software utilizado y el potencial sitio de unión. 
Tras su evaluación como inhibidores de Atg4B en el ensayo de tipo HTS puesto a punto, se 
dividieron en tres categorías según la actividad enzimática observada < 40%, entre el 40 y el 60% y 
entre el 60 y el 85%. De los compuestos menos activos se proporciona el número de integrantes de 
cada categoría, mientras que en las otras filas se indica el nombre de los compuestos identificados y 
su estructura en la figura adjunta. El porcentaje de actividad enzimática fue determinado a una 
concentración de 200 µM.  
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Si se estudia el modo de unión tanto de los mejores compuestos sugeridos por los métodos 

Glide y Vina (Figura 25), como los finalmente identificados de manera experimental 

(Figura 26), se observa que entre los compuestos seleccionados por el método Glide, los 

mejores compuestos dirigidos al centro activo de Atg4B se estabilizaban principalmente 

mediante interacciones hidrofóbicas e interacciones de apilamiento con el residuo W142 

(Figura 25A, 26A, 26B). Este residuo se ha demostrado que es crucial para la actividad de 

Atg4B, ya que actúa como una pinza que mantiene en su lugar los residuos F119 y G120 

del sustrato natural LC3 antes de la escisión del péptido.147 Por otro lado, cabe resaltar que 

las características comunes de los compuestos dirigidos al segundo sitio de interacción 

fueron las siguientes: la presencia de al menos de un grupo catiónico (es decir, una amina 

protonada) que podría establecer interacciones electrostáticas con el residuo D278 de 

Atg4B y una estructura extendida que permitió ocupar el espacio relativamente estrecho 

entre la interfaz entre la cola N-terminal y el núcleo de Atg4B, interactuando así 

hidrofóbicamente con residuos como L11, A14 y F16 (Figura 25B). 

Por otro lado, el cribado virtual realizado con Autodock Vina dio lugar a resultados 

similares, tal como ilustran los paneles C y D de la figura 25 y figura 26, que muestran los 

modos de unión determinados para los compuestos con mejor “score” para los dos lugares 

de unión considerados. Como anteriormente, la unión de los compuestos NSC241470, 

NSC322341 y NSC631817 al centro activo de Atg4B está estabilizada fundamentalmente 

por interacciones hidrofóbicas y de apilamiento π con el residuo W142, mientras que el 

compuesto NSC71204, dirigido contra el segundo lugar de unión, presenta un estructura 

extendida con tres anillos de benceno, que establecen interacciones hidrofóbicas y de 

apilamiento con residuos tales como A14, Y276 o H280, y dos residuos de imidazolina en 

los extremos que pueden encontrarse protonados y establecer así interacciones 

electrostáticas con residuos como E17. 
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Figura 25.  Modos de unión para los mejores candidatos obtenidos por HTVS con Glide (A, B) y 
con Autodock-Vina (C, D) frente al centro activo de Atg4B en 2ZZP_full (A: NSC349155, Glide 
score -11.65; C: NSC241470, Vina score -10.2) y frente al segundo lugar de unión presente en 
2CY7_full (B: NSC86286, Glide score -10.47; D: NSC71204, Vina score -9.7). Los ligandos se 
muestran con átomos de carbono de color amarillo, los residuos de Atg4B con átomos de carbono 
de color verde,  el bucle regulador en cian y la cola N-terminal en rojo. Las interacciones se muestran 
con líneas discontinuas: enlaces de hidrógeno en azul, interacciones hidrofóbicas en verde, puentes 
salinos en magenta, e interacciones de apilamiento π en naranja. Las estructuras de los compuestos 
se encuentran en el anexo adjunto.  
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Figura 26. Modos de unión determinados con Glide (A, B) o Autodock Vina (C, D) para los 
compuestos (A) NSC126353 (Glide score -9.85), (B) NSC611216 (Glide score -10.50), (C) 
NSC322341 (Vina score -8.6) y (D) NSC631817 (Vina score -8.5) en el centro activo de Atg4B 
presente en la estructura 2ZZP_full. Los ligandos se muestran con átomos de carbono de color 
amarillo, los residuos de Atg4B con átomos de carbono de color verde, y el bucle regulador en cian. 
Las interacciones se muestran con líneas discontinuas: enlaces de hidrógeno en azul, interacciones 
hidrofóbicas en verde, e interacciones de apilamiento π en naranja.  
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Tras calcular la relación dosis-respuesta se estableció su concentración inhibitoria media 

(IC50). Dichos compuestos presentaron una prometedora inhibición de Atg4B con valores 

de IC50 comprendidos entre 86 y 300 µM. Los perfiles inhibitorios de estos compuestos 

con un efecto dependiente de la dosis se muestran en la figura 27. 

 
Figura 27. Curvas de concentración dosis-respuesta de la actividad de Atg4B frente a la presencia 
de diferentes concentraciones de NSC43949 (A), NSC116384 (B), NSC126353 (C), NSC322341 
(D), NSC83713 (E) y NSC631817 (F). Los valores mostrados son medias de tres experimentos 
realizados por duplicado. 

La identidad y pureza de las muestras obtenidas del NCI fueron analizadas mediante 

espectrometría de masas (EM). Significativamente, únicamente la masa del compuesto 

NSC126353 (Figura 28C) coincide con la calculada según la estructura proporcionada por 

el NCI. Ninguno de los análisis de masas obtenidos con los otros compuestos activos 

coincide con la estructura proporcionada. En los otros casos se producen diferencias 
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importantes. El ion molecular del pico principal del cromatograma de NSC43949 (Figura 

28A) difiere en 10 Da respecto a la masa calculada según la fórmula molecular. Análisis 

adicionales de protón a través de resonancia magnética nuclear (1H-RMN), tampoco 

ayudaron a esclarecer la estructura de esta muestra obtenida.  

Figura 28. La pureza e identidad de los compuestos activos pertenecientes a la biblioteca NCI fueron 
evaluadas mediante EM. A) NSC43949, B) NSC116384, C) NSC126353, D) NSC322341, E) 
NSC83713, F) NSC631817. 

En el caso de NSC116384 (Figura 28B), el ion molecular correspondería a la fórmula 

molecular C14H13ClN2O2, una molécula que podría corresponder a la estructura 

proporcionada por el NCI con un grupo CH2 menos. Las masas calculadas a partir de la 

fórmula molecular proporcionada por el NCI tampoco coincidieron con los resultados 

obtenidos tras el análisis de NSC631817, NSC322341 o NSC83713. Las diferencias fueron 

significativas en el caso de los dos primeros mientras que en el último solo se observó una 

diferencia de 2 Da entre la masa calculada y la obtenida. Los análisis se hicieron en modo 

positivo y negativo obteniendo resultados parecidos. Además, la actividad de los 

compuestos se validó con un ensayo alternativo también puesto a punto en el grupo y 

basado en la detección por EM del pentapéptido escindido tras la acción de Atg4B (Figura 

29). 
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Figura 29. N-(His)6-3C-Atg4B escinde la N-(His)6-proLC3B(L123C) liberando el péptido C-
terminal esperado (MKCSV) con una masa molecular de 567.2643 Da (Figura 29C), con la 
conversión simultanea de N-(His)6-proLC3B(L123C) (masa calculada. para C702H1110O201N200S6 
[M+H]+: 15760 (Figura 29A) a N-(His)6-LC3B-I (masa calculada para C680H1070N194O195S4 [M+H]+: 
15210 (Figura 29B). Los insertos muestran el espectro original de masa antes de la deconvolución. 
C) Cromatograma del ion extraído para el pentapéptido MKCSV (m/z: 567.2643).  

 

5.- Síntesis y evaluación de nuevos inhibidores de Atg4B 

Para confirmar la actividad inhibitoria de los compuestos identificados, así como confirmar 

su identidad, se obtuvieron muestras de otras fuentes o bien las moléculas fueron 

resintetizadas en el laboratorio. Por el momento se decidió descartar los compuestos 

NSC83713, NSC322341, NSC631817 y centrar los esfuerzos en NSC43949, NSC126353 

y NSC116384. 

5.1.- Síntesis de la imina simétrica NSC43949 

La imina simétrica NSC43949 fue identificada en el primer cribado realizado, aunque el 

posterior análisis por EM y 1H-RMN indicaron que no se correspondía al producto 

solicitado. Además, otras iminas simétricas presentes en la selección de compuestos 

realizada mediante el método Glide con la estructura 2CY7 también estaban incluidas en 

el cribado y ninguna de ellas presentó ningún tipo de actividad inhibitoria (Figura 30). En 
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base a estos resultados lo más lógico sería pensar que se trata de un falso positivo, pero 

para comprobar este punto se planteó la síntesis de NSC43949.  

 

Figura 30. Iminas simétricas seleccionadas al aplicar el software Glide con la estructura 2CY7. 
Excepto NSC690022 y NSC506351, que ya se encontraban descatalogados al iniciar este trabajo, las 
otras iminas fueron solicitadas al NCI y evaluadas. 

Para la síntesis del compuesto NSC43949 se disolvieron 2 equivalentes (eq.) de aldehído 

salicílico y 1 eq. de trietilentetramina en metanol y la mezcla resultante se calentó a reflujo 

hasta la completa finalización de la reacción comprobada por CCF (Cromatografía en Capa 

Fina). Tras enfriar, se intentó infructuosamente recristalizar la mezcla a partir de éter 

dietílico165 y al final se obtuvo el producto deseado tras purificación por cromatografía en 

columna. 
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Figura 31. Síntesis de NSC43949.  

Tras los análisis por EM y RMN, se determinó que el producto mayoritario era la bisimina 

simétrica esperada, aunque parcialmente contaminada con la presencia de monoiminas y 

la imina-aminal mixta formada debido a la presencia de 4 aminas potencialmente reactivas 

(que correspondería a la estructura de NSC84389, figura 30), tal como se ha descrito 

recientemente en la literatura.166 Se estudió su actividad frente la Atg4B sin obtener 

inhibición destacable en ningún caso. Como se observó un 50% de inhibición de la 

actividad enzimática tras el estudio de la muestra inicial de NSC43949, se intentó elucidar 

su estructura. Estudios preliminares por 1H-RMN indicaron la posible presencia de 

aldehído salicílico y cadenas alifáticas, aunque la masa observada no se correspondía con 

productos de hidrólisis parcial o total. Es por ello que en un futuro se pedirá a la biblioteca 

del NCI una mayor cantidad de compuesto con la finalidad de identificar el producto 

responsable de la actividad observada.  

5.2.- Derivados de NSC126353 

El compuesto NSC126353, asequible comercialmente, fue comprado y reanalizado, 

confirmando la actividad observada con la muestra obtenida en el NCI. La Dra. Julia 

Comas preparó luego una pequeña librería de derivados de NSC126353 (Tabla 7). 

Desafortunadamente, ninguno de los compuestos se puede considerar como inhibidores 

de mayor potencia. Únicamente el compuesto 11 mostró una inhibición moderada pero 

con una disminución de la actividad en comparación con el compuesto NSC126353, por 

lo que fue menos potente que el compuesto original. Estos resultados sugieren que el anillo 

de indano es importante para la actividad. 
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Compuesto R1 R2 R3 
Act. 
(%) 

IC50 (µM) 

NSC126353 
 

- - 55 
104 

(87-125) 

1 

- 

H H 76 - 

2 CN H N.A. - 

3 Cl Cl N.A. - 

4  H H 74 - 

5 

 

H H 71 - 

6 CN H 78 - 

7 Cl Cl 70 - 

8 

 

H H 93 - 

9 Cl Cl 64 - 

10 

 

H H 61 - 

11 Cl Cl 51 315 
(292-337) 

Tabla 7. Actividades residuales (Act. %) de Atg4B comparando con el control sin la presencia de 
inhibidor y valores de IC50 de los compuestos más activos. Los valores de actividades residuales 
hacen referencia a valores medios de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Los 
valores de IC50 se calcularon a partir del ensayo AlphaScreen y fueron validados con el ensayo basado 
en EM (intervalos de confianza 95%). N. A.: No activo. 

5.3.- Derivados de NSC116384  

Con la intención de determinar la estructura correcta de NSC116384, se realizaron estudios 

de elucidación estructural mediante RMN (espectro COSY (COorrelation SpectroscopY) 

homonuclear 2D H/H. Como se ha descrito anteriormente, el análisis por EM sugería la 

presencia de un compuesto que contenía un CH2 menos que la estructura proporcionada 

por el NCI. Efectivamente, esta información, juntamente con los resultados obtenidos tras 

los análisis por RMN (Figura 32), sugerían que la estructura de NSC116384 se 

correspondería en realidad a una halohidrina como la presente en el análogo NSC611216, 

también incluido en la selección de compuestos hecha con el software Glide y con un 

N

OH



109 
 

docking score incluso mejor (-10.496 vs -10.155) pero que no pudo ser obtenido para su 

estudio al encontrarse ya descatalogado de la base de datos del NCI. Como siguiente paso 

para confirmar su estructura se diseñó una ruta sintética para obtener el compuesto 

deseado.  

 
Figura 32. Espectro COSY homononuclear 2D H/H del compuesto NSC116384. 

 
Figura 33. Tras el análisis se observó que NSC116384 (-10.155) correspondía a la estructura 
proporcionada por el NCI para NSC611216 (-10.496).  
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5.3.1.- Síntesis de NSC611216 y su regioisómero 

La estructura de tipo benzo[cd]indol-2(1H)-ona ha adquirido un gran interés en los últimos 

años ya que los derivados 5,6-disustituidos han demostrado ser efectivos inhibidores de 

timilidato sintasa167 y los derivados de 5-sulfonamida benzo[cd]indol-2(1H)-ona han sido 

descritos como inhibidores de bromodominio BET168 e inhibidores fosfodiesterasa 2.169 

Sin embargo, los derivados de amino-benzo[cd]indol-2(1H)-ona representan una nueva 

clase de inhibidores sin ninguna actividad biológica asociada.  

Para obtener NSC611216 se utilizó un método descrito para la síntesis de esqueletos de 

tipo benzo[cd]indol-2(1H)-ona. Se exploraron dos grupos protectores diferentes, 2,4-

dinitroclorobenceno (a) y el cloruro de p-toluensulfonilo (b) (Esquema 1). La primera vía 

de síntesis empieza con el anhídrido 3-nitro-1,8-naftálico que al tratarse con clorhidrato de 

hidroxilamina da lugar a la correspondiente N-hidroxiftalimida con un rendimiento 

cuantitativo. Posteriormente, la alquilación con 2,4-dinitroclorobenceno en carbonato de 

sodio acuoso proporcionó el compuesto 12.167 La transposición de Lossen de imidato a la 

lactama se realizó en dos pasos (Esquema 1). En un primer momento, el tratamiento con 

una solución de hidróxido sódico en etanol dio lugar al ácido aminocarboxílico intermedio 

que se convirtió en la lactama deseada tras el tratamiento con agua caliente acidificada a 

pH 2-3. Finalmente se obtuvo una mezcla de difícil separación de 7- y 4-

nitrobenz[cd]indol-2-(1H)-ona (14 y 15) en una relación 1:2 y con un rendimiento del 66%. 

En la segunda vía de síntesis, el anhídrido 3-nitro-1,8-naftálico se hizo reaccionar con 

hidrocloruro de hidroxilamina y cloruro de p-toluensulfonilo en presencia de piridina para 

producir el compuesto 13 que podría ser aislado fácilmente mediante recristalización y con 

excelentes rendimientos.168 Tras este tratamiento, al igual que en el enfoque anterior, se 

produjo la transposición de Lossen en dos pasos. En este caso, la destilación simultánea 

del etanol facilitó la formación de un precipitado de fácil separación, dando lugar a los dos 

regiosiómeros 14 y 15 también en una proporción 1:2 pero con un rendimiento del 97%. 

Así pues, el rendimiento global obtenido utilizando la primera aproximación167 fue del 

50%, mientras tras las optimizaciones realizadas se evitaron pasos de síntesis, extracciones 

con clorobenceno y se aumentó el rendimiento global al 97%.  
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Esquema 1. Mecanismo de la transposición de Lossen. DNCB: 2,4-dinitroclorobenceno, (2) p-TsCl: 
cloruro de p-toluensulfonilo. Reactivos y condiciones: (a) NH2OH·HCl, acetato de sodio, H2O, 
80°C, 3 h, después Na2CO3, DNCB, reflujo, 2 h; (b) NH2OH·HCl, piridina,  reflujo, 1 h, después p-
TsCl, reflujo, 2 h. El mecanismo descrito hace referencia a la síntesis del derivado 15, mientras que 
el compuesto 14 se obtendría al iniciarse la reacción mediante el ataque al carbonilo 8.  

Finalmente, la reducción a las correspondientes anilinas fue llevada a cabo utilizando SnCl2 

en ácido clorhídrico. Seguidamente, la alquilación de las anilinas se produjo mediante 

reacción con (±)-epiclorohidrina. La aminólisis regioselectiva de epiclorohidrina para 

obtener los -amino alcoholes se ha realizado utilizando un gran número de 

catalizadores.170 En este caso, al ser por lo general las aminas aromáticas poco nucleófilas, 

la apertura del anillo del epóxido fue facilitada mediante la adición de LiClO4,171 donde el 

ion de litio se combina con el átomo de oxígeno del epóxido. La apertura del anillo es 

completamente regioselectiva debido al ataque de la anilina a la posición menos impedida 

de la unidad de oxirano. La reacción fue llevada a cabo a reflujo o mediada por irradiación 

por microondas. Finalmente, los β-amino alcoholes 4- (NSC611216) y 7-[(4-cloro-2-

hidroxibutil)amino]-benzo[cd]indol-2-[1H]-ona (18) fueron obtenidos con rendimientos 

moderados. De manera general se utilizaron 4 eq. de LiClO4 y cantidades equimolares de 

amina y epóxido. Se evitó el uso de un exceso de amina, lo que habría tenido un impacto 

positivo en el rendimiento, debido a su costosa preparación (Esquema 2).  
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Esquema 2. Síntesis de NSC611216 y su regiosiómero 18. Reactivos y condiciones: (a) SnCl2, 
H2O/HCl, 50 ºC, 4h; (b) (±)-epiclorhidrina, LiClO4, CH3CN, mw, 150 ºC, 150 W, 60 min.  

La caracterización de NSC611216 confirmó la identidad de la muestra obtenida como 

NSC116384, así como su actividad inhibidora. Significativamente, el regioisómero 

minoritario 18, mostró una mayor actividad (Tabla 8). Esta diferente potencia podría ser 

compatible con su modo de unión (Figura 34), ya que aunque tienen el sustituyente en 

diferentes posiciones de la estructura. Los resultados del Induced Fit Docking sugieren 

que 18 podría disponerse en el centro activo con una inversión de 180 grados en relación 

a NSC611216. Esto le permitiría mantener las interacciones principales de la estructura de 

benzo[cd]indol-2(1H)-ona con el residuo W142 así como los puentes de hidrógeno 

establecidos por la amida endocíclica. 

 

Figura 34. Mejores “poses” obtenidas mediante Induced Fit Docking de (A) NSC611216, (B) (S)-
18. Los ligandos se muestran con los átomos de carbono en amarillo y los residuos de la proteína 
con los átomos de carbono en verde. El bucle regulador se muestra en azul. Las interacciones se 
muestran con líneas de puntos: enlaces de hidrógeno en azul, interacciones hidrofóbicas en verde y 
de apilamiento π en naranja. Modos de unión similares fueron observados para los enantiómeros 
correspondientes. 
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5.3.2.- Síntesis de análogos de NSC611216 

Una vez obtenido NSC611216, se inició la síntesis de análogos con la finalidad de estudiar 

su actividad inhibitoria frente a la cisteína proteasa Atg4B. Para ello en primer lugar, se 

pensó en mantener la estructura básica benzo[cd]indol-2(1H)-ona y cambiar la posición del 

grupo amina. La síntesis del derivado 21, 6-amino-benzo[cd]indol-2(1H)-ona empezó con 

la nitración del compuesto comercial benzo[cd]indol-2(1H)-ona dando lugar al compuesto 

6-nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (19, Esquema 3).167 La reducción y la posterior 

alquilación de la anilina dio lugar al compuesto deseado 21. Por otro lado, se sintetizó otro 

análogo donde el esqueleto benzo[cd]indol-2(1H)-ona fue reemplazado por la estructura 

1,8-naftalimida. Estos compuestos tienen un gran interés como agentes antivirales y 

antitumorales. El Amonafide, el cual presenta actividad como agente intercalante de ADN 

e inhibidor de la topoisomerasa II,172 ha entrado en ensayos clínicos de fase II para el 

cáncer de próstata y los derivados sulfonados de 1,8-naftalimidas pueden bloquear la 

expresión viral en células mononucleares de sangre periférica humana infectadas por VIH 

mediante la inhibición de la transcriptasa inversa.173 De manera que la síntesis del derivado 

de naftalimida 24 empezó con la reacción del reactivo comercial disponible, el anhídrido 

3-nitro-1,8-naftálico con hidróxido de amonio concentrado. A continuación, la reducción 

del grupo nitro a amina mediante SnCl2 y la monoalquilación de la anilina resultante, 

permitió la obtención del compuesto 24 (Esquema 3). En este caso se observaron bajos 

rendimientos con el uso de LiClO4.  Como el bromuro de litio (LiBr) ha demostrado en 

algunos casos ser más eficiente que el LiClO4,174 la aminólisis de la epiclorohidrina se 

estudió también en presencia de LiBr, obteniéndose el producto esperado con un 

rendimiento bajo del 12%.  
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Esquema 3. A) Síntesis del derivado 6-amino-benzo [cd] indol-2 (1H)ona 21. B) Síntesis del derivado 
1,8-naftalimida 24. Reactivos y condiciones: (a) HNO3, 50 °C, 1.5 h ; (b) SnCl2, H2O/HCl, 50 °C, 4 
h; (c) (±)-epiclorhidrina, LiClO4, EtOH, 80 °C, 14 h; (d) NH4OH, H2O, reflujo, 4 h; (e) SnCl2, 
H2O/HCl, 50 °C; (f) (±)-epiclorhidrina, LiBr, DMF, 100 °C, 14 h. 

 

Compuesto IC50 (µM) Compuesto IC50 (µM) 

 

132 
(99-163) 

 

69 
(55-84) 

NSC611216  18 

 

>300 

 

N. A 

21 24 
 
Tabla 8. Actividades de los compuestos NSC611216, 18, 21 y 24. Los valores de IC50 fueron 
calculados a partir del ensayo de AlphaScreen y validados con un ensayo basado en espectroscopia 
de masas. Datos de al menos tres experimentos diferentes realizados por duplicado (intervalos de 
confianza 95%). N. A.: no activo.  
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Mientras el derivado de 3-nitro-1,8-anhidrido naftálico resultó inactivo, el análogo 

sustituido en la posición 6 (21) mostró una significativa pérdida de actividad que podría 

correlacionar con un modo de unión en que la cadena exocíclica se sitúa al otro lado de la 

cavidad, más expuesta al disolvente (Figura 35). 

 

Figura 35. Mejores “poses” obtenidas mediante Induced Fit Docking de (A) (S)-21 (B) (S)-31. Los 
ligandos se muestran con los átomos de carbono en amarillo y los residuos de la proteína con los 
átomos de carbono en verde. El bucle regulador se muestra en azul. Las interacciones se muestran 
con líneas de puntos: enlaces de hidrógeno en azul, interacciones hidrofóbicas en verde y de 
apilamiento π en naranja. Modos de unión similares fueron observados para los enantiómeros 
correspondientes. 

Una vez analizados los resultados obtenidos, escogimos el compuesto NSC611216 y su 

análogo 18 para llevar a cabo más modificaciones estructurales. Se mantuvo el esqueleto 

4-amino y 7-aminobenzo[cd]indol-2-[1H]-ona y las modificaciones se centraron en la 

modificación del grupo alquilo. Se exploraron diferentes sustituyentes con la finalidad de 

explorar su capacidad de inhibición. Las α-clorohidrinas son agentes alquilantes 

moderadamente reactivos que reaccionan covalentemente con proteínas causando su 

inactivación. Por tanto, el siguiente paso era comprobar si este efecto era la causa de la 

inhibición que se observaba. Así pues, en primer lugar, se prepararon los compuestos 

análogos 25 y 26 donde el halógeno cloro del compuesto 18 fue reemplazado por un grupo 

metilo. Estos compuestos fueron preparados por aminólisis a partir de (R,S)-(±)-1,2-

epoxibutano mediante calentamiento a reflujo en etanol con la presencia de LiClO4 como 

catalizador, dando lugar a los correspondientes β-amino alcoholes 25 y 26 en buenos 

rendimientos (Tabla 9). Se observó que la presencia de un grupo metilo aumentó la 

inhibición y el efecto fue mayor en 26 el cual presentó mayor potencia inhibitoria que el 

compuesto 18. Posteriormente, con la finalidad de explorar la relación estructura-actividad 

(SAR, structure-activity relationship), la estructura 4,7-diaminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona 
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se preparó mediante nitración del compuesto comercialmente disponible, el anhídrido 3-

nitro-1,8-naftálico,175 seguida de la reacción de Lossen dando lugar a 4,7-

dinitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona 27. La reducción de la correspondiente dianilina seguida 

mediante una doble alquilación a través de las aminas con (R,S)-(±)-1,2-epoxibutano dio 

lugar al compuesto 29 con rendimientos moderados, debido a la formación simultánea de 

especies mono y trisubstituidas. Sin embargo, la lactama 4,7-dialquilada 29 presentó una 

potencia intermedia, con un IC50 de 68 µM (Tabla 9).  

 
Esquema 4. A) Síntesis del derivado disustituido 29. Reactivos y condiciones: (a) H2SO4, HNO3, 60 
°C, 1.5 h; NH2OH·HCl, piridina, reflujo, 1h; p-TsCl, reflujo, 2 h; NaOH en H2O/EtOH, reflujo 1 
h, HCl; (b) SnCl2, H2O/HCl, 50 °C, 4 h; (c) (±)-1,2-epoxibutano, LiClO4, EtOH, mw, 150 °C, 150 
W, 60 min. 

Teniendo en cuenta que los mejores resultados se obtuvieron mediante sustitución del 

átomo de cloro por un metilo, el siguiente paso fue explorar el alargamiento de la cadena 

alquilada. Es por ello que se llevó a cabo la alquilación de la anilina con (R,S)-(±)-1,2-

epoxihexano dando lugar a los regio isómeros correspondientes donde el derivado de 7-

aminobenzo[cd]indol-2-[1H]-ona 31 exhibió una IC50 mejorada de 12 µM mientras que la 

actividad del regioisómero 4-aminobenzo[cd]indol-2-[1H]-ona 30, cayó significativamente 

hasta 235 µM (Tabla 9). De manera similar, se obtuvo el compuesto 32 mediante la 

alquilación de 4-aminobenzo[cd]indol-2-[1H]-ona con 1,2-epoxi-5-hexeno, el cual presentó 

una disminución considerable de la actividad respecto el compuesto 30. Por último, se 

exploró la importancia de la quiralidad en la actividad biológica de 25. Con este objetivo 

en mente, se sintetizaron los β-amino alcoholes enantioméricamente puros, los cuales se 

prepararon a través de las aperturas de los epóxidos (S)-(-)-1,2-epoxibutano y (R)-(+)-1,2-
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epoxibutano. Tras el ensayo biológico, los compuestos 33 y 34 no presentaron diferencias 

importantes respecto a la mezcla racémica 25. 

  
Comp. R IC50 (µM) Comp. R IC50 (µM) 

25 
 

111 
(76-161) 

26 
 

29 
(15-56) 

30 
 

235 
(195-284) 

31 
 

12 
(6-18) 

32 
 

N. A. 

 
33 

 

113 
(92-138) 

34 
 

119 
(98-145) 

29 
 

68 
(47-88) 

Tabla 9. Actividades de los compuestos 25-34. Los valores de IC50 (µM, intervalo de confianza del 
95%) fueron calculados a partir del ensayo de AlphaScreen y validado con un ensayo por EM. Datos 
de al menos tres experimentos diferentes realizados por duplicado. N. A.: no activo. Valores de S.D. 
± 10%. 

El aumento de la actividad en el compuesto 31 podría explicarse en base a su unión al sitio 

activo de Atg4B de manera similar al análogo 18 (Figura 34) ya que la extensión de la cadena 

lateral conlleva a un aumento de las interacciones hidrofóbicas de 31 con los residuos M75, 

P145 y A263 (Figura 35). 

Atg4B tiene una elevada similaridad estructural con la papaína y sus proteasas homólogas. 

Una vez evaluada la concentración máxima inhibitoria de cada uno de los análogos 

sintetizados, se estudió si esta actividad era específica o afectaba también a otras cisteínas 

proteasas. Con este motivo, se estudió el efecto de varios análogos frente a la actividad de 

la papaína. Mientras el inhibidor no específico, Z-L-fenilclorometilcetona, y el control 

positivo (quimostatina) inhibieron la actividad de la papaína, ninguno de los análogos 

estudiados produjo un efecto similar (Figura 36A). Además, se estudió el efecto del 

compuesto 31 en estudios celulares observándose importantes cambios en el flujo 

autofágico (realizado por M. Quintana). Con este propósito, se indujo autofagia mediante 

privación de nutrientes (solución salina de Earle, EBSS por sus siglas en inglés Earle’s 

Balanced Salt Solution) y los niveles de los marcadores de autofagia LC3-II y p62 se 

examinaron mediante inmunotransferencia, en el cual la proteína diana se detecta en un 

R
N
H

N
H

NH
O
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gel de poliacrilamida utilizando un anticuerpo primario específico. Mientras estudios 

previos han indicado que la inhibición de Atg4B conlleva a una acumulación de LC3-II, 

p62 es un regulador de la autofagia que facilita la degradación de los agregados 

ubiquitinados. Además, como las diferencias de los niveles de proteína pueden ser 

causados tanto por modulación autofágica como por cambios en la degradación lisosomal 

de las proteínas, estos estudios se llevaron a cabo en presencia de inhibidores de proteasa 

para estimar el flujo autofágico en general.176 Tal y como se muestra en la figura 36B y C, 

el compuesto 31 causó una acumulación de LC3-II y p62 en células privadas de nutrientes 

HT-29 (línea celular del adenocarcinoma humano de colon) que es más pronunciada en 

presencia de inhibidores de proteasas lisosomales. Por tanto, los cambios observados 

sugieren a una disminución del flujo autofágico y confirman la actividad celular de 31.  

La combinación de inhibidores de autofagia con agentes antitumorales ha dado 

prometedores resultados. Por este motivo, se estudió también el efecto del compuesto 31 

en combinación con oxaliplatino en una línea celular tumoral. El oxaliplatino es un 

medicamento comúnmente utilizado para el tratamiento de cáncer colorrectal. Actúa como 

un agente intercalante de ADN inhibiendo su replicación y provocando la apoptosis. Se 

ha descrito que los compuestos que inhiben la autofagia aumentan la sensibilidad al 

oxaliplatino en condiciones normales e hipóxicas de manera sinérgica al igual que sucede 

con la eliminación de beclin 1.177 Por tanto con esta información, se decidió  investigar la 

actividad antitumoral  del compuesto 31 en las células HT-29 en presencia y ausencia de 

oxaliplatino. Tal y como se muestra en la figura 36, la inhibición de la viabilidad celular por 

oxaliplatino mejoró notablemente en presencia de una concentración no tóxica de 31, lo 

que se concluye que la inhibición de la autofagia puede resultar en un efecto 

anticancerígeno aditivo o sinérgico. 
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Figura 36. (A) Estudio de la inhibición de la cisteína proteasa papaína (Z-L-PheCMC: Z-L-
fenilclorometilcetona); (B) Análisis de la inhibición de la autofagia en células HT-29 privadas de 
nutrientes, tratadas con 31 (o vehículo) y sometidas a transferencia de tipo Western para evaluar 
la expresión de LC3-II y p62. La actina sirvió como control de carga. Se muestran los niveles de 
proteínas representativas de 3 experimentos independientes. (C) El gráfico de barras muestra la 
expresión de LC3-II y p62 normalizada al control de carga actina; media ± SEM; n = 3; Se usó 
un análisis de t Student para determinar los valores de P: * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001, 
NS: no significativo. (D) Sensibilización de las células HT-29 por 31 a los efectos no citotóxicos 
de oxaliplatino. La viabilidad celular se determinó mediante un ensayo MTT después del 
tratamiento con oxaliplatino (30 µM) durante 24, 48 y 72 h en ausencia o presencia de 31 (100 
µM).  
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5.3.3.- Optimización de la síntesis de 7-nitrobenz[cd]indol-2-(1H)-ona 

Tal y como se ha comentado anteriormente, la transposición de Lossen proporciona una 

mezcla de dos regioisómeros en una proporción 1:2, siendo el minoritario el que presenta 

una mayor actividad. Además, la separación de los compuestos 7- y 4-nitrobenz[cd]indol-

2-(1H)-ona 14 y 15 resultó compleja. Se exploraron diferentes métodos de cromatografía 

en columna por fase directa o reversa, obteniéndose en la mayoría de los casos fracciones 

puras junto con mezclas de los dos regioisómeros. Así pues, se intentó optimizar una ruta 

para obtener únicamente el regioisómero 14.  

Esquema 5. Ruta sintética 1: a) SnCl2, ac. HCl, EtOH < 35 ºC; b) 1) CH2Cl2, Et3N, 2) POCl3, 0 ºC; 
c) Pd(PPh3)4, Cu(OAc)2, TMSCN, DMF, 130 ºC; d) y g) 1) KOH reflujo, 2) HCl diluido; e) 
(CF3SO2)2O, NEt3, CH2Cl2, ac. HCl; f) Pd(OAc)2, CuBr2, CuCN, DMF, 130 º C.  

Se planteó una estrategia sintética que partía del amarillo de Martius (2,4-dinitro-1-naftol) 

y que se basaba en una cianación dirigida por una picolinamida (C) como intermedio para 

formar el 8-amino-1-ácido naftoico correspondiente (D). En una primera aproximación se 

consideró la monoprotección de la diamina A, obtenida después de la protección del 

hidroxilo como triflato, yodación, y reducción con SnCl2. Pero los bajos rendimientos 

descritos descartaron esta vía.178 Entonces se investigó una ruta alternativa partiendo 

directamente del amarillo de Martius y posponiendo la eliminación del hidroxilo al final de 

la ruta sintética. En primer lugar, se llevó a cabo la reducción selectiva del grupo nitro 

menos impedido. Utilizando 1 o 2 eq. de SnCl2 y controlando la reacción cada hora se 
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observó la presencia de grandes cantidades de producto de partida y que a medida que se 

formaba el compuesto deseado, también se obtenía como producto secundario la 

correspondiente naftalen 1-3 diamina. Finalmente, la agitación con 3 eq. de SnCl2 durante 

3 h proporcionó el producto deseado 35 con un 35 % de rendimiento. Una vez obtenido 

el compuesto 35, se exploró la cianación C-H catalizada por paladio. En primer lugar, se 

incorporó el ácido picolínico a la amina libre en medio básico mediante el reactivo 

acoplante POCl3179 obteniéndose 36 con un 70% de rendimiento. Después se exploró la 

cianación de nafatlen-1-ilo picolinamida utilizando Pd(PPh3)4 como catalizador, TMSCN 

como fuente de cianuro, Cu(OAc)2 como oxidante y DMF como disolvente.180 Se realizó 

la reacción en un vial cerrado en ausencia de oxígeno, y utilizando microondas, pero 

desafortunadamente, en ningún caso se pudo aislar el producto deseado. 

 
Esquema 6. Mecanismo propuesto para la reacción. El primer paso involucra la activación del 
enlace C-H mediada por paladio, dando lugar a una ciclopaladación para formar el intermedio A, que 
experimenta una adición oxidativa proporcionando el intermedio B. La transmetalación de B con 
TMSCN genera el intermedio C el cual finalmente a través de una eliminación reductora da lugar al 
producto deseado.  

Para descartar que el hidroxilo presente en 36 pudiera afectar en el transcurso de la 

reacción, se decidió protegerlo con el anhídrido trifluorometansulfónico en presencia de 

trieltilamina181 obteniéndose 37 con un rendimiento del 60%. Se estudió luego la cianación 

catalizada con paladio empleando diferentes catalizadores (Pd(PPh3)4, Pd(OAc)2 y 
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oxidantes (Cu(OAc)2, CuBr2), pero en ningún caso se obtuvo el producto esperado, 

descartándose esta vía. 

Se planteó entonces una estrategia sintética alternativa. A continuación, se investigó la 

conversión de la amina a isocianato y su ciclación mediante una acilación intramolecular 

de Friedel Crafts para formar la correspondiente lactama.182 Con esta intención, el grupo 

amina del compuesto 35 se hizo reaccionar con trifosgeno183 en presencia de CH2Cl2 

anhidro dando lugar a 38. Dado que el grupo isocianato es muy reactivo, este compuesto 

no fue aislado y fue utilizado directamente en el siguiente paso de reacción. La acilación 

intramolecular de Friedel Crafts se realizó en presencia de AlCl3, empleando tolueno 

anhidro como disolvente y el isocianato como electrófilo.  

 
Esquema 7. Ruta sintética 2: a) SnCl2, ac. HCl, EtOH < 35 ºC; b) trifosgeno, DCM; c) Friedel-
Crafts, AlCl3 d) Producto obtenido al aplicar las condiciones de (c) la reacción de Friedel- Crafts 
intramolecular empleando AlCl3 y tolueno como disolvente.  

Al finalizar la reacción y después de analizar el producto, se observó que el producto 

mayoritario obtenido correspondía a la reacción con tolueno, utilizado como disolvente. 

Aunque esto confirmaría la correcta formación del isocianato también evidenciaba la falta 

de reactividad del anillo aromático. La explicación de la formación de esta estructura podría 

ser que al ser el tolueno un anillo bencénico con carácter activante en para- por la presencia 

de un grupo metilo y al estar en grandes cantidades competía de manera más eficiente con 

el anillo de naftaleno. Es por ello, que se sustituyó el disolvente utilizado, tolueno, por el 

empleo de otros dos disolventes en reacciones independientes. Por un lado se utilizó el p-

clorobenceno, con un cloro en la posición para- y el o-diclorobenceno, los cuales presentan 

un carácter desactivante y tendrían que minimizar la formación de productos secundarios 

y de esta forma se evitaría la reacción del isocianato con el disolvente. Se analizaron los 



123 
 

productos obtenidos en ambas reacciones a través de EM y 1H-NMR y sin detectarse en 

ningún caso el producto esperado. En estos momentos se sigue trabajando en esta ruta 

sintética y se pretenden explorar diferentes ácidos de Lewis (TiCl4, AlBr3, SnCl4, BCl3) que 

han permitido sintetizar esqueletos de benz[cd]indol-2-onas similares.167  
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El resumen de las actividades descritas y las principales conclusiones del capítulo 1 de la 

presente tesis son las siguientes: 

 Se ha puesto a punto un ensayo tipo HTS basado en la tecnología AlphaScreen 

que permite el estudio de la actividad de Atg4B y la identificación de inhibidores 

de esta enzima 

 Se ha podido caracterizar la conformación y la dinámica de Atg4B y establecer 

los requisitos necesarios para actuar e interaccionar con LC3. Los resultados 

sugieren que no se requiere la presencia del sustrato LC3 para alcanzar la forma 

abierta de Atg4B y que los ligandos potenciales podrían unirse al sitio activo de 

la proteasa, interfiriendo directamente con la unión del sustrato natural.  

 El uso de un cribado virtual (HTVS) ha permitido identificar potenciales 

inhibidores de Atg4B. Se ha realizado la selección virtual de los compuestos 

utilizando una biblioteca abierta que pertenecen a la Base de Datos del NCIOD 

(265242 compuestos). El cribado virtual se ha realizado con las dos estructuras 

de la Atg4B disponibles, 2CY7_full y 2ZZP_full, que muestran Atg4B en forma 

cerrada y forma abierta respectivamente. En cada caso se han utilizado dos 

métodos de acoplamiento diferentes Glide y Autodock Vina, obteniéndose 4 

listas de potenciales inhibidores de Atg4B: Glide VS 2CY7; Glide VS 2ZZP; Vina 

VS 2CY7 y Vina VS 2ZZP. Los mejores compuestos obtenidos tras la selección 

virtual se evaluaron y se descartaron aquellos compuestos que eran promiscuos y 

no específicos. Se verificó la disponibilidad, se seleccionaron 128 compuestos 

como posibles candidatos contra el centro activo de Atg4B y 122 compuestos 

contra el segundo sitio alternativo. 

 Se solicitaron los 250 compuestos seleccionados al NCI y se estudió su actividad 

biológica con el ensayo de tipo HTS puesto a punto. De los candidatos 

seleccionados utilizando el método Glide, entre los 81 compuestos dirigidos al 

sitio alternativo de unión, únicamente un compuesto (NSC43949) mostró más 

del 50% de inhibición, mientras que de entre los 75 compuestos dirigidos al sitio 

activo de la cisteína proteasa Atg4B, 3 compuestos (NSC83713, NSC126353 y 

NSC116384) disminuyeron la actividad enzimática más del 40%. Por otro lado, 

empleando el método Autodock Vina, de los 53 compuestos dirigidos al sitio 

activo de la estructura de Atg4B abierta, sólo 2 compuestos presentaron más de 

un 40% de inhibición (NSC631817 y NSC322341) y de los 41 compuestos 

dirigidos a la estructura cerrada, ninguno de ellos presentó actividad. Estos 
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resultados demuestran que la aproximación utilizada es útil para la identificación 

de inhibidores de Atg4B.  

 Tras el análisis de su pureza e identidad, los compuestos identificados se 

utilizaron como modelos para la síntesis de pequeñas bibliotecas de análogos, con 

la intención de encontrar inhibidores potentes y selectivos de Atg4B. El 

compuesto NSC611216 con un esqueleto tipo benzo[cd]indol-2(1H)-ona se 

utilizó como base para la preparación de una pequeña librería. De entre los 

análogos sintetizados, destacó el derivado de 7-aminobenzo[cd]indol-2-[1H]-ona 

31 el cual exhibió una IC50 mejorada de 12 µM, un orden de magnitud inferior al 

compuesto inicialmente identificado.  

 Se estudió el efecto del compuesto 31 en estudios celulares observándose una 

disminución en el flujo autofágico, detectado como una acumulación de la 

proteína lipidada LC3-II y el receptor p62. 

En resumen, el desarrollo y la optimización de un nuevo ensayo AlphaScreen combinado 

con un cribado virtual de alto rendimiento basado en la estructura de una biblioteca de 

aproximadamente 265242 compuestos ha permitido la identificación de inhibidores de 

Atg4B. La optimización química del compuesto activo NSC611216 obtenido, proporcionó 

información acerca de los requisitos estructurales para inhibir la cisteína proteasa Atg4B. 

El compuesto análogo sintetizado más potente (31) manifestó un buen perfil de 

citotoxicidad al mismo tiempo que inhibió la autofagia, en base a las medidas analizadas 

de los niveles de proteína LC3-II y p62. Al mismo tiempo, añadir que el efecto sinérgico 

de 31 combinado con oxaliplatino conllevó a un aumento de la muerte celular en la línea 

de adenocarcinoma colorrectal humano HT-29. En general, el descubrimiento del 

esqueleto de tipo aminobenzo[cd]indol-2-1(1H) se describe como un nuevo quimiotipo 

para el desarrollo de inhibidores de moléculas pequeñas de Atg4B. Los resultados 

obtenidos contribuirán a ampliar el abanico de posibilidades para estudiar la autofagia en 

células de mamíferos y a desentrañar el papel clave de Atg4B en el tratamiento del cáncer.  
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1.- Modificación de proteínas 
La modificación química de proteínas surge como una herramienta importante en el campo 

de la biología química debido a la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para el estudio 

del proteoma.1 La modificación estable de biomoléculas, también conocida como 

bioconjugación, combina características de la química sintética y de la biología molecular 

con el fin de mejorar, modular o caracterizar las propiedades de las biomoléculas.  

La bioconjugación permite la unión covalente de moléculas o sondas a uno o más residuos 

de una proteína. Estos conjugados pueden incluir marcajes no naturales (moléculas 

fluorescentes, biotina, polímeros derivados de polietilenglicol (PEG)) o incluir 

modificaciones posttraduccionales naturales (glicosilación, acilación, metilación, 

fosforilación, prenilación o ubiquitinación) que desempeñan un papel fundamental en 

procesos celulares tales como el tráfico, la diferenciación, la migración y la señalización 

celular.2 La modificación de proteínas puede realizarse también por métodos biológicos, 

como el reconocimiento por parte de enzimas de determinadas secuencias de amino 

ácidos. Además, mediante el uso de métodos genéticos se pueden preparar proteínas con 

residuos no naturales que pueden ser selectivamente modificados mediante reacciones 

bioortogonales.1  

Las proteínas y anticuerpos modificados han demostrado su utilidad en múltiples estudios 

biológicos, en la determinación de la función de las proteínas y su interacción con otras 

biomoléculas así como en el tratamiento de enfermedades.3,4,5,6,7 Además, como las 

proteínas en general son susceptibles a la degradación enzimática, los bioconjugados con 

PEG permiten aumentar la estabilidad de la proteína,8,9 presentan propiedades mejoradas 

y pueden llegar a servir como agentes terapéuticos más estables y eficientes. Estos métodos 

también tienen un papel importante en la generación de nuevos materiales más 

biocompatibles, aumentar la inmunogenicidad de vacunas10 o facilitar la inmovilización de 

proteínas sobre soportes sólidos.11  

Existen varios métodos para la modificación de proteínas, cada uno con sus ventajas y 

limitaciones, proporcionando un conjunto de herramientas que hasta hace 20 años se 

limitaba en gran medida a las reacciones con los residuos de cisteína (Cys) y lisina (Lys). 

Más recientemente, se han desarrollado métodos adicionales de modificación selectiva que 

afectan a éstos y a otros residuos de aminoácidos.12 
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Un método ideal de bioconjugación debe tener los siguientes requisitos: presentar 

selectividad así como tolerancia y compatibilidad con otros grupos funcionales presentes 

en las biomoléculas, ser compatible con el medio acuoso, proceder a pH próximo a neutro, 

a temperatura ambiente o 37 °C como máximo y presentar velocidades de reacción altas 

que permitan trabajar con concentraciones bajas de reactivos. Todas estas características 

garantizan que el método de modificación de proteínas sea eficiente. Sin embargo, existen 

aún pocos ejemplos de métodos de modificación de proteínas que cumplan todos estos 

requisitos de manera simultánea. Existe, por lo tanto, un gran interés en el desarrollo de 

nuevas metodologías para la modificación de proteínas que permitan ampliar las 

herramientas existentes. 

De entre los 20 aminoácidos diferentes involucrados en la síntesis de proteínas, sólo un 

tercio de estos residuos representan objetivos químicos para los métodos de 

bioconjugación. Éstos son elegidos de acuerdo con la reactividad intrínseca del residuo 

(acidez/basicidad, electrofilia/nucleofilia, características oxidorreductivas) y su entorno 

(en el medio de la secuencia, extremos N-terminal o C-terminal, ubicación en una secuencia 

específica, accesibilidad, etc.13) En base a esta reactividad intrínseca de las cadenas laterales 

de aminoácidos, se han descrito métodos para la modificación selectiva de residuos de 

lisina,14 cisteína,15,16,17 tirosina,18 triptófano,19,20 glutámico,21,22,23 aspártico,24,25 o 

metionina.26 Además de su reactividad intrínseca, las cadenas laterales de residuos que 

están cargados a pH neutro, como las lisinas y los ácidos glutámico y aspártico,24,25 se 

muestran a menudo en la superficie de las proteínas para ayudar a su solubilidad en agua 

siendo por tanto las más accesibles. A continuación se describirán brevemente los métodos 

de modificación de proteínas más relevantes. 

2.- Métodos clásicos para la modificación de proteínas 
Los métodos clásicos de modificación de proteínas abarcan principalmente reacciones 

simples que se dirigen hacia los grupos funcionales que se encuentran en las cadenas 

laterales de los aminoácidos canónicos o naturales, es decir los 20 aminoácidos que forman 

las proteínas. Los residuos de cisteína y lisina son los más utilizados para la introducción 

de modificaciones debido a la elevada nucleofilia del grupo sulfhidrilo o de la amina 

primaria presentes en las cadenas laterales de estos residuos.27,28 

La reacción con residuos de lisina supone una modificación inespecífica y aleatoria de 

proteínas. Estos residuos son abundantes (5.9% de los residuos en proteínas humanas).29,30 

Existe un gran número de métodos para modificar selectivamente aminas primarias. Estos 
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métodos se basan principalmente en la reacción con electrófilos e incluyen ésteres 

activados,31,32 cloruros de sulfonilo, isocianatos o isotiocianatos33 para generar amidas, 

sulfonamidas, ureas o tioureas, respectivamente. Otro tipo de modificación se basa en la 

aminación reductora con cetonas y aldehídos (Esquema 8). Debido a su simplicidad, estos 

métodos han sido ampliamente utilizados, pero a causa de la abundancia, reactividad y 

accesibilidad de los residuos de lisina, suelen resultar en mezclas heterogéneas de productos 

que pueden afectar a su función. Además, aparte de marcar de manera inespecífica uno o 

más residuos de lisina, estos métodos pueden afectar también a otros residuos nucleofílicos 

como histidina, serina, treonina y tirosina.34,35,36  

Por otro lado, el grupo tiol o sulfhidrilo de los residuos de cisteína es considerado el grupo 

más nucleófilo a pH fisiológico y, por lo tanto, es uno de los sitios de modificación 

preferidos. Debido a su reactividad única y poca abundancia (se encuentra con una 

frecuencia del 2 % en proteínas de mamíferos),37 en combinación con sus propiedades 

químicas (pKa = 8.5-9.5) y el ajuste del pH del medio, este residuo permite en muchos 

casos la modificación casi específica de proteínas frente residuos de lisina e histidina.16 

Alternativamente, hay que tener en cuenta que los residuos de cisteína tienen importantes 

roles dentro de las proteínas (funciones catalíticas, estabilidad estructural por formación 

de puentes disulfuro), por lo que su modificación puede cambiar las propiedades de la 

proteína. Además, los residuos de cisteína a menudo se encuentran escondidos en el 

interior de la proteína siendo poco accesibles para su modificación. En muchas ocasiones 

se pueden superar estas limitaciones y conseguir un marcaje específico mediante la 

introducción de nuevos residuos de cisteína localizados en la superficie de la proteína pero 

estas estrategias requieren de trabajos previos de ingeniería genética. El grupo sulfhidrilo 

de cisteínas puede modificarse mediante la formación de enlaces disulfuro,38,39 alquilación 

con derivados de yodoacetamida,40,41 o mediante adición de Michael a maleimidas42,43 o 

vinil sulfonas,44,45 tal y como se muestra en el esquema 8. Los derivados de maleimida han 

sido ampliamente utilizados debido a su disponibilidad comercial y a su fácil síntesis. 

Aunque el tioéter resultante se considera estable y reversible, estudios recientes indican 

que podría degradarse o que su formación podría ser reversible en presencia de tioles.46 

Asimismo, también hay métodos de modificación de proteínas mediante la introducción 

de un residuo de dehidroalanina que se genera a partir de una cisteína.47,48 Otro método 

más reciente es la incorporación de oxetanos49 a través de la alquilación quimioselectiva 

del residuo de cisteína. En resumen, la modificación de proteínas en residuos de cisteína 
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presenta una elevada selectividad debido a su menor abundancia en comparación con los 

residuos de lisina por lo que es un método ampliamente utilizado. 

 

Residuo Reactivo Producto 

Lys 
 

 
 

  

 
 

 
 

  

Cys 
 

  

  

  
Esquema 8. Reacciones de bioconjugación clásicas para la modificación de residuos de Lys y Cys. 
Los residuos de Lys pueden ser modificados mediante la formación de amidas, sulfonamidas, ureas, 
tioureas e iminas con ésteres activados por N-hidroxisuccinimidilo, cloruros de sulfonilo, isocianatos, 
tioisocianatos y aldehídos o cetonas, respectivamente. Los residuos de Cys pueden ser modificados 
a través de intercambio de enlaces disulfuro, alquilación con yodoacetamidas o adición de Michael 
con maleimidas.  
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Los ácidos carboxílicos presentes en las cadenas laterales de residuos de glutámico (Glu) 

y aspártico (Asp) han sido empleados para la bioconjugación de proteínas mediante el 

acoplamiento con aminas a través de carbodiimidas.22 A pesar de su baja reactividad y 

selectividad, las carbodiimidas solubles en agua como 1-etil-3(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) combinadas con 1-hidroxibenzotriazol (HOBT) 

han sido utilizadas para la modificación del virus del mosaico del tabaco.50 Recientemente, 

se ha desarrollado otras técnicas de modificación de ácidos carboxílicos mediante o-

alquilación con diazocompuestos51 y sales de isoxazolio.21 La metionina (Met) es el único 

residuo capaz de reaccionar con agentes alquilantes a pH bajo, lo que le confiere cierta 

selectividad. Esta propiedad ha sido utilizada para el desarrollo de métodos específicos y 

reversibles de marcaje de residuos de metionina.52 Más recientemente, Chang, Toste y 

colaboradores han descrito el uso de oxaziridinas como oxidantes para la formación de 

sulfimidas. Esta reacción es específica de metioninas y compatible con condiciones neutras 

de pH.26 Los otros aminoácidos canónicos han sido menos explotados, aunque existen 

métodos para la modificación de residuos de tirosina, triptófano e histidina.12 Por ejemplo, 

el grupo fenol de la tirosina ha sido modificado mediante reacciones de sustitución 

electrófila aromática con sales de diazonio,50,53 yodo,54,55 o ácido nitroso.56,57 El anillo de 

imidazol de histidinas puede modificarse con yodo,58,59 epóxidos y dietilpirocarbonato 

(DEPC). Estos métodos de modificación han permitido la conjugación de proteínas con 

pequeñas sondas moleculares, como la biotina y moléculas fluorescentes o su 

inmovilización en superficies para generar microarrays de proteínas. Son métodos 

prácticos y rápidos que debido a su versatilidad se utilizan ampliamente en biología para la 

modificación de proteínas y anticuerpos. Su desventaja principal es la modificación 

inespecífica de residuos que genera poblaciones heterogéneas de proteínas diferentemente 

modificadas al azar. Por estos motivos existe un creciente interés en el desarrollo de 

métodos selectivos para la modificación de proteínas.  
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3.- Nuevos métodos de modificación de proteínas 
La investigación realizada en el campo del desarrollo de métodos para la modificación de 

proteínas se ha centrado en los últimos años en el establecimiento de métodos específicos 

y estrategias eficientes que expandan el abanico de herramientas existentes. Estos nuevos 

métodos han sido desarrollados explotando tanto la reactividad de aminoácidos naturales 

como la introducción de aminoácidos no naturales que incorporen grupos funcionales no 

nativos y biocompatibles.  

3.1.- Métodos selectivos para el marcaje de aminoácidos no naturales 

Una de las limitaciones más importantes de la mayoría de las reacciones de bioconjugación 

es la carencia de especificidad para marcar selectivamente un único residuo. Dado que 

todas las proteínas contienen varias unidades de cada aminoácido, el marcaje selectivo de 

uno de ellos suele ser complicado. Se puede conseguir una modificación específica 

mediante mutación de los otros residuos existentes. Por ejemplo, para etiquetar 

químicamente una cisteína de interés evitando la modificación de otras cisteínas expuestas, 

resultaría necesaria la eliminación de todas las cisteínas expuestas. La mutagénesis dirigida 

ha permitido obtener proteínas mutantes que han sido herramientas clave para el estudio 

de la función de las proteínas, su estructura tridimensional y sus interacciones con otras 

biomoléculas o ligandos.60 Aparte del trabajo intenso de ingeniería genética, este tipo de 

aproximaciones puede provocar cambios estructurales y funcionales no deseables en las 

proteínas. Con la finalidad de resolver este obstáculo una gran cantidad de trabajo se ha 

centrado en la síntesis e incorporación de aminoácidos no naturales (UAAs, por sus siglas 

en inglés, Unnatural Amino Acids).61 

Los aminoácidos no naturales son aminoácidos no proteogénicos que se sintetizan 

químicamente. En contraste con los 20 aminoácidos naturales (o proteogénicos), estos 

aminoácidos no están codificados por el código genético universal y tienen como principal 

característica la presencia de grupos funcionales no nativos. En consecuencia, presentan 

una gran variedad de elementos estructurales que permiten la modificación de péptidos y 

proteínas y manipular localmente sus propiedades físicas y químicas. La incorporación de 

UAAs surgió en 1989 a partir de la metodología de supresión del codón ámbar.62,63  

Se conoce como codón de terminación a aquel codón que no determina ningún amino 

ácido según el código genético. El primero que se descubrió se denominó codón ámbar y 

está formado por UAG (uracilo, adenina, guanina) y, posteriormente, se identificaron el 

codón ópalo (UGA) y el codón ocre (UAA). Esta peculiaridad, la inexistencia de un codón 
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que no es reconocido por ninguna de las sintetasas de ARN de transferencia (ARNt) 

existentes permite la incorporación de los UAAs a la proteína mediante la acilación 

catalizada por una aminoacil ARNt sintetasa del ARNt complementario (ARNtCUA)63 

(Figura 37).  

Figura 37. Incorporación de UAA a partir de la metodología de supresión del codón ámbar.  

Los aminoácidos no naturales suelen presentar cadenas laterales con grupos funcionales 

no nativos (azidas, alquinos, átomos marcados isotópicamente, análogos estables de 

tirosina fosfato, fenilalaninas iodadas o grupos fotoreactivos como es el caso de las aril-

azidas64) que permiten reacciones bioortogonales o de entrecruzamiento y la posterior 

caracterización de las proteínas por múltiples técnicas (RMN, rayos X, identificación de 

interacciones proteína-proteína). Existe un número significativo de reacciones de 

conjugación que pueden llevarse a cabo sobre aminoácidos no naturales incorporados en 

proteínas. Entre ellas destacan la cicloadición 1,3-dipolar de Huisgen entre azidas y 

alquinos, la reacción de Staudinger o la formación de iminas, entre otras. A continuación 

se explican algunos ejemplos de reacciones bioortogonales. 

3.2.- Reacciones bioortogonales con grupos funcionales no presentes en 
aminoácidos naturales 

En este apartado se describen algunos ejemplos de reacciones de bioconjugación en las 

que participan grupos funcionales no presentes en aminoácidos naturales. Este tipo de 

reacciones se conocen con el nombre de química bioortogonal porque emplea 

reacciones compatibles con biomoléculas o sistemas biológicos y permite la formación 
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selectiva de aductos covalentes que pueden ser herramientas útiles para estudiar procesos 

biológicos.65 Aunque se habían hecho algunos tímidos avances en la década de los 90,4 el 

campo de la química bioortogonal se inició en el año 2000 mediante el desarrollo por el 

grupo de Carolyn Bertozzi de la ligación de Staudinger para la modificación de 

biomoléculas,66 aunque el término bioortogonal no se estableció hasta unos años más 

tarde, en 2003.67  

3.2.1- Química click 

En el área de la química bioortogonal han tenido un gran papel los métodos basados en la 

química click. El término química “click” fue introducido por primera vez por K.B. 

Sharpless en 2001 y es un enfoque inspirado en la simplicidad y eficiencia de la química en 

la naturaleza. La naturaleza prefiere construir sus productos a partir de compuestos 

sencillos y unirlos mediante enlaces carbono-heteroátomo en lugar de enlaces carbono-

carbono.68 Así pues, este término engloba reacciones que intentan imitar la naturaleza, son 

de amplio alcance, rápidas, dan altos rendimientos, generan subproductos inofensivos y 

son estereoespecíficas (no necesariamente enantioselectivas).69  

 Ligación de Staudinger de azidas y triarilfosfinas 
Los grupos de Raines y Bertozzi de manera independiente desarrollaron un método 

importante para la síntesis y modificación de proteínas basado en la reacción de Staudinger 

desarrollada en 1919.70 La reacción de Staudinger es un método clásico de reducción de 

una azida a una amina a través de la formación de un intermedio “aza-iluro” mediante 

tratamiento con una fosfina. En el año 2000, Bertozzi y Saxon desarrollaron un reactivo 

derivado de una triarilfosfina que contiene un grupo carbonilo electrofílico capaz de 

atrapar el intermedio aza-iluro y formar, finalmente, un enlace amida estable en medios 

acuosos.66 Como consecuencia de esta modificación en la reacción de Staudinger, se 

empezó a denominar ligación de Staudinger ya que se genera una unión de manera 

estable entre dos moléculas (azidas y triarilfosfinas) a través de un enlace tipo amida 

(Esquema 9).  
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Esquema 9. La ligación de Staudinger entre azidas y triarilfosfinas. La triarilfosfina ataca a la 
biomolécula que contiene el grupo azida, liberando nitrógeno y dando lugar al compuesto aza-iluro, 
que ataca intramolecularmente al éster, eliminando metanol y dando lugar al compuesto bicíclico. 
Tras la hidrólisis, se oxida la fosfina y tiene lugar la formación de un enlace amida para dar el producto 
de ligación.  

El grupo de Raines desarrolló un método similar en el que se utiliza un fosfinobencenotiol 

para unir un tioéster y el grupo azida, generando igualmente un enlace amida.71 El 

fosfonotiol tiene los atributos necesarios para llevar a cabo la ligación de Staudinger, pero 

posee una solubilidad acuosa baja y otorga un rendimiento que puede ser demasiado bajo 

para ciertas aplicaciones (Esquema 10).  

 
Esquema 10. Acoplamiento peptídico mediante el método de ligación de Staudinger desarrollado 
por el grupo de R. Raines. La fosfina unida al péptido 1 a través del C-terminal de un tioéster ataca 
al grupo azida unida al péptido 2 de manera análoga a la ligación de Staudinger dando lugar al 
compuesto iminofosforano, el cual se reorganiza. El resultado de su hidrólisis da lugar al enlace 
amida.  

La exquisita bioortogonalidad de azidas y triarilfosfinas, las cuales no se encuentran en 

sistemas biológicos, así como el alto rendimiento obtenido en condiciones fisiológicas ha 

permitido el uso de la ligación de Staudinger para el marcaje de biomoléculas tanto in vivo 

como in vitro incluyendo el marcaje de proteínas de las superficie celular en modelos de 

ratón.66,72 Su mayor desventaja es la alta reactividad del intermedio “aza-iluro”, la rápida 
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oxidación de fosfinas en presencia de aire y la obtención como subproducto de trazas de 

óxido de difenilfosfina.  

 Cicloadición de Huisgen entre azidas y alquinos 
La cicloadición 1,3-dipolar [3+2] de Huisgen entre alquinos y azidas es la reacción más 

popular de la química click y se ha convertido en la reacción click por excelencia. Los 

grupos de investigación liderados por Sharpless y Meldal descubrieron que la clásica 

cicloadición 1,3-dipolar de azidas con alquinos terminales para formar 1,2,3-triazoles 

disustituidos69,73 se producía con buenos rendimientos a temperatura ambiente cuando era 

catalizada por cobre (I) (Copper (I)-catalyzed Azide Alkyne Cycloaddition (CuAAC), 

(Esquema 11).74,75 Debido a su eficiencia, simplicidad y selectividad, su uso se ha 

generalizado en la síntesis orgánica, en la química combinatoria, química de materiales y en 

la química biológica.69 El primer trabajo de CuAAC como estrategia de bioconjugación fue 

llevado a cabo por Finn y colaboradores.76 El inconveniente de esta metodología es su 

toxicidad en sistemas vivos por la presencia del cobre (I) capaz de catalizar la formación 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) lo que limita su aplicabilidad.77 En el año 2009, con 

el fin de mejorar la biocompatibilidad, el grupo de Bertozzi exploró otra metodología para 

activar alquinos sin la presencia de catálisis metálica, basada en la inclusión del alquino en 

un anillo de 8 miembros altamente tensionado “Strain-Promoted Azide-Alkyne 

Cycloaddition” (SPAAC)78 e inspirada en los trabajos iniciales de Wittig y Krebs.79 Estas 

reacciones son conocidas con el nombre “reacciones click libres de cobre” y son aun 

ampliamente utilizadas para la modificación de biomoléculas, aunque la elevada reactividad 

de los ciclooctinos conlleva en algunos casos el marcaje inespecífico de residuos de cisteína 

y otros nucleófilos celulares (Esquema 11). 

 
Esquema 11. Cicloadiciones 1,3-dipolares [3+2] entre azidas y alquinos para formar triazoles. Los 
alquinos terminales son activados por Cu(I) al someterse a la cicloadición con azidas bajo condiciones 
fisiológicas (superior). Los ciclooctinos reaccionan con azidas en ausencia de catalizador a través de 
SPAAC (inferior).  
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 Reacciones bioortogonales con alquenos 
Los alquenos también han sido utilizados en cicloadiciones promovidas por luz UV80 o 

por la tensión del anillo. El producto de una cicloadición de azida-alqueno es una triazolina, 

la cual es inestable en comparación con un triazol aromático, por lo que no es adecuado 

para las aplicaciones en las que se requiere un producto de ligación. Rutjes y colaboradores 

evitaron este problema utilizando como sustratos oxanorbornadienos que contienen 

olefinas deficientes en electrones como sustratos. El oxanorbornadieno se sometió a una 

cicloadición [3 + 2] con una azida seguida de una reacción de tipo retro Diels-Alder para 

eliminar furano formando un derivado de triazol (Figura 38A).81 El inconveniente que 

presentan estas reacciones es su baja velocidad de reacción. Otro ejemplo es la 

modificación quimioselectiva de alquenos por reacciones de metátesis cruzada. La 

metátesis de olefinas catalizada por rutenio tolera una gran variedad de grupos funcionales 

y se ha empleado utilizando biomoléculas como sustratos (Figura 38B).82 Esta reacción ha 

sido utilizada por el grupo de Davis que ha modificado proteínas que contienen sulfuro de 

alilo en residuos de cisteínas a través de metátesis cruzadas en una mezcla de terc-

butanol/agua utilizando el catalizador de segunda generación Hoveyda-Grubbs.83 Las 

reacciones de Diels-Alder de demanda inversa de electrón, donde un dienófilo rico en 

electrones reacciona con un dieno pobre en electrones, han ganado un gran interés en los 

últimos años debido a su rápida cinética, ortogonalidad y biocompatibilidad.84 El primer 

ejemplo relevante lo describieron Fox y colaboradores85 mediante la cicloadición [4 + 2] 

de transcicloocteno con dipiridiltetrazina para dar lugar al producto de ligación (Figura 

38C). El equipo de Hiderbrand utilizó posteriormente norborneno y tetrazina, obteniendo 

una reacción de alto rendimiento, selectiva y rápida en medios acuosos (Figura 38D).86 Lin 

y colaboradores desarrollaron una cicloadición 1,3-dipolar inducida por luz UV entre 

diariltetrazoles y alquenos simples (Figura 38E) para formar pirazolinas fluorescentes.80 

Tanto las tetrazinas como los dienófilos pueden ser incorporados en proteínas mediante 

métodos genéticos, enzimáticos y químicos. 
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 Reacciones bioortogonales con alquenos 
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B 

 

C 
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Figura 38. Reacciones bioortogonales con alquenos. A) Reacción de oxanorbornadienos y azidas 
para producir triazoles. B) Metátesis cruzada catalizada por rutenio de dos alquenos en agua. C) 
Reacción de Diels-Alder de demanda inversa de electrón entre dipiridiltetrazinas y trans-ciclooctenos. 
D) Reacción de Diels-Alder con demanda electrónica inversa de monoaril tetrazinas y 
norbornadienos. E) Cicloadición 1,3-dipolar fotoquímica entre tetrazoles y alquenos.  
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3.3.- Bioortogonalidad con secuencias únicas de aminoácidos 

A continuación se describen los métodos basados en enzimas y el reconocimiento de 

determinadas secuencias de amino ácidos. Dicha metodología permite la incorporación de 

grupos funcionales no naturales mediante el reconocimiento enzimático de una secuencia 

de aminoácidos específica. 

En la naturaleza existen enzimas con la capacidad de modificar proteínas de manera 

específica. Muchas de estas enzimas reconocen pequeñas secuencias peptídicas que pueden 

ser incorporadas recombinantemente a proteínas mediante técnicas de ingeniería 

genética.87 El uso de estas secuencias reconocidas por enzimas permiten el marcaje rápido 

y selectivo de proteínas mediante la introducción de grupos funcionales bioortogonales o 

la incorporación de sondas. Debido a su selectividad y bioortogonalidad, en la actualidad, 

estos métodos están creciendo exponencialmente como técnicas para modificar 

selectivamente proteínas, principalmente en células vivas.88 Por tanto, la modificación 

posttraduccional de proteínas catalizada por enzimas supone una nueva estrategia para el 

etiquetado de proteínas en un sitio específico. Estos métodos también presentan una serie 

de inconvenientes, como el gran tamaño de algunos de los dominios que tienen que ser 

incorporados por métodos genéticos a la proteína que se quiere marcar y que puede en 

algunos casos llegar a interferir con la función nativa de las proteínas diana. Este es el caso 

de la O6-alquilguanina-DNA alquil transferasa (hAGT) (~ 20 KDa)89 o del HaloTag (~ 33 

KDa).90 Otra limitación de estas reacciones es que los residuos esenciales deben estar 

disponibles y la modificación no debe inducir la pérdida de integridad y funcionalidad 

estructural. A continuación se exponen brevemente los métodos enzimáticos descritos 

para la modificación selectiva de proteínas.  

La ligasa de la Biotina (BirA) reconoce un péptido de alrededor de 15 aminoácidos e 

introduce una biotina en un residuo de lisina del mismo. También acepta como sustrato la 

cetobiotina permitiendo su posterior modificación con hidrazidas o hidroxilaminas (Figura 

39A).91 Fue uno de los primeros métodos descritos basados en actividad enzimática pero 

está solo restringido al marcaje de proteínas presentes en la superficie celular y su 

mecanismo basado en dos pasos limita el estudio espacio-temporal de los procesos 

biológicos. 

La transglutaminasa (TGasa) cataliza la reacción de transaminación entre los residuos de 

glutamina (Q) y lisina (K).92 El uso de aminas primarias permite el marcaje de proteínas 

que presentan secuencias de poliglutamina (polyQ). Dicho método ha sido utilizado para 
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la modificación de proteínas in vitro93 y en el marcaje de proteínas celulares en sistemas 

vivos (Figura 39B).94 

La ligasa del ácido lipoico (LplA) de Escherichia coli es la responsable de la unión del ácido 

lipoico a tres proteínas involucradas en el metabolismo oxidativo (E2p, E2o, y proteína-

H).95 Tras procesos de optimización se consiguió una LplA que era capaz de unir una alquil 

azida (en lugar de ácido lipoico) a un péptido de 22 aminoácidos (en sustitución de las 

proteínas sustrato). Esta metodología permite la posterior incorporación de diversas 

sondas de afinidad y fluorescencia a través de la cicloadición 1,3-dipolar de Huisgen (Figura 

39C).96 

La enzima generadora de formilglicina (FGE) introduce un aldehído en una proteína 

mediante la conversión de un residuo de cisteína, incluido en la secuencia CxPxR, en un 

residuo de formilglicina.97,98,99  Originalmente la FGE era la enzima encargada de activar 

sulfatasas de tipo I para hidrolizar esteres de sulfato. La incorporación de esta secuencia 

de 5 amino ácidos en las proteínas de interés permitió su posterior marcaje tras la reacción 

del aldehído formado con grupos aminooxi o hidrazidas para formar los correspondientes 

conjugados de oximas e hidrazonas. Esta modificación enzimática permite el marcaje 

directo y selectivo de la proteína en el sitio de modificación y se ha aplicado en el marcaje 

de proteínas con fluoróforos, aunque necesita de la coexpressión de FGE juntamente con 

la proteína de interés (Figura 39D).97,100 

La sortasa A (SrtA) es una transpeptidasa que se encuentra en la envoltura celular de 

muchas bacterias gram positivas y cataliza la conjugación de proteínas a la pared celular 

bacteriana.101 Esta enzima reconoce una secuencia peptídica (LPXTG) situada cerca del 

extremo C-terminal de la proteína sustrato e hidroliza el enlace Thr-Gly formando un 

nuevo enlace amida entre el extremo carboxilo de la Thr y la -amina de un residuo de 

Gly perteneciente a una secuencia de poliglicina (PolyG), resultando en la fusión de los 

dos polipéptidos (Figura 39E).101,102 Mediante dicho método enzimático se han llevado a 

cabo modificaciones de péptidos y proteínas con carbohidratos.103,104 En el año 2007 se 

describió la primera modificación de proteínas en células utilizando esta metodología.105 

Las enzimas fosfopanteteinil transferasas (PPtasas) son las encargadas de catalizar la 

incorporación de un grupo fosfopanteteína unido al coenzima A (CoA) a un residuo de 

serina incluido en la secuencia DSLEFIASKLA.106 Mediante la conjugación previa del tiol 

terminal de la fosfopanteteína (producto resultante de la unión del ácido pantoténico con 
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la cisteamina) con diferentes tipos de sondas, se pueden llevar a cabo el marcaje de 

proteínas situadas en la superficie celular34,107 (Figura 39F).  
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Figura 39. Reacciones enzimáticas para la modificación selectiva de proteínas. Enzimas empleadas: 
A) Ligasa de la Biotina (BirA), B) Transglutaminasa (TGasa), C) Ligasa del ácido lipoico (Lp1A), D) 
Enzima generadora de formilglicina (FGE) E) Sortasa A (SrtA), F) Fosfopanteteinil transferasas 
(PPtasas, G) O6-alquilguanina-DNA alquil transferasa (hAGT), H) Haloalcano dehalogenasa 
(DhaA), I) Fosfocolina transferasa (AnkX). 

Otro ejemplo de modificación enzimática se lleva a cabo a través de la enzima O6-

alquilguanina-DNA alquil transferasa (hAGT) también llamada SNAP-tag. Esta 

proteína deriva de la O6-metilguanina-DNA metil transferasa y mediante una estrategia de 

evolución dirigida se diseñó un enzima que acepta derivados de O6-benzilguanina (BG) 

como sustrato. La hAGT resultante transfiere un grupo alquilo de la O6-alquilguanina-

DNA a un residuo de cisteína.89 Posteriormente, se generó otro mutante de la hAGT con 

preferencia para sustratos derivados de la O2-benzilcitosina (BC), una aproximación 
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conocida como CLIP-tag. Además, las sondas químicas conjugadas con BG y BC son 

permeables a la membrana celular. Esta metodología presenta una serie de inconvenientes 

como son el gran tamaño de hAGT (207 aminoácidos), pudiendo interferir con la función 

nativa de las proteínas, además de que los experimentos en células de mamíferos deben 

realizarse en líneas celulares deficientes en AGT para evitar el marcaje de la AGT endógena 

(Figura 39G). 

La enzima haloalcano dehalogenasa (DhaA) de Rhodococcus elimina haluros de 

hidrocarburos alifáticos dando lugar a alcoholes alifáticos. La modificación genética de 

DhaA resultó en un mutante (HT7) que en lugar de dehalogenar el haloalcano se une a él 

de forma covalente. Dicha metodología se conoce como HaloTag®.90 La proteína de 

interés (POI, protein of interest) se fusiona con la enzima bacteriana modificada y el uso 

de cloroalcanos sustituidos permite el correspondiente marcaje de la proteína. Este método 

es aplicable en células vivas debido a la permeabilidad de los sustratos de haluros de alquilo, 

sin embargo el gran tamaño de la etiqueta introducida (~ 33 KDa) puede interferir con la 

función nativa de las proteínas diana (Figura 39H). 

La fosfocolina transferasa (AnkX) permite la transferencia enzimática covalente de 

fosfocolina sobre una secuencia octapeptídica TITSSYYR específica.108 Por ejemplo, la 

enzima bacteriana de Legionella pneumophila puede transferir una fosfocolina funcionalizada 

derivada de acetidina difosfato de colina (colina-CDP) a los extremos N y C terminales y 

a posiciones internas de proteínas de interés. Dicha modificación covalente puede 

eliminarse hidrolíticamente por la acción de la enzima de L. pneumophila Lem3. Este método 

resulta compatible con otros métodos ya existentes, ya que la secuencia de reconocimiento 

no contiene cisteína u otros aminoácidos reactivos (Figura 39I).   
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3.4.- Métodos selectivos para el marcaje de aminoácidos naturales 

Tal como se ha descrito en los apartados anteriores, en los últimos años se han desarrollado 

nuevas estrategias de marcaje de proteínas, la mayoría de las cuales se basan en la 

introducción de sondas fluorescentes o tags que permiten visualizar, rastrear, medir y 

perturbar las proteínas en células vivas.109 Posteriormente, la codificación genética de 

aminoácidos no naturales y secuencias reconocidas por enzimas bacterianas permitió 

introducir con precisión nuevas propiedades químicas y físicas en las proteínas.110 Sin 

embargo, estas metodologías requieren la modificación genética de las proteínas de interés.  

Los métodos que permiten el marcaje de proteínas en un solo residuo son de gran interés 

porque posibilitan la obtención de conjugados homogéneos y bien definidos y minimizan 

el impacto de la modificación en su estructura y función, facilitando así su estudio y 

aplicaciones terapéuticas. En estos momentos, la mayoría de métodos que permiten la 

modificación de proteínas de manera única se basan en la introducción genética de amino 

ácidos no naturales o secuencias peptídicas. Existen muy pocos ejemplos de métodos 

químicos que permiten el marcaje de un solo residuo incluyendo la modificación de 

residuos de lisina con cantidades subestequiométricas de ésteres de NHS28 o con 

sulfonamidas α,β-insaturadas.111,112 Más recientemente, Cravatt y su grupo de investigación 

demostraron que los esteres de sulfotetrafluorofenil pueden ser utilizados para identificar 

y modificar de manera cuantitativa residuos de lisina hiperreactivos que se encuentran en 

proteínas.29 El grupo de Bernardes ha desarrollado un método basado en el uso de un 

reactivo de acrilato de sulfonilo que permite la modificación de un único residuo, siendo 

la lisina con el pKa más bajo la que se ve cinéticamente favorecida a pH ligeramente 

básico.113 Los autores indican que la reacción es regioselectiva y quimioselectiva dando 

lugar a una conversión completa con solo un equivalente molar de reactivo, sin perturbar 

la estructura secundaria de la proteína ni alterar su función. En el año 2009, se desarrolló 

una nueva estrategia de modificación selectiva basada en la química del tosilo dirigida por 

ligando (LDT, ligand-directed tosyl).114 Esta técnica consiste en conectar un ligando y una 

sonda a través de un tosilato. En primer lugar se produce la unión entre el ligando y la 

proteína, después se induce un efecto de proximidad que permite la reacción de la sonda 

marcada con el tosilato con un aminoácido nucleofílico situado en la superficie de la 

proteína diana mediante una reacción tipo SN2, juntamente con la liberación simultánea 

del ligando (Esquema 12). Este método ha sido aplicado a diferentes proteínas 

demostrando su reactividad frente diferentes residuos incluyendo histidinas, tirosinas, 

cisteínas, ácidos glutámicos y aspárticos.115 



 

165 
 

 

Esquema 12. Técnica basada en LDT para marcar proteínas endógenas en células nativas vivas. 
Ilustración esquemática de la estrategia.  

El grupo de Pentelute describió una secuencia peptídica LCYPWVY que puede fusionarse 

en el extremo N- o C-terminal y permite la modificación de la cisteína incluida en la 

secuencia con derivados de aza-dibenzociclooctino (DBCO). La presencia de los otros 

aminoácidos que forman la secuencia peptídica aumenta la reactividad de la reacción de 

hidrotiolación de alquinos (tiol-ino) 220 veces, permitiendo la modificación selectiva de 

esta cisteína sin afectar otras cisteínas presentes en la proteína.116 Finalmente, en marzo de 

este año 2019 se ha descrito un nuevo método de funcionalización regiodivergente 

mediada por péptidos de afinidad que permite la síntesis de ADC (Antibody-Drug 

Conjugates, conjugados anticuerpo-fármaco) a partir de anticuerpos de inmunoglobina G 

(IgG) nativo con una tecnología llamada AJICAP.117 Esta metodología consiste en la 

introducción de tioles funcionalizados en residuos de lisina presentes en la IgG utilizando 

para ello un péptido de afinidad que se une al fragmento de región cristalizable (Fc), la 

región de la cola de un anticuerpo que interactúa con los receptores de la superficie celular. 

El péptido contiene una lisina modificada con el reactivo de Lomant (DSP, Ditiobis 

(succinimidil propionato)) que se une covalentemente al anticuerpo tras la reacción del 

otro éster de N-hidroxisuccinimida con el residuo de lisina más próximo. La reducción del 

enlace disulfuro del DSP permite la posterior modificación del anticuerpo mediante 

reacción con el grupo tiol recién formado. Los ADC generados por esta nueva tecnología 

mostraron reconocimiento de antígenos y actividad antitumoral in vivo en estudios con 

ratones con xenoinjerto. Estos conjugados son cada vez más utilizados en oncología 

clínica, puesto que poseen la capacidad de dirigir la administración de fármacos a células 

cancerosas, según el reconocimiento específico de la célula y la unión de un antígeno por 

un anticuerpo monoclonal (mAb), proporcionando un nuevo enfoque para construir 

biomoléculas complejas derivadas de anticuerpos.  
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Esquema 13. Tecnología AJICAP para la síntesis de ADC a partir de anticuerpos de IgG. Ilustración 
esquemática de la estrategia. Péptido: Péptido de afinidad.  
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3.5.- Modificación del extremo C-terminal y N-terminal de proteínas 
Dentro del campo de investigación centrado en el desarrollo de métodos para la 

modificación específica y única de proteínas, poseen un papel muy importante los métodos 

que se focalizan en los extremos N- y C-terminal de las proteínas.  

3.5.1.- Métodos de modificación del extremo C-terminal 

Actualmente los métodos químicos para llevar a cabo la conjugación selectiva en la 

posición C-terminal son escasos. El principal problema es la selectividad, ya que hasta el 

día de hoy no existe ningún agente capaz de activar de manera selectiva los carboxilatos 

terminales sin actuar sobre las cadenas laterales de glutámicos o aspárticos. Uno de los 

pocos ejemplos de modificación selectiva en esta posición es la ligación química nativa 

(Native Chemical Ligation, NCL) basada en la presencia de tioésteres en la posición C-

terminal que reaccionan con un residuo de cisteína presente en la posición N-terminal de 

un fragmento peptídico/proteico. A partir de esta metodología, se han desarrollado 

técnicas tales como EPL (Expressed Protein Ligation, ligación de proteínas expresadas) y 

PTS (Protein Trans-Splicing) que serán desarrolladas a continuación.  

 Ligación Química Nativa (Native Chemical Ligation, NCL) 
En el año 1994, el grupo de Kent reportó la ligación peptídica entre tioésteres y residuos 

de cisteína dando lugar a un enlace amida “nativo”, reacción que se denominó ligación 

química nativa (NCL).118 La NCL consiste en la condensación entre un segmento 

peptídico/proteico, que contiene un grupo tioéster en el extremo α-carboxilo, y el tiol de 

un residuo de cisteína en la posición N-terminal de la segunda biomolécula dando lugar a 

un tioéster intermedio. Seguidamente se produce un reordenamiento (transferencia S-N 

acilo) donde el tioéster formado como producto inicial de la ligación experimenta una 

rápida transferencia intramolecular irreversible como consecuencia de la disposición 

geométrica favorable (que involucra la formación de un anillo de 5 miembros) del grupo 

α-amino de la biomolécula  para formar un enlace peptídico118 (Figura 40A). Esta reacción 

se basa en la proximidad de los grupos funcionales implicados. Así pues, la transferencia 

S-N acilo es promovida por la orientación geométrica de la amina y el tioéster basado en 

los principios descritos por primera vez por Wieland y colaboradores.119 Este método es 

selectivo para el marcaje de proteínas porque consiste en la condensación covalente de 

estructuras peptídicas desprotegidas que contienen funcionalidades únicas, mutuamente 

reactivas diseñadas para reaccionar sólo entre sí y no con ninguno de los grupos 

funcionales existentes en los péptidos. Por lo que a través de esta modificación, es posible 
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la unión de dos moléculas altamente funcionalizadas sin la necesidad de grupos protectores 

y bajo condiciones fisiológicas.  

A B 

 

 

C 

 

Figura 40. Ligación química nativa y técnicas basadas en NCL. A) Ligación química nativa entre una 
proteína que contiene un tioéster C-terminal que sufre una transtioesterificación con la cisteína N-
terminal de otra biomolécula. Una transferencia S-N acilo da como resultado un enlace peptídico 
nativo. B) EPL: una proteína se expresa de forma recombinante y se fusiona con una inteína mutada 
y un dominio de unión a quitina para facilitar la purificación. La inteína mutada forma un tioéster, 
pero no sufre un intercambio S-N acilo, lo que permite que la proteína recombinante se escinda 
selectivamente de la quitina inmovilizada mediante tratamiento con una especie que contiene una 
cisteína N-terminal. C) PTS: una proteína se expresa de forma recombinante fusionada con una 
porción de una inteína dividida (IntC). La porción complementaria de la inteína (IntN) es conectada 
a una especie modificada. Cuando las dos inteínas se asocian de manera no covalente, se produce el 
empalme para dar una proteína modificada.  
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Este método supuso una revolución en su momento ya que permite la modificación, 

síntesis y semisíntesis de proteínas por métodos químicos dando lugar a proteínas de mayor 

tamaño que las que se pueden obtener únicamente mediante técnicas de síntesis de 

péptidos en fase sólida (SPPS, solid phase peptide synthesis). Además, la NCL ha 

posibilitado el marcaje de proteínas facilitando así numerosos estudios de biología 

estructural,120,121,122,123 y la obtención de proteínas con modificaciones 

postraduccionales.124 Técnicas como la EPL y PTS se basan en esta ligación química 

nativa.125 En la técnica EPL (Figura 40B), la proteína que presenta un tioéster en el extremo 

C-terminal se obtiene mediante expresión de una forma recombinante fusionada a un 

dominio inteína y a un dominio de quitina que facilita su purificación. El grupo de 

Goody126 utilizó esta metodología para introducir una hidroxilamina en la posición C-

terminal, permitiendo así su posterior modificación selectiva mediante sondas modificadas 

con grupos aldehído y cetona. 

Por otro lado, la técnica PTS (Figura 40C) consiste en una proteína (exteína) que se expresa 

de forma recombinante unida a un fragmento de inteína (IntC). La porción complementaria 

es otra inteína (IntN) que se expresa fusionada a otra proteína (exteína). Las dos mitades 

de la inteína dividida se asocian de forma no covalente y se pliegan para dar lugar a una 

inteína funcional. Ésta sufre una reacción de empalme de proteínas pseudointramolecular 

en la que las exteínas se unen entre sí y la inteína se escinde así misma. Esta técnica ha 

permitido la incorporación de la NCL en sistemas vivos facilitando el estudio de las 

interacciones entre proteína-proteína, la síntesis de péptidos cíclicos127 y la semisíntesis de 

proteínas in vivo.128,129  
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3.5.2.- Métodos de modificación del extremo N-terminal 
La posición N-terminal tiene unas características únicas debido a que es la única amina 

primaria presente en la estructura de la proteína que posee un enlace amida adyacente en 

la posición α, lo que influye ligeramente en su reactividad. En consecuencia, la mayoría de 

las metodologías descritas explotan esta peculiaridad de la posición N-terminal para el 

desarrollo de métodos específicos de modificación de proteínas.  

 Características de grupos α-amina y ε-amina 
Los grupos amino presentes en las proteínas se pueden clasificar en dos grupos: el grupo 

α-amina situado en la posición N-terminal y los grupos ε-amina de residuos de lisinas. 

Estos grupos poseen pKa aproximadamente de 6-8 y 10.5 (para α-amina y para ε-amina, 

respectivamente), por lo que la basicidad de los grupos α-amina situados en la posición N-

terminal es menor que la de las aminas alifáticas debido a los efectos inductivos cercanos 

del grupo carbonilo (Figura 41).  

 

Figura 41. Representación esquemática de la abundancia promedio de los aminoácidos comúnmente 
utilizados para la bioconjugación, incluido los valores de pKa correspondientes a las cadenas laterales. 
El valor promedio de pKa del grupo α-amino N-terminal es sustancialmente más bajo que el de los 
grupos ε-amino de los residuos de lisina.  

En la mayoría de los casos ambos grupos están protonados a pH fisiológico y, por lo tanto, 

aparecen predominantemente expuestos en la superficie de las proteínas, siendo fácilmente 

accesibles. Sin embargo, la protonación disminuye drásticamente su reactividad. Como 

consecuencia de la diferencia de pKa, los grupos ε-amino de los residuos de lisinas requieren 

pH más elevados para ser desprotonados, por lo que se puede modular la reactividad de 

los grupos α-amina y ε-amino al ajustar diferentes valores de pH. A valores altos de pH 

(8.5-9.5), ambas aminas primarias estarían desprotonadas pero los grupos amino de la 

cadena lateral de lisina mostrarían más reactividad hacia electrófilos. A un pH cercano al 

neutro, los grupos α-amina situados en la posición N-terminal son los más reactivos puesto 
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que tienen pKa más bajos, de manera que la amina neutra y nucleófila es la más 

predominante. A pH ácido, todas las aminas están protonadas y, por tanto, no son 

nucleófilas (Figura 42). 

Figura 42. Desprotonación de diferentes tipos de grupos amino presentes en la estructura de la 
proteína (la amina más nucleófila está rodeada en rojo). Los grupos de lisina ε-amino son más 
nucleófilos, pero también más difíciles de desprotonar. En general, un pH de 8.5 a 9.5 es óptimo 
para modificar los residuos de lisina, mientras que un pH casi neutro favorece la modificación 
selectiva del extremo N-terminal.  

Existen varios métodos descritos para la modificación selectiva de proteínas en el 

extremo N-terminal. Algunos de ellos utilizan la diferente reactividad de los α- y ε-aminas 

según el pH, como es el caso de la conversión de aminas a azidas utilizando imidazol-1-

sulfanil azida,131 la acilación con cetenas,132 la reacción de transaminación133 o la 

aminación reductora.134 La acilación de la posición N-terminal utilizando un éster 

activado como la N-hidroxisuccinimida (NHS) ha sido ampliamente utilizado para este 

propósito. Sin embargo, incluso bajo condiciones de pH controladas, este método 

presenta baja selectividad provocando también la modificación de las cadenas laterales 

de los residuos de lisina. Otros métodos basan su modificación selectiva del extremo N-

terminal en la presencia próxima de determinados grupos reactivos. Dentro de este grupo 

se incluye la NCL que permite la formación de un nuevo enlace amida debido a la 

presencia de una cisteína en el extremo N-terminal (las cisteínas interiores también 

forman el correspondiente tioéster que se hidroliza porque no disponen del grupo amino 

próximo responsable del ataque S/N). Existen otros métodos que dependen también de 

la reacción específica de residuos situados en la posición N-terminal. Por ejemplo, las 

cisteínas N-terminales pueden reaccionar selectivamente con 2-cianobenzotiazol (CBT) 

modificados (Figura 43A)135 y los residuos de triptófano N-terminales mediante reacción 

de Pictet Spengler con un aldehído (Figura 43B).19,136 De manera similar, la oxidación 

selectiva de 2-amino alcoholes presentes en residuos de serina y treonina para ser 
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convertidos en aldehídos137 permite su posterior modificación para dar lugar a 

oxazolidinas138,139 (Figura 43C). A continuación en el siguiente apartado se describirán 

brevemente algunos de estos métodos.  

A 

 

B 

 

C 

 
Figura 43. Métodos de modificación en la posición N-terminal. A) Reacción de Cys N-terminales 
con CBT modificados; B) Reacción de Pictet Spengler con aldehídos: C) Oxidación de Ser/Thr en 
la posición N-terminal.  

 Transaminación 

Una reacción de transaminación es una reacción reversible en la que un grupo α-amino se 

transfiere enzimáticamente de un α-aminoácido a un α-cetoácido, convirtiéndose el 

primero en α-cetoácido y el segundo en α-aminoácido.  

En el contexto histórico, el grupo de Dixon comprobó que tras el éxito de la conversión 

del residuo terminal de serina en grupos glicilo a través de una reacción de 

transaminación,140,141,142 cualquier residuo de aminoácido podía ser transformado a su 

correspondiente residuo carbonílico mediante esta transformación. De manera que 

inspirándose en los trabajos de Metzler y Snell,143 y el grupo de Cennamo,144 Dixon y Moret 

desarrollaron un nuevo método de transaminación en presencia de sales de cobre (II) y a 

temperatura ambiente. A pesar de estos avances, no fue hasta que el grupo de Francis133 

reexaminó el trabajo llevado a cabo por Cennamo144 sobre la transaminación de 

aminoácidos en presencia de piridoxal-5-fosfato (PLP, vitamina B6) a 100 °C, que esta 

reacción recibió más atención. Estos autores encontraron condiciones de reacción mucho 
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más suaves para la modificación de los residuos N-terminal de los péptidos (65 °C para 

que la reacción finalice en 2 h y 25 °C para lograr una conversión completa en 24 h). El 

mecanismo de transaminación catalizada por PLP se describe en la figura 44. La reacción 

entre la amina terminal y el PLP resulta en la formación de una base de Schiff (a). 

Posteriormente, el protón en posición α del aminoácido se transfiere a la posición 4´de la 

unidad de piridoxal. (b y c). Finalmente, la hidrólisis de la cetimina obtenida conduce al α-

cetoácido y fosfato de piridoxamina (d). El intermedio quinoide es importante para la 

transformación de la base de Schiff a la cetimina y se encuentra en todas las reacciones de 

transaminación descritas hasta la fecha.  Finalmente, la reacción del carbonilo resultante 

con hidroxilaminas funcionalizadas permite la introducción de sondas en el extremo N-

terminal (e).  

 
Figura 44 Estructura del PLP y mecanismo de la transaminación mediada por PLP. La ruta de 
reacción consiste en (a) reacción de condensación entre PLP y la amina terminal; (b y c) la 
tautomerización de la aldimina; (d) hidrólisis de la cetimina resultante, acompañada de 
descarboxilación en el caso del ácido aspártico, (e) reacción con hidroxilamina funcionalizada. 

Aunque la cadena lateral no participa directamente en el mecanismo de la transaminación, 

se encontró un cambio significativo dependiendo del aminoácido en la posición N-

terminal.145 En general, la mayoría de los aminoácidos terminales proporcionan altos 

rendimientos de los productos de transaminación, pero los residuos (His, Trp, Lys, Pro) 

generan aductos estables con el PLP que no evolucionan. Otros residuos son 

incompatibles con la técnica debido a reacciones secundarias (Ser, y Cys proporcionan 

también productos de -eliminación) y el producto de transaminación de Gln fue resistente 

a la formación de la oxima correspondiente. 
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 Modificación de grupos α-amino N-terminales utilizando cetenas 

Este método fue desarrollado con el propósito de tener una estrategia simple y general de 

incorporación de una molécula funcional con elevada selectividad. En un primer momento 

el grupo de Che146 estudió la ligación N-terminal de péptidos a través de la formación de 

un enlace amida empleando los sistemas “[Mn(2,6-Cl2TPP)Cl]/alquino/H2O2”. Sin 

embargo, la oxidación de los residuos de cisteína y metionina obstaculizaban la aplicación 

de este protocolo en el campo de la bioconjugación. Posteriormente, los mismos autores 

se dieron cuenta que cetenas generadas in situ, eran los intermedios clave en la reactividad 

y, por lo tanto, su preparación previa permitiría abstenerse de la necesidad de utilizar un 

oxidante. Con esta finalidad, prepararon una cetena funcionalizada con un grupo alquino 

y estudiaron su uso para la modificación selectiva de proteínas (Esquema 14).132  

 
Esquema 14. Modificación selectiva de proteínas y posterior reacción click catalizada con cobre.  

La cetena presentó una excelente selectividad hacia la amina terminal incluso a pH 

elevados. Además la presencia del alquino permitió la posterior incorporación de sondas a 

través de una reacción de tipo click. Por el contrario, este método también presenta varias 

desventajas. Los derivados de cetenas no están disponibles comercialmente y requieren 

por lo tanto su síntesis en varias etapas. Además, debido a su elevada reactividad hay que 

tener especial cuidado en su almacenamiento para evitar su degradación.  

  



 

175 
 

 Modificación de grupos N-terminal con o-aminofenoles 

En este método de modificación, Francis y su grupo de investigación, establecen las 

condiciones de acoplamiento oxidativo de o-aminofenoles a amino ácidos en la posición 

N-terminal en presencia de ferricianuro de potasio.147 En primer lugar la modificación 

ocurre en un solo paso, por lo que no se requiere la oxidación inicial de la posición N-

terminal y en segundo lugar, la rápida cinética de segundo orden permite utilizar bajas 

concentraciones de reactivos de acoplamiento. Estudios previos con una biblioteca de 

péptidos con la estructura XaaADSWAG (donde Xaa correspondía a diferentes residuos 

en la posición N-terminal) permitieron detectar la elevada reactividad de los residuos de 

prolina. En cambio, estudios de modificación de proteínas utilizando esta técnica 

detectaron una reactividad moderada, haciendo necesario en algunos casos la introducción 

de un residuo de prolina en la posición N-terminal mediante técnicas de mutagénesis para 

aumentar la reactividad (Esquema 15).  

 

Esquema 15. Modificación selectiva de proteínas mediante acoplamiento oxidativo con o-
aminofenoles. 

 Aminación reductora  

Las modificaciones descritas anteriormente mediante la acilación del extremo N-terminal 

eliminan la carga positiva in vivo pudiendo modificar la función de la proteína en estudios 

biológicos así como su desarrollo terapéutico. La aminación reductora emplea 

benzaldehído en presencia de cianoborohidruro sódico permitiendo la alquilación de la 

amina del extremo N-terminal.134 Fue necesario optimizar las condiciones de reacción 

(disolución tampón, pH) para minimizar la formación de productos doblemente 

modificados en el extremo N-terminal. Una vez optimizada, la reacción es eficiente 

(rendimientos del 80%) y altamente selectiva (>99:1) para la modificación de péptidos y 

proteínas en la posición N-terminal, dando lugar a aminas alquiladas que mantienen la 

capacidad de protonarse, aunque contiene aún pequeñas cantidades de aminas doblemente 

alquiladas (16%) (Esquema 16).  
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Esquema 16. Modificación selectiva de proteínas mediante aminación reductora. 

Entre las ventajas de este método destacan que los derivados de benzaldehído con grupos 

funcionales bioortogonales son comerciales, por lo que no es necesaria una síntesis de 

varios pasos. Además, se lleva a cabo en condiciones suaves y en el caso de la necesidad 

de introducir grupos funcionales bioortogonales, como el alquino y la cetona, podrían 

insertarse en los extremos N-terminal en un solo paso para permitir el etiquetado 

específico. Cuando este método se aplicó a la modificación de la insulina, se comprobó 

que la proteína modificada resultante de la aminación reductora era más activa que la 

modificada mediante un enlace amida.134 La metodología optimizada fue aplicada a un 

batería de péptidos demostrando buenas conversiones en 19 de los 20 posibles residuos 

N-terminal. La conversión en el caso de residuos de cisteína fue de solo el 42% junto con 

otro 44% de formación de la tiazolidina correspondiente. La formación de tiazolidina se 

debe a la reacción intramolecular del tiol con el ion iminio. Esta observación se respalda 

en un estudio reciente llevado a cabo por el grupo de Gao donde las cisteínas N-terminales 

pueden reaccionar con benzaldehído en condiciones ácidas (pH=5) para formar 

tiazolidinas en 48 h mientras que esta reacción puede ser acelerada a pH superiores (6.1).148 

 Modificación de grupos N-terminal mediante reactivos de 
acoplamiento basados en triazina. 

Como se ha visto en apartados anteriores, se han desarrollado varios métodos de 

modificación específica de N-terminal. El control del pH del medio de reacción resulta 

clave para la modificación específica, ya que aprovecha las diferencias de pKa de los grupos 

α y ε-amino. Recientemente Kitanaka ha desarrollado una metodología149 que consiste en 

el uso de DMT-MM (cloruro de 4-(4,6-Dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metil-morfolinio), un 

potente reactivo de condensación para formar enlaces amida incluso en disolución 

acuosa.150 La estrategia se basa en la formación del correspondiente ácido activado 

mediante reacción con DMT-MM y su posterior reacción con la proteína a pH 7, dando 

lugar a modificaciones con moderada selectividad. Este método ha sido aplicado por los 

autores para la introducción de sondas como el ácido 4-(guanidinometil) benzoico (Gmb) 

que facilitan el análisis de proteínas por espectrometría de masas.  
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Figura 45. Estructura de cloruro de 4-(4,6-Dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metil-morfolinio DMT-
MM y el ácido 4-(guanidinometil) benzoico (Gmb) utilizados para la derivatización selectiva de 
proteínas en el extremo N-terminal previa a su estudio por EM. 

Se han descrito las metodologías existentes para la modificación de proteínas en el extremo 

N-terminal. De las técnicas descritas, la aminación reductora134 desarrollada recientemente 

junto con la modificación en la posición N-terminal mediante la reacción de 

transaminación mediada por PLP,133 son probablemente los mejores procedimientos de 

modificación selectiva de N-terminal desarrollados hasta el momento. A pesar de esto, la 

mayoría de los métodos descritos tienen sus ventajas y limitaciones. Así pues, el desarrollo 

de métodos alternativos y complementarios de modificación de proteínas que actúen de 

manera selectiva sobre el extremo N-terminal sigue siendo un tema de gran interés. En el 

segundo capítulo de esta tesis se ha trabajado en el desarrollo de un nuevo método para la 

modificación selectiva de proteínas mediante el uso de estructuras derivadas del ácido 

escuárico. 
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4.- Ácido escuárico y derivados 

4.1.- Estructura y propiedades del ácido escuárico 

El ácido escuárico es un ácido fuerte con valores de pKa comparables con los del ácido 

sulfúrico. El correspondiente dianión se caracteriza por tener valores de acidez 

inusualmente elevados. 

 

Esquema 17. Ácido escuárico y los correspondientes pKa del dianión (pKa1 = 0.54; pKa2 = 3.58).  

La facilidad de la formación del dianión se debe a que se produce un aumento de la 

aromaticidad en relación a la especie protonada (en concordancia con la regla de Hückel 

4n+2; n=0).  

4.2.- Síntesis y reactividad de derivados de ácido escuárico 

La reactividad del ácido escuárico es más compleja que la de un ácido dicarboxílico 

“convencional”, por lo que diversas estructuras derivadas del ácido escuárico presentan un 

gran interés.151 Dado que el ácido escuárico es insoluble en la mayor parte de disolventes 

orgánicos y tras el descubrimiento de varias vías sintéticas, se empezó a prestar un gran 

interés por los derivados de ésteres alquílicos del ácido escuárico. Los ésteres alquílicos del 

ácido escuárico normalmente se sintetizan por condensación del ácido libre con su 

respectivo alcohol o mediante alcoholisis del dicloruro de ácido escuárico.152 Por otro lado, 

la amidación sucesiva de los ésteres del ácido escuárico da lugar a las escuaramidas. Esta 

reacción es una vía importante para la síntesis de bisamidas asimétricas con aplicaciones 

que van desde la preparación de antibióticos hasta la obtención de organocatalizadores.153  

La primera reacción para la obtención de ésteres de ácido escuárico fue llevada a cabo 

por Cohen.154 La acción del diazometano en el ácido escuárico y posterior reacción de la 

sal de plata con yoduro de metilo, dio lugar al éster dimetílico del ácido escuárico. 

Compuestos con cadenas alquílicas de mayor longitud pueden ser preparados mediante 

transesterificación o a través de la reacción del ácido escuárico con un exceso del alcohol 

correspondiente.151 Las escuaramidas se obtienen a partir de reacciones de derivados de 

escuaratos con un exceso de aminas alifáticas primarias o secundarias bajo condiciones 
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suaves y con elevados rendimientos permitiendo la obtención tanto de escuaramidas 

simétricas como asimétricas.  

La síntesis de escuaramidas simétricas fue descrita también por primera vez en 1966 

por el grupo de Cohen154 a partir del dimetil escuarato en condiciones suficientemente 

básicas. En un solo paso de reacción, con un exceso de la amina correspondiente o bien 

añadiendo NEt3 como base, se obtienen escuaramidas simétricas con elevados 

rendimientos.  

La síntesis de escuaramidas asimétricas fue descrita por primera vez en 1991 por Tietze 

y colaboradores y se preparan a partir de amidación secuencial de ésteres de ácido 

escuárico.155 Ambas reacciones proceden a temperatura ambiente pero la segunda reacción 

requiere de condiciones más básicas (un exceso de amina o el uso de NEt3) permitiendo la 

formación secuencial de la mono-amida y la bis-amida deseadas (Esquema 18) 

 

Esquema 18. Síntesis de escuaramidas asimétricas a partir del dietil escuarato.  

La baja reactividad de la mono-escuaramida comparado con el diéster de partida puede ser 

explicada por el aumento de la estabilización debido a la aromaticidad. Este incremento de 

la aromaticidad se ha visto corroborado mediante cálculos teóricos.156 Más recientemente, 

en el año 2010, Taylor y su grupo de investigación157 describieron otro método el cual ha 

sido ampliamente utilizado en la preparación de escuaramidas simétricas y asimétricas. En 

primer lugar, las escuaramidas simétricas pueden ser preparadas utilizando como 

disolvente tolueno/DMF en presencia de un ácido de Lewis como catalizador ((Zn(OTf)2) 

(Esquema 19B), evitando así la formación de subproductos (isómeros de escuarina y 

monoésteres de escuaramida, Esquema 19A). A través de una simple modificación de este 

método, los mismos autores describieron la síntesis de escuaramidas asimétricas (Esquema 

19B).157 
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Esquema 19. A) Formación de escuarinas y monoésteres de escuaramidas como subproductos en 
la síntesis de N,N´-Diarilescuaramidas. B) Síntesis de N,N´-Diarilescuaramida simétricas (superior) 
y asimétricas (inferior) en presencia del catalizador Zn(OTf)2. 

4.3.-Aplicaciones generales 

A lo largo de los años han surgido numerosas aplicaciones debido a las inusuales 

propiedades físico químicas de los derivados de escuaramida. Solo en los últimos 5 años 

se han publicado más de 700 artículos con la palabra clave escuaramida. Por tanto, las 

escuaramidas y sus derivados representan un importante grupo de estructuras que 

actualmente se están aplicando con éxito en diversos campos de la química orgánica e 

inorgánica, y cada vez adquieren mayor interés en el campo de la química médica. 

Muchos procesos biológicos se basan en el reconocimiento molecular entre un sustrato 

y su correspondiente enzima, por lo que son importantes las interacciones aniónicas y 

catiónicas entre ambos. En este campo las escuaramidas surgen como alternativa al uso de 

ureas y tioureas.158 Presentan unas características mejoradas, como su comportamiento 

dual, ya que se comportan como aceptores y dadores de enlaces de hidrógeno. Además 

presentan rigidez estructural y una mayor distancia de enlace entre los dos grupos N-H (en 

la N,N’-dimetiltiourea es 2.13 Å y en la N,N’-dimetilescuaramida es 2.72 Å). Además, las 

propiedades de estas estructuras como receptores aniónicos sintéticos, ya que forman 

fuertes interacciones con especies cargadas negativamente, conllevó a que fueran utilizadas 

como potentes organocatalizadores bifuncionales en síntesis asimétrica (Figura 

46).153,158,159,160 Al mismo tiempo, debido a su gran afinidad aniónica, especialmente hacia 
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aniones cloruro, los derivados de escuaramidas también surgen como alternativa a las 

tio(ureas) en el campo del desarrollo de transportadores aniónicos transmembranas 

(Figura 46)161 con potenciales actividades bioactivas.162 Por ejemplo, el uso de un derivado 

de escuaramida capaz de aumentar el transporte de aniones cloruro en el lisosoma provoca 

la inhibición de autofagia y la inducción de apoptosis.163 Asimismo, se ha observado que 

algunos derivados de escuaramida presentan también actividad como agentes 

antiparasitarios para el tratamiento de la malaria o la enfermedad de Chagas,164,165,166 

como inhibidores de quinasas167,168 o tienen efectos antiproliferativos en células 

tumorales (Figura 46).169 Por último, cabe destacar la inclusión de escuaramidas en 

productos bioactivos como bioisósteros de ácidos carboxílicos,170 aminoácidos,171 

ureas,172 guanidinas173 o fosfatos.174,175 
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Figura 46. Algunos ejemplos de aplicaciones generales de derivados de escuaramida: 
organocatalizadores bifuncionales, potente antagonista del receptor de histamina H2, bioisósteros 
(fosfatos), agentes antiparasitarios (tratamiento de la malaria o enfermedad de Chagas), receptores 
iónicos, inhibidores de quinasas y en el desarrollo de métodos para la bioconjugación de proteínas. 

  



 

183 
 

Aparte de su uso como organocatalizadores y en aplicaciones de química médica, las 

escuaramidas también han sido utilizadas para el desarrollo de métodos para la 

conjugación de carbohidratos, proteínas y anticuerpos.176,155,177 La menor reactividad 

de las mono-escuaramidas formadas a partir de reacción de diésteres del ácido escuárico 

permite su preparación y, en condiciones más básicas, su posterior conjugación con 

biomoléculas. El primer ejemplo de esta aplicación fue descrito por Tietze y colaboradores 

que utilizaron el dietil éster del ácido escuárico para acoplar la p-aminofenilo 2-acetamido-

2-desoxi-3-O-β-D-galactopiranosilo-β-D-galactopiranosido (gal-β 1,3-galNAc) a la 

albúmina sérica bovina o BSA. La modificación se produjo en dos pasos independientes y 

consecutivos. Primeramente tiene lugar la reacción de gal-β 1,3-galNAc con el diéster del 

ácido escuárico. Después, la monoamida formada es conjugada a pH 9 con los residuos de 

lisina de la BSA.178 La posterior cuantificación permitió determinar aproximadamente 15 

unidades de oligosacáridos por molécula de BSA. La glicoproteína obtenida fue entonces 

empleada en la detección de receptores específicos de antígenos T en diferentes líneas 

celulares tumorales. Este tipo de acoplamiento tiene un gran interés debido a que estos 

conjugados pueden ser utilizados para atacar células de manera selectiva,179,180 para la 

generación de vacunas sintéticas útiles para el tratamiento de enfermedades infecciosas y 

el cáncer180 y para la detección de lectinas.181 Desde entonces se ha utilizado esta 

metodología para la preparación de varios bioconjugados que serán explicados con más 

detalle en el apartado de Resultados y Discusión.  

4.4.- Desarrollo de un método específico de modificación de proteínas 
basado en escuaratos 

Aunque en los últimos años se han descrito varios métodos de modificación específica de 

proteínas, existe aún un gran interés en el desarrollo de nuevas estrategias y métodos que 

complementen y superen las limitaciones de los existentes y amplíen el abanico de 

herramientas disponibles. 

Como se ha comentado en apartados anteriores, el uso de derivados de escuaramidas para 

la bioconjugación de proteínas con oligosacáridos o moléculas orgánicas permite modular 

las propiedades de las biomoléculas con métodos suaves y de gran versatilidad. Además, 

las proteínas y péptidos modificados resultantes son herramientas esenciales para el estudio 

de procesos biológicos, para la caracterización de la actividad de proteínas y para el 

tratamiento de enfermedades. Todos los ejemplos descritos hasta el momento se basan en 

la modificación no selectiva de residuos de lisina a pH básico o en la modificación de 

cisteínas situadas en el extremo N-terminal, aunque esta modificación solo ha sido 
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estudiada en péptidos de pequeño tamaño. Debido al creciente interés para el desarrollo 

de métodos selectivos de modificación de proteínas que actúen sobre residuos específicos, 

este capítulo 2 se centra en el desarrollo de un método específico de modificación de 

proteínas mediante el uso de estructuras derivadas del ácido escuárico. 
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El segundo capítulo de la presente tesis se desarrolla en el ámbito de la modificación 

química de las proteínas como una herramienta importante en el campo de la biología 

química. En esta técnica de bioconjugación se combinan características de la química 

sintética y de la biología molecular. Aunque en los últimos años se han descrito varios 

métodos de modificación de proteínas, existe un gran interés en el desarrollo de nuevas 

estrategias y métodos complementarios que superen las limitaciones de los existentes. En 

este contexto, se ha planteado el siguiente objetivo general:  

 Desarrollar un método específico de modificación de proteínas en condiciones 

suaves y biocompatibles mediante el uso de estructuras derivadas del ácido 

escuárico.   
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191 
 

1.-Aplicaciones de los derivados del ácido escuárico 

La posibilidad de formar enlaces de hidrógeno y el carácter aromático del anillo en 

combinación con la rigidez estructural de los escuaratos y escuaramidas ha facilitado que 

estos compuestos sean estudiados como ligandos quirales en catálisis asimétrica,153,159,189 

como isósteros de ácidos carboxílicos,170 aminoácidos171 y fosfatos174 y como moléculas 

biológicamente activas.169 Además, las escuaramidas pueden sintetizarse a partir de 

esteres del ácido escuárico mediante condiciones suaves y en disoluciones acuosas, lo 

que las convierte en estructuras idóneas para la bioconjugación y la química 

supramolecular. Como se ha explicado en la introducción de este capítulo, los diésteres 

del ácido escuárico reaccionan de manera muy rápida para formar mono-escuaramidas, 

mientras que la posterior modificación de esta mono-escuaramida para formar una bis-

escuaramida requiere de condiciones más drásticas. La diferencia en la reactividad entre 

las estructuras mono/bimodificadas ha permitido el uso de ésteres del ácido escuárico 

para la modificación selectiva de proteínas.185 Esta técnica ha sido utilizada para la 

preparación de glicoproteínas y en menor medida para la modificación de péptidos y 

proteínas (PEGilación, inmovilización sobre superficies).182 Las modificaciones se 

producen a valores de pH ~ 9 y presentan una elevada selectividad para residuos de lisina. 

Este método tiene una serie de ventajas como es una mayor estabilidad frente a la 

hidrólisis, comparado con los ésteres activados de N-hidroxisuccinimida (NHS), y 

tolerancia ante la presencia de alcoholes, argininas e histidinas. Presenta también ciertas 

desventajas. Así pues, su elevada reactividad junto con la abundancia de los residuos de 

lisina causa una proporción alta de marcajes por proteína. Esta propiedad puede ser 

interesante, por ejemplo, en la creación de conjugados para la obtención de vacunas en 

los que es preferible la unión de múltiples antígenos por proteína. En cambio, esta 

multiplicidad puede ser contraproducente en otros casos como el marcaje de proteínas 

con sondas fluorescentes en las que un exceso de marcaje puede producir una 

disminución del rendimiento cuántico de los conjugados. De manera similar, la 

modificación de residuos al azar puede dar lugar a mezclas heterogéneas de proteínas y 

modificar sus propiedades y actividades. Así pues, el desarrollo de métodos selectivos de 

modificación de proteínas es un campo de investigación que en los últimos años ha 

despertado un creciente interés. 
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La selectividad de dialquil escuaratos para la modificación de proteínas ha sido objeto de 

estudio y presenta ciertas controversias. Aunque los resultados previos anteriormente 

descritos han demostrado su uso para la modificación proteica actuando de manera 

selectiva sobre residuos de lisinas a pH ~ 9 (Figura 47A). Otros estudios preliminares 

realizados con el éster metílico del dihidrocloruro de lisina (H-Lys-OMe) sugirieron que 

mediante la modulación del pH se podría conseguir cierta selectividad para los grupos α-

amino vs ε-amino.185 Además, en condiciones neutras (pH = 7) se detectó la reacción 

quimioselectiva de escuaratos con el grupo α-amino de residuos de cisteína situados en 

el extremo N-terminal. La reacción parece proceder probablemente a través de una 

transferencia intramolecular S-N de acilo ya que no se observó reacción con el β-

mercaptoetanol y sí con la β-mercaptoetilamina (Figura 47B).186 Los autores justifican 

que esta reacción quimioselectiva tiene lugar en un disolvente acuoso cuando el pKa del 

grupo tiol disminuye por la presencia de un grupo amino próximo. Posteriormente, los 

mismos autores estudiaron el uso de escuaratos presentes en monocapas 

autoensambladas (SAM, del inglés self-assembled monolayers) para la inmovilización de 

péptidos que contienen residuos de cisteína. Así pues, mientras en condiciones 

ligeramente ácidas (pH=5.5) se produce la inmovilización selectiva de péptidos que 

contienen cisteínas en la posición N-terminal, a pH superiores (7.5), también pueden ser 

inmovilizados los péptidos que contienen residuos internos de cisteína, incluso si tiene 

el extremo N-terminal acetilado (Figura 47C).187 Posteriormente se demostró la rápida 

modificación de péptidos con escuaratos cíclicos a pH neutro.188 La reacción se produce 

tanto con residuos de lisina como de cisteína, sin especificar si es posible modular una 

reacción selectiva para un residuo concreto (Figura 47D).  
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Figura 47. Estudios previos han explorado la modificación de proteínas con escuaramidas con 
diversos resultados. A pH elevados se produce la modificación mediante reacción con residuos de 

lisina (A). A pH inferiores (pH 7) solo se observa reacción con tioles que estén en  de un grupo 
amino (B). Algunos trabajos observan reacción específica con cisteínas N-terminales a pH 5.5 y 
reacción con cisteínas internas a pH 7.5 (C). A pH neutro la reacción se produce con escuaratos 
cíclicos tanto con residuos de lisina como de cisteína (D).  

Con el objetivo de explorar métodos alternativos que permitan modificar de manera 

selectiva proteínas, se decidió explorar el uso de dialquil escuaratos y, más 

concretamente, el dibutil escuarato (3,4-dibutoxiciclobut-3-eno-1,2-diona). En base a la 

información y resultados previos, se consideró que estas estructuras poseen un gran 

potencial para conseguir un marcaje selectivo de proteínas dependiente del pH, teniendo 

como potenciales sitios de reacción los residuos de cisteína y el extremo N-terminal.  

El extremo N-terminal de las proteínas tiene unas características únicas que permiten su 

modificación específica. No solo se encuentra más expuesto al medio y, por lo tanto, 

más accesible a interaccionar con reactivos,190 sino que su diferente valor de pKa (6-8) 

puede ser empleado para modificar esta posición utilizando reacciones químicas 
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dependientes de pH. Ejemplos de estrategias que utilizan esta diferente reactividad han 

sido mencionados en la introducción de este capítulo e incluyen la conversión de aminas 

a azidas utilizando imidazol-1-sulfonil azida,131 la acilación con cetenas132 y la aminación 

reductiva,134 entre otros métodos. Así pues, mediante control del pH y la presencia de 

agentes reductores que eviten la oxidación y consiguiente bloqueo de los tiolatos, se 

planteó el desarrollo y la caracterización de un método para la modificación específica 

de proteínas basado en el uso de derivados del ácido escuárico.  

2.- Modificación específica de proteínas con diésteres del ácido 
escuárico 

2.1.- Modificación de proteínas con dibutil escuarato 

2.1.1- Modificación de la insulina con dibutil escuarato   

Como primera aproximación se estudió la reacción del dibutil escuarato con la insulina, 

una proteína pequeña de peso molecular 5807.65 Da formada por dos cadenas unidas 

por tres puentes de disulfuro (Figura 48), y que debido a su tamaño puede ser fácilmente 

analizada por espectrometría de masas (EM).  

La espectrometría de masas permite la identificación de compuestos presentes en una 

muestra a través de su ionización que permite generar moléculas cargadas (m/z). Así pues, 

el espectro de masas es un gráfico de intensidad donde se representa la abundancia relativa 

de los distintos iones en función de su relación m/z.  Este término se obtiene dividiendo 

la masa atómica o molecular de un ion por el número de cargas z que tiene el ion (m/z  = 

[m + z (H+)]z+/z), donde H+ corresponde a la masa de un protón = 1.008 Da). En modo 

positivo, el número de especies cargadas depende del número de residuos básicos que 

pueden ser protonados. Teniendo en cuenta que el rango de masas en el que trabaja el 

equipo que utilizamos es de 50 - 1500 Da, para obtener la masa de grandes moléculas es 

necesario realizar la deconvolución de los espectros de masas obtenidos. Este proceso se 

basa en la identificación de los iones con múltiples cargas que correspondan a un mismo 

peso molecular. Estos análisis se llevaron a cabo con el software libre, MagTran que utiliza 

el algoritmo Zscore para la detección de los picos del espectro, asignar distribuciones de 

estados de carga a los picos identificados y en base a esto determinar una masa molecular 

para la proteína.191  

La insulina está formada por 51 aminoácidos distribuidos en dos cadenas, A y B, que 

contienen 21 y 30 aminoácidos, respectivamente. Posee 6 residuos de cisteína que están 
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formando 3 enlaces disulfuro, dos de ellos unen las dos cadenas mientras otro es un puente 

disulfuro intramolecular que se encuentra en la cadena A. La insulina también presenta un 

residuo de lisina (cadena B) y dos extremos N-terminales (Gly y Phe) (Figura 48).  

 

Figura 48. La insulina está formada por dos cadenas A (azul) y B (rosa) unidas mediante tres enlaces 
disulfuro.  

Como primera aproximación se estudió la posible reacción de los residuos de cisteína con 

dibutil escuarato (40). Con este fin, se hizo un tratamiento previo con un agente reductor 

(la fosfina hidrosoluble tris (2-carboxietil) (TCEP)) para reducir los enlaces disulfuro y 

dejar libres los grupos sulfhidrilos. La reducción completa, entendida como la desaparición 

del producto de partida y la aparición de dos nuevos compuestos correspondientes a las 

cadenas A y B se comprobó mediante cromatografía líquida acoplada a EM, obteniéndose 

así dos especies con las siguientes masas moleculares 2383 (calcd. para C99H155N25O35S4, 

[M+H]+= 2384.01) y 3429 (calcd. para C158H234N40O42S2, [M+H]+= 3428.69) 

correspondientes a la cadena A y cadena B respectivamente (Figura 48A y B).  

Tras la incubación con TCEP durante una hora, se añadió el dibutil escuarato manteniendo 

la reacción 3 h bajo agitación a temperatura ambiente en disolución tampón fosfato 0.1 M 

a pH 6.5. Mientras 10 eq. resultaron insuficientes, con 20 eq. se obtuvo la completa 

modificación de la proteína. El tratamiento con dibutil escuarato realizado con la insulina 

reducida, resultó en la formación de dos nuevas especies correspondientes a las 

modificaciones de la cadena A y de la cadena B con una unidad de dibutil escuarato en 

cada una de ellas [M+H]+ = 2535 y [M+H]+ = 3582 (Figura 49C). Aunque se ha descrito 

que el ácido escuárico puede ser reducido a ciclobutanooctol mediante tratamiento con 

TCEP, en ningún caso se observó la conversión de los diésteres de escuarato en otro 

producto.192 
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Figura 49. La insulina tratada previamente con TCEP (A y B) reaccionó con dibutil escuarato 
resultando en la formación de dos nuevas especies que corresponden a la incorporación de una 
unidad de dibutil escuarato en cada una de las cadenas (C). Los iones moleculares corresponden a la 
cadena A modificada 2535 (calcd. para C107H163N25O38S4, [M+H]+ = 2535.05) y la cadena B 
modificada 3582 (calcd. para C166H242N40O45S2, [M+H]+ = 3580.74). Los espectros de masas 
originales antes de ser deconvolucionados pueden verse insertados. 

Teniendo en cuenta la secuencia de la insulina y las condiciones de la reacción, existen 

diferentes puntos potenciales de reacción como son los grupos amino de la cadena lateral 

de lisinas, los grupos sulfhidrilos de la cadena lateral de cisteínas, el anillo de imidazol de 

residuos de histidinas193 o el grupo α-amino del extremo N-terminal. La reactividad de las 

cadenas laterales de estos aminoácidos depende en gran medida de las condiciones del 

medio. Así pues, cuando el pH es inferior al pKa, los grupos se encuentran protonados, y 

si el pH es superior al pKa, el grupo ionizable estará desprotonado y por tanto 

potencialmente nucleófilo.  

Los valores de pKa de las cadenas laterales de los aminoácidos, si estuvieran completamente 

expuestos al disolvente sin verse afectados por la presencia de fuerzas electrostáticas, se 

conocen como valores de pKa intrínseco (pKint) y serían los siguientes: Cys (pKa 8.5-9.5), 

His (pKa 6-7), Lys, (grupo ε-amino pKa 10.5) y posición N-terminal (grupo α-amino pKa=6-
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8).194 Conociendo estos valores y el valor de pH del medio se puede calcular la proporción 

exacta de cada población que viene determinada por la ecuación de Henderson-

Hasselbach: 

𝑝𝐻 = 𝑝𝐾௔ − log 
[𝐻𝐴]

[𝐴ି]
 

Por ejemplo, en condiciones fisiológicas (pH = 7.4), el grupo sulfhidrilo, que posee un pKa 

alrededor de 8.4, presenta aproximadamente el 10% de los grupos sulfhidrilos 

desprotonados, por lo tanto cargados negativamente y nucleófilos y esta proporción 

disminuye al 1% a pH 6.5. A este valor de pH también encontraríamos un 25% de anillos 

de imidazol desprotonados y entre un 10-50% de la posición α-amino terminal 

desprotonada mientras que el efecto sobre las cadenas laterales de los residuos de lisina 

seria residual. Pero además estos valores de pKa pueden verse afectados por efectos de 

proximidad que se producen en proteínas. Un estudio reciente analizando 541 valores de 

pKa descritos experimentalmente para 78 proteínas indica que estos valores pueden variar 

de manera muy amplia situándose en los siguientes rangos: His (2.4 a 9.2), Cys (2.5 a 11.1), 

Lys (5.7 a 12.1) y el grupo α-amino terminal (6.8 a 9.1).194  

Con el fin de investigar los puntos potenciales de reacción, se procedió a estudiar la 

modificación de la proteína con dibutil escuarato tras el bloqueo de los residuos de cisteína. 

Para ello, se realizaron dos experimentos diferentes. En primer lugar, se bloquearon las 

cisteínas con N-etilmaleimida (NEM). Las cisteínas reaccionan de manera específica con 

electrófilos como maleimidas en un rango de pH de 6.5 a 7.5.195 Como primera 

aproximación se utilizaron 10, 20 y 50 eq. de NEM respecto a la concentración de proteína, 

pero no fue hasta la adición de 100 eq. de NEM cuando tanto los tioles de la cadena A 

como de la cadena B reaccionaron de manera completa, como se comprobó mediante 

análisis por EM (Sección Experimental, Figura 77). El análisis posterior de la reacción con 

dibutil escuarato indicó que aunque se produjera un bloqueo total de los residuos de 

cisteína, se podía seguir observando un incremento de masa que correspondía a la adición 

de una unidad de dibutil escuarato. Las especies que se identificaron tras este experimento 

correspondían a la cadena A con los cuatro residuos de tiol bloqueados por reacción con 

NEM [M+H]+=2883.4 (calcd. para C123H183N29O43S4 [M+H]+ = 2883.20) y la cadena B 

con las dos cisteínas bloqueadas e incorporación de una unidad de dibutil escuarato 

[M+H]+= 3831.6 (calcd. para C178H255N42O49S2, [M+H]+ = 3830.83 (Sección 

Experimental, Figura 78). Como estudio complementario, se caracterizó la modificación 
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de la proteína oxidada, con las cadenas A y B unidas mediante 3 puentes disulfuro, y 

consiguientemente con los grupos sulfhidrilos bloqueados. Con esta finalidad se incubaron 

20 eq. de dibutil escuarato con la proteína en una disolución tampón de fosfato 0.1 M a 

pH 6.5. Tras 3 h de reacción a temperatura ambiente, se analizó la muestra por EM 

observando la desaparición de la insulina de partida y la aparición de una nueva especie 

que corresponde a la conjugación de la insulina con una y en menor medida dos unidades 

de escuarato (Figura 50B).  

 

Figura 50. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion 
molecular correspondiente. A) Insulina y B) Especie obtenida tras la incubación de insulina con 20 
eq. de dibutil escuarato a pH 6.5. Los espectros de masas originales antes de su deconvolución 
pueden verse insertados. La insulina doblemente modificada no es visible en el espectro 
deconvolucionado debido a que la presencia de una sola especie [M+5H]5+ no es suficiente para que 
el software MagTran pueda analizarla.  

Estos resultados indican que en las condiciones de reacción utilizadas se produce la 

modificación de la proteína. Aunque no se puede descartar la modificación de residuos de 

cisteína en las muestras previamente reducidas mediante tratamiento con TCEP, los 

estudios posteriores realizados con insulina oxidada y con la proteína reducida y tratada 

con NEM indican al menos la participación de otros grupos funcionales adicionales. 
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2.1.2.- Digestión proteica de una insulina modificada 

Para estudiar con más detalle el sitio de modificación, se procedió a la digestión de la 

proteína mediante la incubación con diferentes proteasas (tripsina, quimotripsina y 

endoproteinasa Glu-C). La tripsina es una serina proteasa que escinde los péptidos en el 

extremo carboxi o posición C-terminal de los aminoácidos lisina y arginina. Por otro lado, 

la quimotripsina cataliza la hidrólisis de los enlaces peptídicos en C-terminal de los residuos 

de tirosina, fenilalanina, triptófano y leucina. Ambas proteasas resultaron en hidrólisis 

parciales o dieron lugar a péptidos demasiado largos sin proporcionar la suficiente 

información. Por estos motivos, se recurrió a una tercera serina proteasa, la endoproteinasa 

Glu-C aislada de Staphylococcus aureus V8 y cuya especificidad depende del pH y la disolución 

tamponada utilizada. Así pues, a pH 4 y en acetato amónico actúa de manera específica 

sobre residuos de ácido glutámico mientras que en bicarbonato amónico (pH 7.8) actúa 

además sobre residuos de ácido aspártico, aunque con menos actividad. 

En la tabla 10 se pueden observar los resultados de los experimentos realizados y en la 

figura adjunta se indican los fragmentos esperados para cada cadena. En la primera 

columna, se describe la reacción que se ha llevado a cabo en la que se indica el orden de 

adición. La segunda columna presenta la secuencia de aminoácidos de los fragmentos 

peptídicos esperados tras la digestión, junto con su fórmula molecular y la masa calculada 

para cada uno de ellos. Finalmente, en la última columna se puede ver el ion molecular 

encontrado por EM. Los fragmentos peptídicos encontrados resultantes de la digestión de 

la insulina reducida suponen una cobertura del 100% de la secuencia, siendo la cobertura 

el número de péptidos obtenidos tras la digestión frente al número de péptidos teóricos 

que se pueden obtener. La Figura 79 de la Sección Experimental muestra los 

cromatogramas correspondientes. 
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Reacción Fragmentos esperados 
Fórmula 

molecular 

Masa 
calculada 
[M+H]+/ 
[M+2H]2+ 

Masa 
encontrada 
[M+H]+/ 
[M+2H]2+ 

Insulina + 
TCEP + 

endoGlu-C 
 

 
GIVE 
QCCTSICSLYQLE 
NYCN 
 

C18H32N4O7 
C61H99N15O22S3 
C20H28N6O8S 

417.24 
1490.63 
513.18 

417.23 
1490.66 
513.18 

FVNQHLCGSHLVE 
ALYLVCGE 
RGFFYTPKT 

C65H99N19O19S 
C39H62N8O12S 
C54H77N13O13 

1482.72 
867.43 

1116.58 

1482.76 
867.44 
1116.62 

Insulina + 
TCEP + dibutil 

escuarato + 
endoGlu-C 

 

(X)GIVE 
(X)QCCTSICSLYQLE 
(X)NYCN 

C26H40N4O10 
C69H107N15O25S3 

C28H36N6O11S 

569.28 
821.84 
665.22 

569.28  
- 

    - 

(X)FVNQHLCGSHLVE 
(X)ALYLVCGE 
(X)RGFFYTPKT 
 

C73H107N19O22S 
C47H70N8O15S 
C62H85N13O16 
 

817.88 
1019.47 
1268.63 

 

817.86 
- 
- 
 

Tabla 10. Resultados de la digestión con endoproteinasa Glu-C (endoGlu-C) de la insulina sola o 
tratada con dibutil escuarato y el posterior análisis de los fragmentos peptídicos resultantes mediante 
EM. La figura muestra la cadena A (azul) y la cadena B (rosa), su secuencia peptídica y los fragmentos 
esperados tras la digestión con la endoproteinasa Glu-C. La tabla indica los resultados de la digestión 
proteica. En cada apartado se muestran en primer lugar los fragmentos peptídicos derivados de la 
digestión de la cadena A, seguidos de los fragmentos esperados de la digestión de la cadena B. La 
modificación con dibutil escuarato se indica como (X). 
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La digestión y posterior análisis de los fragmentos peptídicos obtenidos tras el tratamiento 

de la insulina reducida con dibutil escuarato indican la modificación del tetrapéptido GIVE 

(cadena A) y del fragmento FVNQHLCGSHLVE (cadena B) mientras que los otros 

fragmentos se mantienen inalterados. Este último péptido contiene varios lugares de 

reacción, puesto que presenta una cisteína y dos histidinas, mientras que el otro fragmento 

está formado básicamente por aminoácidos alifáticos. Estos resultados sugieren que la 

modificación sucede de forma selectiva en la α-amina del extremo N-terminal, el único 

residuo común en los dos péptidos identificados. Para confirmar esta hipótesis, era 

necesario realizar estudios adicionales. Estos resultados también indican que tanto los 

residuos de Cys como el residuo de Lys o His presente en la cadena B permanecen 

inalterados tras el tratamiento con dibutil escuarato. 

2.1.3.- Modificación de la amina N-terminal a través de una reacción de 
transaminación 

Para confirmar una posible modificación de la α-amina del extremo N-terminal, se decidió 

bloquearla utilizando la reacción de transaminación desarrollada por Francis y su grupo de 

investigación, que modifica de manera selectiva este grupo α-amino.133 En una 

transaminación, se produce la desaminación de un aminoácido para formar un cetoácido. 

Las transaminaciones enzimáticas requieren piridoxal-5’-fosfato (PLP) como coenzima, 

formando una base de Schiff entre el grupo aldehído y una amina primaria (Figura 44). En 

base a esta transformación enzimática, desarrollaron la modificación selectiva del extremo 

N-terminal mediada por PLP, para dar lugar a cetonas y aldehídos que pueden reaccionar 

posteriormente con oximas. Esta reacción es altamente específica para el extremo N-

terminal, probablemente debido al pKa del protón α de este residuo, en relación al protón 

ε de los residuos de lisina.  

Así pues, se trató la insulina con PLP durante 2 h a 37 °C o 16 h a temperatura ambiente.  

El posterior análisis por EM reveló que en ambos ensayos se obtenían dos especies, una 

de las cuales mostraba un ion molecular que correspondía a la proteína formando un enlace 

imina con PLP y la otra especie presentaba una masa parecida a la inicial que podría ser la 

insulina no modificada o el correspondiente producto de transaminación (Sección 

Experimental, Figura 80 y 81, la diferencia entre la masa molecular de proteína nativa y el 

producto de transaminación es de solo 1 Da y entra dentro del error experimental). La 

insulina posee dos extremos N-terminales, por lo que no se puede descartar que coexistan 

diferentes especies debido a la diferente reactividad que muestran los diferentes 

aminoácidos.145 Se llevó luego a cabo la reacción de la proteína modificada con dibutil 
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escuarato durante 3 h a temperatura ambiente y a pH 6.5. Tras el análisis por EM, se 

obtienen las mismas especies detectadas anteriormente y en ningún caso se detecta 

modificación adicional de la insulina con dibutil escuarato. Estos resultados sugieren que 

la modificación observada con dibutil escuarato se produce de manera específica en el 

extremo N-terminal ya que un tratamiento previo con PLP impide la modificación 

posterior con dibutil escuarato (Figura 51).  

 

Figura 51. Reacción de modificación de la posición N-terminal de la insulina mediante 
transaminación y posterior reacción con dibutil escuarato. Los iones moleculares de las especies 
obtenidas son 6053, que corresponde al aducto con PLP (calcd. para C265H389N66O82S6P [M+NH3]+ 
= 6054.71) y 5806 que corresponde al producto de transaminación (calcd. para C257H380N64O78S6 
[M+H]+ = 5806.61). El espectro de masas original antes de su deconvolución puede verse insertado. 
El espectro de masas obtenido tras la incubación con el dibutil escuarato también coincide con el 
mostrado, indicando la ausencia de reacción. 
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2.1.4.- Estudio de las reactividades de α-amina y ε-amina a diferentes pH 

La reactividad de las cadenas laterales de los aminoácidos depende del pH del medio. A 

los valores de pH que se trabaja (pH=6.5), se esperaría una reacción mayoritaria de los 

grupos α-amina debido a su pKa (6-8). A partir de valores de pH mayores pueden también 

reaccionar otros residuos como cisteína o lisina. Con la intención de determinar las 

condiciones óptimas de reacción que permitieran una elevada conversión minimizando la 

formación de productos secundarios, se llevó a cabo un estudio de reactividad de la insulina 

a diferentes valores de pH (5.5, 6.5, 7.5, 8.5 y 9.5). 

  Modificaciones 
  Insulina (x1) (x2) (x3) (x1) + entrecruz. 

  Masa calculada para [M+5H]5+ 
  1162.33 1192.74 1223.35 1253.76 1208.94 

pH Conv. Ratio 
5.5 44% 1 1 - - - 

6.5 >99% - 1.6 1 - - 
7.5 >99% - - 8 4 1 

8.5 >99% - - - 2.5 1 

9.5 >99% - - - 1.9 1 

Tabla 11. Resultados del estudio de modificación de la proteína insulina tratada con dibutil escuarato 
a diferentes condiciones de pH. Análisis realizado por EM. 

En la tabla 11 se observan los resultados obtenidos. Como ya se ha indicado anteriormente, 

la insulina contiene dos grupos α-amino, un residuo de lisina, dos histidinas y seis cisteínas 

que en su forma oxidada no se encuentran disponibles. Los resultados se analizaron por 

EM, analizando en cada espectro el ion correspondiente a la m/z [M+5H]5+ calculada para 

cada una de las posibles modificaciones. La intensidad del pico depende de la 

concentración de la especie en la mezcla. Este método de cuantificación ha sido 

previamente utilizado y se basa en la observación de que la ionización en proteínas depende 

de la superficie externa de la proteína y no se ve influenciada por pequeñas modificaciones 

como las estudiadas aquí.196 Teniendo en cuenta esta información, se calcularon los 

porcentajes de conversión en base a la intensidad relativa de los picos detectados. El 

análisis de los resultados muestra que mientras a pH 5.5 aún se puede observar la presencia 

de la proteína sin modificar, a pH 6.5, después de 3 h a temperatura ambiente, desaparece 

la proteína nativa y se detectan especies mono y doblemente modificadas. A pH 7.5, se 

empiezan a detectar especies que contienen tres unidades de escuarato así como una nueva 

especie que correspondería a la presencia de un escuarato y otro que habría dado lugar al 

entrecruzamiento de la proteína mediante el ataque de dos grupos nucleófilos diferentes. 
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A pH más elevados solo se detectan estas dos poblaciones en diferentes proporciones. 

Estos resultados confirmaron que el pH óptimo de la reacción con insulina para favorecer 

la modificación del grupo α-amino era de 6.5. 

Posteriormente, para confirmar el sitio de modificación, las reacciones anteriores fueron 

sometidas a digestión con endoproteinasa Glu-C. Los resultados obtenidos se muestran 

en la siguiente tabla 12 y muestran la cantidad relativa de péptido no modificado en 

relación al modificado en cada reacción realizada a un valor de pH diferente.  

  Ratio péptido no modificado  
vs péptido modificado 

Péptidos 
Masa calcd. 

[M+H]+/[M+2H]2+ 

 

pH 
5.5 6.5 7.5 8.5 9.5 

GIVE 417.23 9.3 3 0.06 - - 

(X)GIVE  569.28 1 1 1 1 1 

RGFFYTPKT 1116.58 1 1 - - - 

(X)RGFFYTPKT 1268.63 - - - - - 

ALYLVCGE 
NYCN 

1377.58 1 1 1 1 1 

(X)ALYLVCGE 
NYCN  1529.63 - - - 0.04 - 

FVNQHLCGSHLVE 
QCCTSICSLYQLE    1041.12 - - - - - 

(X)FVNQHLCGSHLVE 
QCCTSICSLYQLE     1041.12 - - - - - 

Tabla 12. Resultados de la digestión empleando endoproteinasa Glu-C de la insulina tratada con 
dibutil escuarato a diferentes pH y el posterior análisis de los fragmentos peptídicos resultantes 
mediante EM. La modificación con dibutil escuarato se indica como (X). 

El análisis de estos resultados corrobora los resultados obtenidos en la digestión proteica 

del apartado (2.1.2) en donde se observa la modificación de la proteína en la cadena A, a 

través del tetrapéptido GIVE. El porcentaje de modificación aumenta significativamente 

con el pH y a partir de pH 7.5 ya casi solo se detecta péptido modificado. En este caso no 

es posible detectar la modificación del péptido N-terminal de la cadena B. Al realizar la 

digestión con la insulina oxidada, los péptidos resultantes son fragmentos de gran tamaño 

y complejidad por la presencia de diferentes puentes disulfuro. Así pues, el extremo N-

terminal de la cadena B FVNQHLCGSHLVE se encuentra unido a un fragmento de la 

cadena A QCCTSICSLYQLE, dificultando su identificación. En cambio, sí que es posible 

detectar el fragmento de la cadena A (NYCN) unido a la cadena B (ALYLVCGE) aunque 
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no se observa ninguna modificación. No se observa tampoco modificación del péptido 

RGFFYTPKT, aunque a pH 7.5 deja de detectarse el péptido no modificado, lo que podría 

sugerir una posible modificación del residuo de lisina (K) resultando en un péptido de 

difícil identificación por EM. Los resultados de los estudios realizados hasta el momento 

indican que el método optimizado es capaz de modificar de manera selectiva el extremo 

N-terminal de proteínas mediante la incubación durante 3 h con 20 eq. de dibutil escuarato 

a temperatura ambiente y en disolución acuosa. Estas condiciones suponen una ventaja 

sobre los métodos previamente descritos que requieren tiempos más largos de reacción. 

Por ejemplo la modificación mediante aminación reductora descrita por el grupo de H.C. 

Chou requiere entre 6-48 h de reacción.134 

2.1.5- Modificación de la ubiquitina con dibutil escuarato  

Una vez puesto a punto el método y teniendo en cuenta las limitaciones de la insulina (una 

proteína de pequeño tamaño, con dos cadenas unidas por puentes disulfuro y con un solo 

residuo de lisina) se decidió explorar la aplicabilidad del método utilizando otras proteínas. 

En primer lugar, se empleó la ubiquitina (Bos taurus) formada por 76 aminoácidos y que 

contiene una metionina N-terminal y 7 lisinas internas potencialmente reactivas.  

 
MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKGKIQEKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDG
RTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 

Figura 52. Estructura y secuencia de aminoácidos de la ubiquitina de Bos taurus. 

  



 

206 
 

Con la finalidad de estudiar la reactividad de los residuos de lisina, se exploraron diferentes 

condiciones de reacción (pH 5.5-6.5 y 10 o 20 eq. de dibutil escuarato). 

Figura 53. Intensidades relativas de los picos (m/z) detectadas y analizadas con el software MagTran. 
Las especies obtenidas tras la reacción de 10 eq.de dibutil escuarato a la ubiquitina y a pH 5.5, 
presentan los siguientes iones moleculares: 8564, que corresponde a la proteína sin reaccionar (calcd. 
para C378H629N105O118S [M+H]+ = 8565.64) y 8717 que corresponde a la incorporación de una 
unidad de dibutil escuarato en la proteína (calcd. para C386H636N105O121S [M+H]+ = 8715.68). 

Analizando los resultados, se observó mayoritariamente una única modificación con una 

unidad de dibutil escuarato (Figura 53), sin embargo, utilizando 20 eq. ya se empezaba a 

detectar una proteína doblemente modificada (Tabla 13). Conforme aumenta el pH de la 

reacción (pH=6) y utilizando el mismo número de eq. en reacciones independientes (10 y 

20) se observa que aumenta la proporción de la segunda incorporación de dibutil escuarato. 

Igualmente elevando el pH del medio de reacción a 6.5 y utilizando 20 eq. de dibutil 

escuarato se observa un incremento de la segunda incorporación. Los porcentajes de 

modificación se determinaron en base a la intensidad relativa de los picos. Al igual que 

ocurre con la insulina, la ionización de la ubiquitina depende de la superficie total y no se 

ve influenciada por pequeñas modificaciones que se produzcan en la proteína, lo que 

permite calcular el porcentaje de especies según la intensidad relativa de sus picos. 
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   Modificaciones  

  Ubiquitina (x1) (x2) 

  Masa calculada [M+H]+ 

  8565.64 8715.68 8897.68 

pH eq. * 
- 

Conversión (%) 

5.5 10 75 25 0 

5.5 20 61 28 11 

6 10 59 34 7 

6 20 45 33 22 

6.5 20 40 37 23 

Tabla 13. Resultados del estudio de modificación de la ubiquitina tratada con diferente número de 
eq. de dibutil escuarato y a diferentes pH. Cuantificación de la proteína modificada a partir de las 
intensidades relativas de cada pico tras realizar la deconvolución del espectro sin procesar. Ubiquitina 
[M+H]+ = 8565.64 calcd. para C378H629N105O118S, ubiquitina modificada con una unidad de dibutil 
escuarato [M+H]+ = 8715.68, calcd. para C386H636N105O121S y ubiquitina doblemente modificada 
[M+H]+ = 8897.68 calcd. para C394H643N105O124S2. (*: % de proteína nativa no modificada).  

Con el objetivo de averiguar con qué residuos nucleófilos reacciona el dibutil escuarato, se 

procedió a digerir la proteína marcada con 20 eq. de dibutil escuarato a pH 5.5 mediante 

tratamiento con la endoproteinasa Glu-C. Se identificaron casi todos los fragmentos 

peptídicos esperados con una cobertura de la secuencia del 86% (66 aminoácidos 

identificados de 76 aminoácidos totales). En la figura 52 se muestra en negrita el péptido 

no identificado: NVKGKIQEK. 

Reacción Fragmentos esperados 
Fórmula  

Molecular 

Masa  
calculada 
[M+H]+/ 
[M+2H]2+ 

Masa  
encontrada 
[M+H]+/ 

*[M+2H]2+ 

Ubiquitina 
+ endoGlu-

C 
 

MQIFVKTLTGKTITLE 
VEPSDTIE 
GIPPDQQRLIFAGKQLE 
DGRTLSDYNIQKE  
STLHLVLRLRGG  

C83H143N19O24S1 
C37H60N8O17 
C86H140N24O25 

C64H103N19O25 

C58H104N20O15 

912.52 
889.41 
955.52 
769.87 
661.40 

912.51 
889.41 
955.52 
769.86 
661.40 

Ubiquitina 
dibutil  

escuarato + 
endoGlu-C 

 

 
(X)MQIFVKTLTGKTITLE 
(X)VEPSDTIE 
(X)GIPPDQQRLIFAGKQLE 
(X)DGRTLSDYNIQKE 
(X)STLHLVLRLRGG  

C91H151N19O24S1 
C45H68N8O20 

C94H148N24O28 

C72H111N19O28 

C66H112N20O18 

988.04 
1041.46 
1031.55 
845.90 
737.43 

988.03 
- 

1031.55 
- 
-   

Tabla 14. Resultados de la digestión de la ubiquitina con endoproteinasa Glu-C y el posterior análisis 
de los fragmentos peptídicos resultantes mediante EM. La modificación con dibutil escuarato se 
indica como (X). 
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Una vez identificados los fragmentos peptídicos de la ubiquitina nativa y modificada tras 

la digestión con la Glu-C, se procedió a la digestión proteica de reacciones llevadas a cabo 

a diferentes valores de pH (5.5, 6, 6.5) con 20 eq. de dibutil escuarato.  

 

 

pH 

 5.5 6 

(10 eq) 

6.5 

(10 eq) 
Péptidos Porcentaje de péptidos modificados 

vs no modificados 

(X)/MQIFVKTLTGKTITLE 43 52 65 

(X)/VEPSDTIE - - - 

(X)/GIPPDQQRLIFAGKQLE 6 14 20 

(X)/DGRTLSDYNIQKE - -  

(X)STLHLVLRLRGG 
 

- - - 

Tabla 15. Abundancia relativa (%) de los péptidos modificados en relación a los no modificados 
identificados tras la digestión con endoproteinasa Glu-C de la ubiquitina previamente tratada con 20 
eq. de dibutil escuarato en las condiciones mostradas.  

El porcentaje relativo de modificación se obtuvo comparando la intensidad (áreas) de los 

péptidos modificados en relación a la cantidad identificada de péptidos no modificados. El 

análisis de los resultados obtenidos indica que aproximadamente el 43% del péptido N-

terminal (MQIFVKTLTGKTITLE) se encuentra modificado a pH 5.5. Este porcentaje 

aumenta hasta 52% (pH 6) y 65% (pH 6.5). Aunque existen otros dos fragmentos que 

contienen residuos de lisina, GIPPDQQRLIFAGKQLE y DGRTLSDYNIQKE, solo se 

detecta modificación del primero en una pequeña proporción que aumenta al incrementar 

el pH de la reacción. Hay que tener en cuenta que esta cuantificación relativa no es muy 

exacta ya que el efecto de la modificación en péptidos de pequeño tamaño es mayor que 

en proteínas, especialmente si se produce cambios en grupos ionizables, pero permite tener 

una idea de que péptidos se modifican de manera preferente, confirmando así cierta 

selectividad por el extremo N-terminal. Es remarcable que, a diferencia de los estudios 

previos con la insulina, en este caso fue necesario trabajar a valores de pH 5.5 para 

conseguir una mayor selectividad. En este punto, cabe destacar que según análisis recientes 

hechos por RMN, la metionina presente en el extremo N-terminal de la ubiquitina tiene 

un pKa de 9.14, uno de los valores pKa más altos descritos para este grupo α-amino. Esto 

podría explicar la baja selectividad observada a pH 6.5 debido a la competición de los 

grupos ε-amino de determinadas cadenas laterales de lisina.197 Para confirmar el sitio de 

identificación tanto en el péptido GIPPDQQRLIFAGKQLE como en el péptido N-
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terminal (MQIFVKTLTGKTITLE), que contiene aparte de la α-amina, dos lisinas 

potencialmente reactivas, se realizarán en un futuro estudios de MS/MS sobre ubiquitina 

tratada y digerida con endoproteinasa Glu-C utilizando tanto 10 como 20 eq. de reactivo. 

Es de esperar que estos análisis MS/MS permitan identificar el sitio exacto de modificación 

en cada péptido. 

2.1.6.- Modificación de proteínas en dos etapas  

Las proteínas pueden ser modificadas con azúcares, lípidos, polímeros sintéticos o 

fluoróforos con la intención de mejorar sus propiedades, añadir propiedades extras o 

facilitar el estudio de su función e interacciones con otras biomoléculas. Al observar que 

la modificación de la insulina y la ubiquitina tenía lugar preferentemente a través del 

extremo N-terminal de la proteína, se consideró que la proteína modificada podría servir 

para una posible incorporación en un segundo paso de fluoróforos o sondas a través de 

condiciones suaves de reacción en disolución acuosa. Esta aproximación presentaría una 

serie de ventajas. Tanto el primer como el segundo paso de modificación se llevaría a cabo 

utilizando reactivos comerciales, por lo que se evita la síntesis previa de derivados de ácido 

escuárico. Debido a la baja reactividad de la mono-escuaramida en comparación con el 

diéster de partida, esta segunda reacción precisa de condiciones más básicas (pH 8-9).155 

Al modular el pH en cada paso se puede también modular la reactividad de los diversos 

grupos nucleófilos, aumentando así la selectividad de la reacción. Asimismo, las 

condiciones de conjugación en ambos pasos son biocompatibles, puesto que se llevan a 

cabo en medio acuoso y a temperatura ambiente. Esta metodología presenta también la 

versatilidad de permitir preparar varios derivados a partir de una misma proteína 

modificada. 

Como una primera aproximación, se llevó a cabo la modificación de la insulina en una 

disolución acuosa tamponada a pH 6.5, incubándola con 20 eq. de dibutil escuarato durante 

3 h. Como el segundo paso de reacción requiere de condiciones más drásticas, se realizó 

un intercambio de disolución tampón, pasando de un pH 6.5 a pH 8, utilizando filtros de 

centrifugación Amicon® con un peso molecular de corte (molecular weight cut off, 

MWCO) de 5 KDa. Una vez concentrada y diluida en la nueva disolución tampón, la 

proteína convenientemente modificada se trató durante 16 h con 100 eq. de diferentes 

aminas comerciales incluyendo la fluoresceinamina, galactosamina, bencilamina y 1-

hexadecilamina. 
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Figura 54. Modificación de la proteína en dos etapas. La insulina modificada con dibutil escuarato 
reacciona en un segundo paso con fluoresceinamina. Debido a la presencia de mezclas complejas de 
picos el algoritmo de MagTran no pudo en este caso realizar la deconvolución del espectro, por lo 
que se muestra el espectro de la reacción indicando los iones moleculares [M+5H]5+ de la insulina 
modificada con una (1192.52) o dos (1223.15) unidades de dibutil escuarato y la insulina 
posteriormente modificada con una (1247.35) o dos (1277.92) unidades de fluoresceína.  

Los porcentajes de conversión se determinaron en base a la intensidad relativa de los picos. 

Así pues, mientras se pudo observar la reacción completa con hexadecilamina, en el caso 

de la bencilamina se obtuvo un 50% de conversión, que se redujo a 21% e inferior al 5% 

para la fluoresceinamina y la galactosamina respectivamente (Sección Experimental). 

Ensayos control realizados en ausencia de dibutil escuarato, demostraron que la reacción 

únicamente tiene lugar si la proteína ha sido previamente modificada mediante dibutil 

escuarato.  

2.2.- Modificación de proteínas con di-3-butino escuarato (41) 

Los estudios previos realizados indican que es posible modificar de manera selectiva y 

rápida una proteína tratándola con dialquil escuaratos a temperatura ambiente y pH 6.5. 

Además, en un segundo paso de reacción se puede tratar esta proteína modificada con 

nucleófilos para conseguir el marcaje de proteínas con fluoróforos o sondas. Tal y como 

se ha visto, este segundo paso requiere de tiempos largos de reacción y proporciona en 

algunos casos bajos porcentajes de conversión. Debido a estas razones se planteó el uso 

de un dialquil escuarato funcionalizado con grupos alquinos que debido a su estructura 

permitiría el segundo paso de bioconjugación a través de una cicloadición 1,3-dipolar de 

Huisgen, una reacción de tipo click que destaca por su eficiencia, simplicidad y 
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selectividad.74,198 Desde su descubrimiento, la reacción de cicloadición de azida-alquino 

catalizada por cobre (CuAAC) se ha utilizado en una gran variedad de campos, desde la 

síntesis de moléculas y quimiotecas, la modificación e inmovilización de proteínas, la 

inmovilización de biomoléculas en superficies, etc. La rapidez, la selectividad y eficiencia 

de esta reacción la convierten en una candidata perfecta para la conjugación de 

biomoléculas. Esta estrategia permitiría superar las limitaciones provocadas por la reducida 

reactividad de mono-escuaramidas.  

2.2.1.- Optimización de la reacción con péptidos 

En un primer momento se intentó preparar el di-3-butino escuarato (41) a partir del dibutil 

escuarato utilizando alcohol propargílico como disolvente, pero tras algunos intentos 

infructuosos el compuesto 41 se sintetizó a partir del ácido escuárico y el alcohol 

propargílico mediante condensación a reflujo durante 5 h, obteniéndose el compuesto 

deseado con un 83% de rendimiento (Esquema 20). 

 

Esquema 20. Síntesis de 41. 

Una vez sintetizado el compuesto 41, se estudió su reactividad con diferentes péptidos. La 

identidad del aminoácido presente en el extremo N-terminal puede tener un papel en la 

eficiencia del método estudiado. Es por ello que para investigar la aplicabilidad de esta 

aproximación, se sintetizó una librería de diez péptidos que presentaban diferentes 

aminoácidos en la posición amino terminal y de estructura general H2N-XaaAFAKG-

COOH, donde Xaa puede corresponder a Tyr, Lys, Asp, Arg, Ser, Met, Pro, Ala, Gly o 

Val (Esquema 21). Además, estos péptidos presentaban un residuo de lisina para estudiar 

la competición entre la α-amina del extremo N-terminal y la ε-amina de la cadena lateral 

de la lisina y un residuo de fenilalanina para facilitar su digestión con quimotripsina. Los 

péptidos fueron sintetizados en fase sólida utilizando una resina de tipo 2-clorotritilo y 

condiciones estándares de síntesis de péptidos. El tratamiento de la resina con bajas 

concentraciones de TFA liberó los péptidos sintetizados que se obtuvieron con excelentes 

rendimientos y elevada pureza tras purificación por cromatografía líquida de alta eficacia 

(HPLC) en modo preparativo.  
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Esquema 21. Síntesis en fase sólida de los péptidos H2N- XaaAFAKG-COOH utilizados para el 
estudio de la reactividad de 41 siendo Xaa (Tyr, Lys, Asp, Arg, Ser, Met, Pro, Ala, Gly o Val).  

Cada uno de los péptidos sintetizados se disolvieron en una disolución tampón (1 mM) a 

pH =6.5 y se le añadieron 2 eq. de di-3-butino escuarato 41 (2 mM). La desaparición del 

péptido de partida y la formación de una única especie, correspondiente al péptido 

modificado, se analizó mediante HPLC tomando alícuotas de la reacción a intervalos de 

30 min durante 4 h. (Figura 55).  

  



 

213 
 

 

Figura 55. Cinéticas de las reacciones de los péptidos H2N- XaaAFAKG-COOH con el compuesto 
41. Las reacciones se llevaron a cabo a una concentración final de 1 mM de péptido y 2 mM de 41 a 
pH 6.5 y fueron analizadas por LC-MS.  

Secuencia Conversión(%)a Selectividadb 

YAFAKG 97.1 >99:1 

KAFAKG 88.45 >99:1 

DAFAKG 65.18 >99:1 

RAFAKG 82.61 >99:1 

SAFAKG 82.9 >99:1 

MAFAKG 90.68 >99:1 

PAFAKG 100 >99:1 

AAFAKG 63.44 N. C. 

GAFAKG 74.45 >99:1 

VAFAKG 93.16 N. C. 

Tabla 16. a Tanto por ciento de conversión a los 120 min de reacción. b Selectividad calculada a 
partir de análisis MS/MS. N. C. No cuantificable. 

En este estudio se observó que 41 reaccionaba más rápidamente con la secuencia peptídica 

que contenía el aminoácido terminal prolina. Concretamente, a los 40 min se observaba 

una formación de producto superior al 90%. Los otros aminoácidos más reactivos fueron 

tirosina ( ̴98%) y metionina ( ̴80%). Se desconoce la razón de la rápida modificación del 

péptido observado cuando el residuo N-terminal es Pro. A priori la Pro presenta una amina 

secundaria y el pKa más elevado de todos los amino ácidos estudiados (10.47) por lo que si 

acaso se hubiera esperado un efecto contrario. Una elevada reactividad de péptidos que 

contienen Pro en el extremo N-terminal también fue observada por Francis y 

colaboradores al utilizar un acoplamiento oxidativo de o-aminofenoles catalizado por 
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ferrocianuro potásico para la modificación de proteínas, pero los autores no explican la 

razón de este aumento de la reactividad. Serán necesarios estudios adicionales con amino 

ácidos para determinar la razón de esta elevada cinética de reacción.147 

La metionina posee especial importancia puesto que las proteínas expresadas en 

procariotas contienen siempre un residuo de metionina en el extremo N-terminal. Aunque 

en algunos casos este residuo puede ser posteriormente eliminado por la metionina 

aminopeptidasa (esta enzima actúa de manera general si el segundo aminoácido es de 

tamaño pequeño (Gly, Ala, Ser, Cys, Pro, Val)). Met es un amino ácido muy frecuente en 

la posición N-terminal, lo que amplía la aplicabilidad del método. Los péptidos que 

reaccionan más lentamente presentan residuos de alanina y ácido aspártico y a los 30 min 

de reacción presentan aproximadamente un porcentaje de formación de producto de 

alrededor de 34% en ambos casos. A pesar de ello, al cabo de 120 min de reacción con 

sólo 2 eq. de 41, todos los péptidos estudiados presentan conversiones superiores al 75% 

(Tabla 16).  

Una vez determinada la cinética de reacción para cada péptido se analizaron los péptidos 

modificados mediante estudios de MS/MS para determinar la selectividad N-terminal vs 

el grupo ε-amino de la cadena lateral de la lisina (Figura 56 y tabla 16). 

Hay tres tipos diferentes de enlaces en un péptido, los que se encuentran entre CH-CO, 

CO-NH y NH-CH. Al romperse cada uno de estos enlaces se producen dos fragmentos, 

por lo que existen 6 tipos de fragmentos diferentes: los fragmentos N-terminales a, b, y c 

y los fragmentos C-terminales x, y y z (Figura 56). Los fragmentos más frecuentes son los 

derivados de los enlaces CO-NH, por lo que los fragmentos de tipo b y y son generalmente 

los más predominantes. Los estudios MS/MS de los péptidos modificados por MALDI-

TOF/MS permitieron detectar de manera muy clara algunos de los fragmentos b, y y a 

correspondientes al péptido modificado en el extremo N-terminal, mientras que no se 

observó ningún fragmento que pudiera derivar del péptido modificado en la lisina interna. 

Así pues, se observó en la mayoría de los casos una selectividad completa para el grupo α-

amina del extremo N-terminal, sin detectarse trazas de modificación en el residuo de lisina. 

Solo para los péptidos con residuos de Ala o Val en el extremo N-terminal se detectaron 

trazas del fragmento y4 del péptido modificado en el residuo de Lys (Sección 

Experimental, Figura 83). Una cuantificación exacta de las dos poblaciones no es posible 

en estos momentos debido a la diferente ionización de cada fragmento. En el futuro se 

realizarán estudios de cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem 
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(LC-MS/MS) que permitan separar y analizar los dos péptidos por separado y por lo tanto 

establecer la selectividad N-terminal vs lisina en los péptidos que presentan trazas de 

fragmentos correspondientes a la modificación en el residuo de Lys. 

 
Figura 56. Ejemplo representativo del análisis MS/MS realizado tras el tratamiento del péptido 
MAFAKG con 41. Los espectros de los análisis MS/MS realizados con los otros péptidos se 
encuentran en el apartado de Sección Experimental. El espectro muestra el péptido antes de la 
fragmentación (parent peptide, [M+H]+), los fragmentos de tipo a y b, generados a partir del extremo 
N-terminal y los fragmentos de tipo y, generados a partir del extremo C-terminal.  

Además, el péptido modificado PAFAKG fue posteriormente digerido con quimotripsina 

dando lugar a dos fragmentos PAF y AKG. En el análisis de la muestra digerida por EM 

se pudo detectar el péptido XPAF modificado y el péptido AKG sin modificar, sin detectar 

en ningún caso trazas del péptido AKG modificado con 41 (Sección Experimental). 

 

Esquema 22. Digestión del péptido modificado PAFAKG con quimotripsina.  

Estos estudios indican que es posible la modificación de péptidos con 41 con buenos 

rendimientos (Tabla 16) y una excelente selectividad N-terminal. 
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2.2.2.- Funcionalización de proteínas con di-3-butino escuarato (41) 

Con la finalidad de demostrar la aplicabilidad del compuesto 41 en la modificación de 

proteínas, el siguiente paso fue examinar su reactividad con diferentes proteínas. En 

primer lugar se escogió como modelo sencillo de reacción la insulina. Para ello, se incubó 

esta proteína (0.12 mM) con 5 eq. de 41 en una disolución tampón de fosfato 0.1 M a 

pH 6.5 durante 3 h. Pasado este tiempo, se analizó la muestra por EM, observándose la 

desaparición de la proteína de partida y la aparición de un producto mayoritario 

correspondiente a la insulina conjugada con una o dos unidades de 41 (Figura 57). 

Figura 57. Reacción de modificación de la insulina con 5 eq. de 41 a pH 6.5. El espectro muestra 
los correspondientes iones moleculares [M+H]+ = 5953, (calcd. para C265H387N65O80S6, [M+H]+ 
= 5953.66) y [M+H]+ = 6100 (calcd. para C273H392N65O83S6, [M+H]+ = 6102.69 correspondientes 
a la incorporación de una y dos unidades de 41, respectivamente. Los espectros originales antes de 
su deconvolución pueden verse insertados. 

Una vez obtenida la insulina conjugada a 41, se pasó a estudiar si los grupos funcionales 

bioortogonales introducidos podían ser modificados con otras moléculas. Así pues, tras 

eliminar el exceso de 41 mediante centrifugación en un filtro de exclusión molecular 

(MWCO 5 KDa), la proteína resultante se trató con dos azidas funcionalizadas, una que 

presenta un linker de tipo PEG y otra unida a un fluoróforo.  

La incorporación de grupos PEG, también conocida como PEGilación, le confiere a la 

proteína ciertas propiedades de interés, puesto que este polímero ha sido aprobado por la 

FDA (del inglés “Food and Drug Administration”), no es tóxico, ni inmunogénico y es 

altamente soluble en agua. Los conjugados PEG-proteína presentan varias ventajas como 
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son la residencia prolongada en el cuerpo, una degradación reducida por las enzimas 

metabólicas y una reducción o eliminación de la inmunogenicidad de la proteína, 

facilitando el uso de péptidos y proteínas como agentes terapéuticos.183 Para conseguir la 

PEGilación de la insulina, se trató la proteína modificada con el ácido 15-Azido-4,7,10,13-

tetraoxapentadecanoico (PEG-2) en una disolución tamponada a pH 6.5. La reacción se 

llevó a cabo en presencia de 20 eq. de la azida correspondiente, CuSO4·H2O y el ligando 

THPTA con la finalidad de mantener al Cu (I) en su estado de oxidación (I). Como agente 

reductor se utilizó el ácido ascórbico. Después de una 1 h de reacción, se analizaron los 

resultados por EM, observando la completa PEGilación de la insulina de partida 

obteniendo las especies con iones moleculares 6244.9 y 6683.4, las cuales corresponden a 

la insulina modificada con una y dos unidades PEG-2 (Figura 58). 

Figura 58. Cicloadición 1,3-dipolar de Huisgen catalizada por cobre (CuAAC) entre un alquino 
terminal presente en la insulina modificada con 41 y la azida presente en el ácido 15-Azido-4, 7, 10, 
13-tetraoxapentadecanoico. Las especies observadas antes de la modificación corresponden a la 
insulina modificada con una (5953.7) o dos (6101.4) unidades de 41 (calcd. para C265H387N65O80S6, 
[M+H]+ = 5953.66) y calcd. para C273H392N65O83S6, [M+H]+ = 6102.69). Después de la reacción 
click se observa la formación de dos productos que presentan los iones moleculares correspondientes 
a la presencia de uno (6244.9) o dos (6683.4) PEG-2 (calcd. para C276H408N68O86S6, [M+H]+ = 
6247.81 y calcd. para C295H433N71O95S6, [M+H]+ = 6686.97) unidades de PEG-N3. 

El marcaje de proteínas con sondas fluorescentes permite el estudio de su actividad e 

interacciones con otras proteínas. Así pues, en un siguiente paso se estudió la 

bioconjugación de la insulina con una cianina funcionalizada con un grupo azida (Cy3-

N3), fluoróforo que emite a 566 nm y es soluble en agua. La reacción se llevó a cabo bajo 

las mismas condiciones anteriormente descritas y en presencia de 20 eq. de Cy3-N3. Tras 

1 h de reacción, se analizaron los resultados por EM y se observó la modificación de 
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escuarato con el fluoróforo, observándose la existencia de dos poblaciones, una mono-

modificada y otra doblemente modificada (Figura 59). 

Figura 59. Cicloadición 1,3-dipolar de Huisgen catalizada por cobre (CuAAC) entre un alquino 
terminal presente en la insulina modificada con 41 y la azida presente en Cy3-N3. Las especies 
observadas antes de la modificación corresponden a la insulina conjugada con una (5953.7) o dos 
(6101.4) unidades de 41 (calcd. para C265H387N65O80S6, [M+H]+ = 5953.66) y calcd. para 
C273H392N65O83S6, [M+H]+ = 6102.69). Después de la reacción click se observa la formación de 
dos productos que presentan los iones moleculares correspondientes a la presencia de una (6294.9) 
o dos (7180.3) unidades de Cy3-N3 (calcd. para C298H430N71O81S6, [M+H]+ = 6296.02) calcd. para 
C339H478N77O85S6, [M+H]+ = 7184.39). 

En un siguiente ejemplo, se exploró también la modificación de la ubiquitina con 41. Con 

este fin, la proteína fue tratada con 5 eq. de 41 durante 140 min en una disolución tampón 

de fosfato 0.1 M a pH=6.5. El posterior análisis mediante EM indicó la presencia de 

ubiquitina nativa 8562.1 así como una nueva especie correspondiente a la adición de una 

unidad de 41 (8709.6) con una conversión del 28% (Figura 60). Tiempos más largos de 

reacción (200 min) resultó en la aparición de especies derivadas de la doble adición sin 

desaparecer en ningún caso la proteína de partida observándose un 30% de conversión 

para la mono-modificación y un 3% para la doble modificación (Sección Experimental, 

Figura 84). Por este motivo, se escogieron como condiciones óptimas de reacción el uso 

de 5 eq. de di-3-butino escuarato a pH 6.5 y 140 min de reacción consiguiendo así la 

formación de una única especie modificada.  
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Figura 60. Modificación de la ubiquitina con 5 eq. de 41 a pH 6.5 y a 140 min. Los iones moleculares 
obtenidos tras la deconvolución del espectro de masas corresponden a [M+H]+ = 8562.1, (calcd. 
para C378H629N105O118S, [M+H]+ = 8565.64) y [M+H]+ = 8709.6, (calcd. para C386H633N105O121S, 
[M+H]+ = 8711.65) que corresponden a la proteína nativa y a la modificada con una unidad 41. Los 
espectros originales antes de la deconvolución pueden verse insertados. Pequeñas diferencias en el 
ion molecular obtenido se producen debido al uso de diferentes equipos. 

La proteína marcada se utilizó posteriormente para la bioconjugación con diferentes 

moléculas. Así pues, se trató la proteína con 20 eq. de (PEG-2) en una disolución tampón 

de fosfato 0.1 M a pH 6.5 en presencia de CuSO4·H2O, THPTA y ácido ascórbico. Tras 1 

h de reacción a temperatura ambiente, mediante EM se observó la completa PEGilación 

de la proteína modificada (Figura 61). De manera similar, el tratamiento de la ubiquitina 

modificada con Cy3-N3 permitió obtener una ubiquitina marcada con este fluoróforo 

(Figura 62). 

Figura 61. Cicloadición 1,3-dipolar de Huisgen catalizada por cobre (CuAAC) entre un alquino 
terminal presente en la ubiquitina modificada con 41 y la azida presente en PEG-2. Las especies 
previas a la modificación corresponden a la ubiquitina nativa y a la conjugada con 41. Después de la 
reacción click se observan dos productos que presentan los iones moleculares correspondientes a la 
ubiquitina no modificada y a la conjugada con una unidad PEG-2, 8562.6 y 9005.7 (calcd. para 
C397H654N108O127S, [M+H]+ = 9004.80).  
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Figura 62. Cicloadición 1,3-dipolar de Huisgen catalizada por cobre (CuAAC) entre un alquino 
terminal presente en la ubiquitina modificada con 41 y la azida presente en Cy3-N3. Después de la 
reacción click se observan dos productos que presentan los iones moleculares correspondientes a la 
ubiquitina no modificada y la conjugada con una unidad Cy3-N3, (9251.2, calcd. para 
C419H676N111O122S, [M+H]+ = 9253.00). 

En un estudio preliminar de su aplicabilidad, la insulina y la ubiquitina modificadas con 

Cy3 fueron estudiadas mediante gel de poliacrilamida y detectadas con azul de Coomassie 

(Figura 63A) o un escáner de fluorescencia (Figura 63B). En cada gel se cargaron 1 o 2 

microgramos de proteína nativa y modificada. Debido a un error de dilución, la cantidad 

cargada de proteína modificada fue bastante inferior a la esperada. Aun así, aunque la señal 

de proteína modificada en el gel teñido con el azul de Coomassie es débil, solo las bandas 

que contienen proteínas marcadas son visibles en el gel analizado mediante el escáner de 

fluorescencia. 

 

Figura 63. A) Gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie B) Gel de poliacrilamida analizado 
con un escáner de fluorescencia.  
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El método desarrollado se aplicó también a la mioglobina, una proteína de 153 

aminoácidos que contiene una glicina N-terminal y 19 lisinas internas (Figura 64).  

 

GLSDGEWQQVLNVWGKVEADIAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMK
ASEDLKKHGTVVLTALGGILKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIPIKYLEFISDAIIHVLH
SKHPGDFGADAQGAMTKALELFRNDIAAKYKELGFQG 
 
Figura 64. Estructura y secuencia de la mioglobina de Equus caballus.  

En primer lugar, se investigó la modificación de la mioglobina tratándola con 5 eq. de 41 

en una disolución tampón de fosfato a pH 6.5. La reacción se siguió mediante EM 

analizando alícuotas a diferentes tiempos de reacción. Después de 60 min de reacción, 

se detectó la formación de dos especies correspondientes a la adición de una (34%) y dos 

unidades (6%) de 41 (Figura 65). Tras el análisis a los 150 min, se determinó un 41% de 

conversión respecto a la mono-modificación y un 18% en cuanto a la segunda 

incorporación. Finalmente, analizando la reacción a las 20 h, la primera incorporación se 

mantuvo intacta con un 42% de conversión, mientras que aumentó la conversión de la 

segunda incorporación con un 30%, identificándose una tercera especie correspondiente 

a la proteína modificada con tres unidades de 41. Así pues, largos tiempos de reacción 

no aumentan la proporción de proteína mono-modificada sino que resultan en la 

formación de especies conjugadas a varias unidades de 41, aunque es posible la formación 

mayoritaria de especies mono-modificadas mediante un control del tiempo de reacción. 
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Figura 65. Modificación de la mioglobina con 5 eq de 41 a pH 6.5 durante 60 min. Los iones 
moleculares obtenidos tras la deconvolución del espectro de masas corresponden a [M+H]+ = 16945 
(calcd. para C769H1212N210O218S2, [M+H]+ = 16952.00), [M+H]+ = 17092 (calcd. para 
C777H1216N210O221S2, [M+H]+ = 17098.01) y [M+H]+ = 17240 (calcd. para C785H1220N210O224S2, 
[M+H]+ = 17246.03) que corresponden a la proteína nativa y a la modificada con una y dos unidades 
de 41.  

Así pues, parece que los diéster del escuarato dibutil escuarato y 41 permiten una rápida 

modificación de péptidos y proteínas. Se ha comprobado que la modificación se produce 

de manera específica en el extremo N-terminal mediante estudios de transaminación, 

digestión mediante la endoproteinasa Glu-C y estudios de fragmentación MS/MS 

(Sección Experimental, Figura 83). En cambio, su uso con proteínas de mayor tamaño, 

como la ubiquitina o la mioglobina, con una elevada presencia de lisinas internas 

complica la modificación selectiva del extremo N-terminal, aun utilizando pequeñas 

cantidades de reactivo (5 eq) aunque esta selectividad puede ser modulada mediante un 

control del tiempo de reacción. Como aproximación complementaria nos planteamos la 

búsqueda de un derivado de ácido escuárico que presente menor reactividad y estudiar 

su aplicabilidad en la modificación de proteínas. 
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3.- Modificación de proteínas con mono-escuaramidas y tioésteres 
del ácido escuárico 
Hasta el momento se habían investigado dos diésteres del ácido escuárico (dibutil 

escuarato y 41) como herramienta para la modificación selectiva de péptidos y proteínas. 

Como se ha explicado anteriormente, los ésteres del ácido escuárico tienen una serie de 

ventajas una de las cuales es la elevada reactividad frente nucleófilos que permite una 

rápida formación de mono-escuaramidas. Esta elevada reactividad parece también estar 

asociada con la modificación del compuesto con lisinas internas requiriendo tiempos 

cortos de reacción para conseguir la modificación selectiva. Por este motivo se exploró 

el uso de mono-escuaramidas y tioésteres del ácido escuárico como método alternativo 

y complementario de modificación selectiva de proteínas. 

 

Figura 66. Estructura de derivados del ácido escuárico sintetizados (escuaramidas 46, 52 y el mono 
tioéster del ácido escuárico 54).  

Se diseñaron en primer lugar la mono-escuaramida 46 y la sulfonamida 52, derivados que 

contenían sustituyentes aromáticos para hacer el sistema más electrófilo y, por tanto, 

incrementar la reactividad en el segundo paso de reacción con la proteína. La síntesis de 

estos dos compuestos se inició con la mono protección de 4,7,10-trioxa-1,13-

tridecanodiamina (PEG) con el dicarbonato de di-terc-butilo (Esquema 23). La mono 

protección se consiguió mediante la adición lenta a 0 °C de una disolución que contenía el 

dicarbonato de di-terc-butilo en THF al PEG disuelto en el mismo disolvente. Se dejó 

agitando la reacción a temperatura ambiente durante 12 h lo que dio lugar al compuesto 

deseado (PEG-1) que se obtuvo con un 78% de rendimiento tras su aislamiento mediante 

cromatografía en columna.  
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Esquema 23. Síntesis de 42 (PEG-1).   

El siguiente paso fue el acoplamiento del grupo amina con el ácido aromático utilizando 

1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) 

como agentes de acoplamiento y NEt3/DBU como base. Por último, se incorporaron los 

correspondientes escuaratos para dar lugar a las escuaramida 46 (Esquema 24) o 

sulfonamida 52 (Esquema 26) correspondientes.  

 

Esquema 24. Síntesis de la escuaramida 46.  
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En este punto habría que resaltar que en la síntesis de la sulfonamida 52 se presentaron 

una serie de complicaciones. En un primer momento se diseñó la sulfonamida 49 

(Esquema 25) que contenía un linker de mayor longitud. La síntesis de 49 se inició con la 

reacción de 42 y anhídrido succínico, obteniéndose así el ácido 47 que fue posteriormente 

activado con EDC y HOBt para reaccionar con la sulfanilamida comercial. Aunque se 

pudieron aislar pequeñas cantidades de 48, en la mayoría de los casos se detectó una gran 

proporción de la succinimida 50 debido a la ciclación intramolecular del ácido terminal. 

Este cierre del anillo se produce debido a la alta estabilidad de la succinimida (los anillos 

de 5 miembros son muy estables). Esa estabilidad produce el ataque interno del ácido a la 

amina secundaria formando la succinimida correspondiente. Es por ello que se intentó 

evitar la formación de este producto aumentando la concentración de la misma. Dado que 

el producto de ciclación no se pudo minimizar o evitar, esta ruta se descartó y se decidió 

sintetizar el compuesto 52.  

 

Esquema 25. Síntesis de la sulfonamida 49 

En vista de estos resultados, se sintetizó la sulfonamida 52 tras reacción directa de 

sulfanilamida con 42 y posterior reacción con dibutil escuarato en THF en presencia de 

DBU como base (Esquema 26). 
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Esquema 26. Síntesis de la sulfonamida 52. 

Se diseñó también el tioéster del ácido escuárico 54 (Esquema 27). Los alquil o aril 

tioésteres del ácido escuárico pueden presentar propiedades conformacionales y/o 

estereoelectrónicas diferentes en comparación con los análogos que contienen nitrógeno 

o carbono en parte debido a la mayor longitud de los enlaces C-S y S-escuarato.199 Además 

el grupo RS-escuarato ha demostrado gran estabilidad a la hidrólisis y al ataque de 

nucleófilos. Así pues, el enlace CH3S-Sq resiste dos días a 100 C en una solución al 13% 

HCl, mientras en estas mismas condiciones el grupo CH3O-Sq se hidroliza fácilmente para 

proporcionar ácido escuárico.200 De manera similar, en la reacción de 3-etoxi-4-

alquiltiociclobutenediona con dimetilamina se produce el desplazamiento del grupo etoxi 

sin modificación del grupo alquiltio (Figura 67A).201  

A  

B 

 

Figura 67. A) Estabilidad del grupo RS-escuarato al ataque de nucleófilos; B) Diferentes métodos 
descritos para sintetizar tioésteres del ácido escuárico mono y disustituidos.  

Varios métodos han sido descritos para la síntesis de alquil o aril tioésteres del ácido 

escuárico 1,2-disustituidos, como es el caso de la cicloadición [2+2] de metiltioqueteno,200 

la adición de sulfuro de hidrógeno a dietil escuarato seguido de S-alquilación,201 la adición-
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sustitución de alquil tioles con 3,4-diclorociclobutenodiona202 y la adición-sustitución de 

tioles con dimetil escuarato.203 Los métodos para la obtención de derivados mono-

sustituidos son más limitados. El método clásico se basa en una reacción de adición-

sustitución de dibutil escuarato con un tiol terminal, pero es susceptible a la formación de 

productos secundarios debido a dobles adiciones de tipo 1,2 o 1,4 (Figura 67B). El grupo 

de investigación de Ohfune presentó un nuevo método para la obtención de derivados 

mono-sustituidos consistente en la preparación previa de un terc-butil-metilescuarato que 

al ser estéricamente voluminoso, evita la sustitución del grupo terc-butoxi. Este precursor 

permite obtener mono-derivados con buenos rendimientos, pero el terc-butil-

metilescuarato de partida se obtiene solo con un 39% de rendimiento.199 Además, la gran 

estabilidad del grupo terc-butoxi podría complicar en este caso la posterior modificación de 

la proteínas. Por todas estas razones, los análogos alquil o aril tioésteres del ácido escuárico 

diseñados fueron sintetizados mediante reacción de adición-sustitución de dibutil 

escuarato con el tiol correspondiente.  

 

Esquema 27. Esquema de síntesis del mono-tioéster del ácido escuárico 54. 

La síntesis empieza con la protección de la cisteamina con dicarbonato de di-terc-butilo. A 

continuación, el compuesto 53 obtenido, se disolvió en butanol y en condiciones básicas 

se hizo reaccionar con el dibutil escuarato, obteniendo así el producto esperado 54 con un 

rendimiento del 37%. Se obtuvieron también mezclas de doble adición 1,2 sobre el 

carbonilo (55, Sección Experimental) que pudieron ser separadas por cromatografía en 

columna. La formación del hidroxitioacetal 55 ha sido descrita anteriormente para la 

reacción de esteres del ácido escuárico con tioles en base a una reacción 1,2 sobre el 

carbonilo junto con una adición 1,4 sobre el carbonilo de la misma cetona , 

insaturada.203  
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Una vez obtenidas las escuaramidas 46 y 52 y el tioéster del ácido escuárico 54, se pasó a 

estudiar su reactividad utilizando la insulina como proteína modelo. Para ello, se incubó la 

insulina con 20 eq. de la escuaramida aromática 46, la sulfonamida 52 y el mono-

tioescuarato 54. Al cabo de 3 h a temperatura ambiente, se observó la formación de 

producto modificado con un rendimiento del 10% en el caso de la escuaramida aromática 

46 (Sección Experimental, Figura 85). En cambio, al cabo de 3 h de incubación con 54, se 

pudo observar la completa modificación de la insulina. No se observó ningún tipo de 

modificación con 52 ni con la insulina ni con la mioglobina (Figura 68).  

 
Figura 68. A) Modificación de la insulina con el compuesto 46. Los iones moleculares obtenidos 
tras la deconvolución del espectro de masas corresponden a [M+H]+= 5806 y 6325, que 
corresponden a la proteína sin reaccionar y a la incorporación de una unidad de 46 (calcd. para 
C257H383N64O78S6, [M+H]+= 5807.61, calcd. para C283H420N68O85S6, [M+H]+ = 6325.91 ) B) La 
modificación de la insulina con 54 proporciona dos especies [M+H]+ = 6062 y 6317, que 
corresponden a la modificación de la proteína con una o dos unidades de 54 (calcd. para 
C268H396N66O81S7, [M+H]+ = 6061.71, calcd. para C279H409N67O85S8, [M+H]+ = 6316.76). C) 
Reacción de modificación de la mioglobina con 52 a pH 6.5. El espectro de masas tras la 
deconvolución solo muestra proteína sin modificar.  

De manera análoga a la caracterización realizada anteriormente con el dibutil escuarato, se 

estudió la modificación de la insulina reducida con 54, observándose la modificación 

preferente de la cadena B. Además, el bloqueo anterior o posterior al tratamiento con 54 

de los grupos sulfhidrilos mediante tratamiento con NEM, descartó una reacción con las 
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cadenas laterales de las cisteínas. En ambos casos, se observa la completa modificación de 

los 6 residuos de cisteína así como la modificación adicional de la cadena B con 54 (Sección 

Experimental, Figura 86). 

3.1.- Modificación de proteínas con tioésteres del ácido escuárico 57, 60  

Dada la actividad y el interés del mono-tioescuarato 54, se sintetizaron dos derivados 

adicionales: el análogo biotinilado 57 y el compuesto 60 que presenta una azida para su 

posterior modificación mediante reacciones bioortogonales.  

 

Figura 69. Derivados del mono-tioescuarato 54 sintetizados (57, 60).  

En primer lugar se preparó el análogo biotinilado 57. La biotina es una molécula 

importante en aplicaciones de biología molecular debido a su alta afinidad por la 

estreptavidina y la avidina. Esta unión presenta una elevada estabilidad hacia valores 

extremos de calor, pH y proteólisis, lo que permite la captura de moléculas biotiniladas en 

una amplia variedad de entornos. Además esta interacción es fuerte, no covalente y 

reversible, facilitando su posterior liberación.204 La biotinilación de proteínas se utiliza en 

ensayos de movilidad, purificación y adhesión a superficies sólidas al mismo tiempo que 

se emplea para etiquetar moléculas diana con estreptavidina, y para el estudio de 

modificaciones posttraduccionales como la ubiquitinación.205 

La síntesis de 57 comenzó con la activación del ácido de la biotina en forma de éster de 

pentafluorofenilo. La reacción se llevó a cabo en DMF utilizando NEt3 como base y a 

temperatura ambiente, obteniéndose el compuesto deseado con un rendimiento del 61% 

(Esquema 28). A continuación, el éster activado de la biotina se hizo reaccionar en medio 

básico con el compuesto 54 desprotegido y a temperatura ambiente dando lugar al 

compuesto biotinilado 57 que se purificó mediante cromatografía en columna (34%). Este 

bajo rendimiento puede ser ocasionado debido a la presencia de ácido trifluoroacético 

(TFA) residual de difícil eliminación presente en el compuesto 54 desprotegido. En este 
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caso se debería haber añadido mayor cantidad de base (NEt3) para neutralizar el TFA. 

Muestra de ello es la recuperación de parte de la biotina activada 56.  

 

Esquema 28. Esquema de síntesis del compuesto 57. 

Cuando se incubaron 20 eq. del mono-tioescuarato 57 con la insulina, se observó por 

espectrometría de masas un incremento de masa correspondiente a la incorporación de 

una unidad de 57 6187.7, (calcd. para C273H400N68O81S8, [M+H]+ = 6184.71), 

comprobándose que la modificación de la proteína se puede llevar a cabo con análogos 

biotinilados de los derivados de mono-tioescuaratos (Sección Experimental, Figura 87). Se 

exploró también el uso de 57 para la modificación de ubiquitina (Sección Experimental, 

Figura 88) y mioglobina (Figura 70) con conversiones del 45% y 21% respectivamente. 

Figura 70. Modificación de la mioglobina con 20 eq de 57 a pH 6.5 durante 3 h a 37 ºC. Los iones 
moleculares obtenidos tras la deconvolución del espectro de masas corresponden a [M+H]+ = 16951 
(calcd. para C769H1212N210O218S2, [M+H]+ = 16952.00) y [M+H]+ = 17332 (calcd. para 
C785H1231N213O222S4, [M+H]+ = 17330.07). 
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La síntesis del compuesto 60 se llevó a cabo a partir de la reacción de acoplamiento entre 

la cisteamina oxidada y PEG-2 en medio básico a temperatura ambiente durante 4 h 

(Esquema 29). El progreso de la reacción se analizó mediante LC-MS, observándose la 

completa desaparición del ácido de partida y la presencia del compuesto 58 con una masa 

molecular 699.24 (calcd. para C26H50N8O10S2, [M+H]+ = 699.32), el cual se empleó en la 

siguiente reacción sin ser purificado. La reducción del disulfuro 58 resultante mediante 

tratamiento con TCEP proporcionó 59, con una masa molecular de 351.18 (calcd. para 

C13H26N4O5S [M+H]+ = 351.17). Este compuesto se purificó en columna mediante 

cromatografía en fase reversa. Posteriormente, se llevó a cabo la incorporación de dibutil 

escuarato a temperatura ambiente y, tras el análisis por EM tras 21 h de reacción, se 

observó una proporción de compuestos 46:26:28 (59:58:60), lo cual indica que durante el 

transcurso de la reacción se forma de nuevo el compuesto oxidado 58. Al observar la 

presencia de reactivo de partida 59, se añadió mayor cantidad de dibutil escuarato y 

transcurridas 21 h adicionales, se observó la ausencia de 59 y la proporción de la mezcla 

de compuestos cambió 35:65 (58:60). Finalmente, el compuesto esperado 60 se purificó 

en columna mediante cromatografía de fase reversa obteniendo un 58% de rendimiento.  

 

Esquema 29. Esquema de síntesis del compuesto 60. CDI: 1,1´-carbonildiimidazol. 

Una vez sintetizado se exploró la reactividad del tioéster del ácido escuárico 60. El interés 

de esta sonda radica en la presencia de la azida terminal ya que permitiría la 

funcionalización de las proteínas mediante un segundo paso de reacción con alquinos 

convenientemente modificados.  

Los estudios preliminares se realizaron con 5 y 20 eq. de 60 empleando como proteína la 

insulina en una disolución tampón de fosfato 0.1 M a pH 6.5, pero se observó que la 
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modificación avanzaba muy lentamente. Tras una optimización de las condiciones de 

reacción se observó que el uso de 60 eq. a pH 7 permitía obtener la casi completa 

modificación de la proteína al cabo de 140 min. Tras el análisis por EM se detectaron dos 

especies que corresponden a la incorporación de una y dos unidades de compuesto 60 con 

una relación 2.5:1 (Sección Experimental, Figura 89). 

La insulina modificada fue posteriormente conjugada a sondas mediante reacciones 

bioortogonales. En los anteriores apartados se utilizó la cicloadición 1,3-dipolar catalizada 

por cobre (CuAAC). Sin embargo, en el caso de querer aplicar esta metodología en sistemas 

vivos o biomoléculas, los catalizadores de cobre limitan la utilidad de este proceso206 por 

la generación de especies reactivas de oxígenos y nitrógeno y por la toxicidad asociada a 

Cu (I).207 Es por ello, que se decidió explorar el uso de cicloalquinos tensionados, como el 

dibenzociclooctino (DBCO), que reaccionan con azidas sin necesidad de catálisis metálica 

mediante SPAAC. Con esta finalidad se añadieron 2 eq. de DBCO-biotina. Después de 1 

h de reacción a temperatura ambiente, los resultados fueron analizados por EM 

observándose la presencia de dos especies, la insulina mono-modificada con una unidad 

de DBCO-biotina y la doblemente modificada (Figura 71).  

 

Figura 71. Estados individuales de carga detectados e ion molecular obtenido tras la deconvolución 
del espectro. La insulina modificada reaccionó con DBCO-biotina resultando en la formación de 
dos especies que corresponden a la conjugación de la insulina modificada con una ([M+H]+ = 6737.4) 
o dos ([M+H]+ = 7668.3) unidades de DBCO-biotina (calcd. para C302H435N73O87S8, 
[M+H]+=6234.98 calcd. para C347H488N81O97S10, [M+H]+ = 7665.31) El espectro de masas original 
antes de la deconvolución puede verse insertado. 

El mismo procedimiento se aplicó a la ubiquitina, obteniendo la proteína mono-

modificada a las 2 h de reacción con un porcentaje de conversión del 37% y trazas de una 

segunda modificación. Tiempos más largos resultaron en la aparición de productos 

secundarios observándose a las 4 h un 38% de producto mono-modificado junto con un 

8% de proteína doblemente marcada y a las 7 h un 40% de producto mono-modificado 

junto con un 9% de producto doblemente marcado. (Sección Experimental, Figura 90). La 
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ubiquitina modificada fue posteriormente tratada con 5 eq. de DBCO-biotina en una 

disolución tampón de fosfato a pH 7. El análisis de los resultados demostró que tras 1 h 

ya se observaba la completa biotinilación de la ubiquitina previamente modificada (Figura 

72).  

Figura 72. La reacción de cicloadición 1,3-dipolar entre la azida y el ciclooctino funcionalizado 
permite la biotinilación de la ubiquitina de manera específica. El espectro deconvolucionado muestra 
las especies presentes tras la modificación de la proteína con 60 (ubiquitina [M+H]+ = 8566 (calcd. 
para C378H629N105O118S, [M+H]+ = 8565.64) y con una modificación [M+H]+ = 8993 (calcd. para 
C395H653N109O125S2,  [M+H]+ = 8993.77)). Tras la reacción con DBCO-biotina se detecta la 
conjugación de la proteína previamente modificada ([M+H]+ = 9499 (calcd. para C423H681N113O128S3 

[M+H]+ = 9493.96).  

La modificación de 60 se estudió también con la mioglobina. El tratamiento de la proteína 

con 60 eq. de 60 durante 80 min permitió obtener la proteína con una sola modificación y 

un 46% de rendimiento, a pesar del gran número de residuos de lisina en la proteína. A 

tiempos más largos (2 h 25 min) se observa la proteína modificada (47%) y la formación 

de una especie doblemente modificada con un rendimiento del 22% (Figura 73). La 

desaparición completa de la proteína nativa sucede al cabo de 7 h 30 min, observándose 

en estas condiciones la aparición de una tercera población que presenta tres modificaciones 

con un 16% de rendimiento (Sección Experimental, Figura 91). 
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Figura 73. Reacción de modificación de la mioglobina con 60. El espectro deconvolucionado 
muestra la proteína nativa ([M+H]+ = 16950, calcd. para C769H1212N210O128S2 [M+H]+ = 16952) y 
la modificada con una unidad de 60 (80 min, 46%, ([M+H]+ = 17364, calcd. para 
C786H1236N214O225S3 [M+H]+ = 17380.14). El espectro deconvolucionado (2 h 25 min) muestra la 
formación de una segunda especie doblemente modificada ([M+H]+ = 17781, calcd. para 
C803H1260N218O232S4 [M+H]+ = 17809.28).  

Así pues, los tioésteres desarrollados 57 y 60 permiten una fácil modificación de las 

proteínas presentando una elevada selectividad para la formación de especies mono 

modificadas. Además, permiten su posterior modificación mediante reacciones de tipo 

click con por ejemplo DBCO-biotina. En futuros estudios se va a confirmar que la 

especificidad mostrada por los tioésteres descritos es también selectiva para el extremo N-

terminal. Estudios previos realizados con el tioescuarato simple 54 e insulina así lo indican. 

Además se van a realizar estudios de reactividad de los tres tipos de derivados estudiados: 

el dibutil escuarato, el di-3-butino escuarato (41) y los tioésteres 57 y 60 con péptidos de 

pequeño tamaño, análogos a los descritos para 41 (Figura 55 y Tabla 16) para comparar su 

cinética de reacción y selectividad frente a la presencia de lisinas internas. 

Las proteínas modificadas son herramientas esenciales para estudiar la función de 

proteínas, preparar conjugados terapéuticos o construir nuevos materiales. Este tipo de 

bioconjugados necesitan ser preparados mediante reacciones quimioselectivas y 

bioortogonales. Los métodos más comúnmente usados se basan en la reactividad de las 

cadenas laterales de lisina y cisteína, aunque suele resultar en mezclas heterogéneas de 

proteínas marcadas. Otras aproximaciones se basan en la introducción de amino ácidos no 

naturales y su posterior modificación con reacciones bioortogonales o en la introducción 

de secuencias peptídicas que son reconocidas por enzimas. Aunque son métodos muy 

selectivos y compatibles con células vivas, requieren de compleja ingeniería genética para 

introducir los aminoácidos no naturales o las secuencias sustrato. Estos últimos años está 

creciendo el interés por desarrollar métodos específicos que actúen sobre el residuo α-

amina del extremo N-terminal.  
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Algunos métodos previos requieren largos tiempos de reacción, elevados excesos de 

reactivos o requieren varios pasos para la modificación final de las proteínas. Por ejemplo, 

la acilación con ésteres activados de N-hidroxisuccinimida (NHS) proporciona mezclas 

heterogéneas debido a la fácil modificación de hidroxilos y lisinas internas.209 El 

acoplamiento oxidativo de o-aminofenoles al extremo N-terminal es una reacción rápida y 

eficiente cuando el residuo N-terminal es una prolina pero moderada en los otros casos. 

Además, el método no es compatible con la presencia de cisteínas no protegidas.147 Otros 

métodos como la transaminación requieren dos pasos y no puede ser aplicado a proteínas 

que contienen residuos de His, Lys, Trp, Pro o Gln.145 El uso de cetenas proporciona una 

selectividad elevada para el extremo N-terminal, aunque moderada si se trata de los 

residuos de Lys, Cys, Arg o His y requiere de largos tiempos de reacción132 al igual que la 

técnica basada en la aminación reductora.134 

En este capítulo se ha explorado el uso de derivados del ácido escuárico para la 

modificación de proteínas, con selectividad en el extremo N-terminal. En concreto se ha 

explorado el uso de dibutil escuarato y el di-3-butinil escuarato (41). Mientras el primero 

permite la modificación de la proteína en dos pasos utilizando reactivos comerciales, el 

segundo permite la modificación posterior mediante reacciones de tipo click. Además, su 

elevada reactividad, probablemente debido una mejor solubilidad en el tampón de 

reacción, permite la modificación de péptidos y proteínas de manera rápida aunque esto 

puede afectar en algunos casos a la selectividad observada. En una segunda parte, se han 

explorado tioésteres del ácido escuárico como nuevas herramientas para la modificación 

de proteínas. Los compuestos diseñados y sintetizados 54, 57, 60 presentan una menor 

reactividad, comparado con el éster del ácido escuárico 41, lo que permite modular y 

controlar la formación de proteínas mono-modificadas. Serán necesarios estudios 

adicionales para determinar y comparar la reactividad de los compuestos utilizados en este 

capítulo. Además, serán requeridos estudios de digestión y análisis MS/MS de proteínas 

modificadas para confirmar que tanto 54 como 60 muestran una preferencia para el grupo 

N-terminal parecida a la mostrada por los diésteres dibutil escuarato y di-3-butinil 

escuarato 41. 
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Las principales conclusiones del capítulo 2 de la presente tesis son las siguientes:  

 Como primera aproximación, se ha estudiado la modificación de proteínas 

empleando los diésteres del ácido escuárico dibutil escuarato y di-3-butin 

escuarato (41), los cuales permiten una rápida modificación de péptidos y 

proteínas. Mientras el primero permite la modificación de la proteína en dos 

pasos utilizando reactivos comerciales, el segundo permite la modificación 

posterior mediante reacciones de tipo click. Se ha comprobado que la 

modificación se produce de manera mayoritaria en el extremo N-terminal 

mediante estudios de transaminación, digestión a través de la endoproteinasa 

Glu-C y estudios de fragmentación MS/MS. En proteínas de mayor tamaño 

que la insulina, como la ubiquitina o mioglobina con elevada presencia de lisinas 

internas, la selectividad disminuye. Por este motivo se exploraron tioésteres del 

ácido escuárico como alternativa al uso de diésteres del ácido escuárico para la 

modificación selectiva de proteínas. 

 Los nuevos tioésteres sintetizados 54, 57, 60 presentan una menor reactividad 

comparada con los diésteres del ácido escuárico, lo cual permite modular y 

controlar la formación de proteínas mono-modificadas. De entre estos 

compuestos destaca el tioéster del ácido escuárico 60. Su interés radica en la 

presencia de la azida terminal ya que permite la funcionalización de las proteínas 

mediante un segundo paso de reacción con alquinos convenientemente 

modificados.  

Así, pues en este segundo capítulo se ha explorado el uso de esteres y tioésteres del ácido 

escuárico para la modificación selectiva de proteínas en condiciones suaves (en disolución 

acuosa y a temperatura ambiente) empleando tiempos de reacción cortos y dos simples 

pasos de bioconjugación. El primer paso consiste en la incorporación a la proteína de 

tioésteres del ácido escuárico de síntesis sencilla y el segundo permite la posterior 

modificación mediante una reacción de tipo click incorporando nuevas funcionalidades 

con la intención de mejorar o conceder propiedades nuevas o facilitar el estudio de su 

función e interacciones. Este nuevo método permite la modificación específica y completa 

de proteínas de manera mayoritaria en el extremo N-terminal. Algunos métodos de 

modificación de proteína descritos en la literatura requieren largos tiempos de reacción, 

elevados excesos de reactivos, varios pasos para la modificación final de las proteínas y 

modificación inespecífica de varios residuos de lisina. Por tanto este nuevo método de 

modificación de proteínas complementa y supera algunas de las limitaciones de los 
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métodos existentes por lo que amplía el abanico de herramientas disponibles en este 

campo.  
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1.- Síntesis y caracterización de productos 

1.1.- Consideraciones generales 

Todos los productos químicos utilizados proceden de las casas comerciales Sigma Aldrich, 

TCI Europe, Fluka, Alfa Aesar, Merck Chemicals y Acros Organics. Los disolventes 

empleados proceden de Carlo Erba y Panreac. Los disolventes anhidros se obtuvieron 

mediante purificación través de una columna de alúmina activada en un sistema de 

purificación de disolventes (SPS). Para los análisis mediante HPLC y UPLC-TOF se 

utilizaron disolventes de grado HPLC. La proteasa empleada en la digestión de las 

proteínas procede de la casa comercial Sigma Aldrich: endoproteinasa Glu-C procedente 

de Staphylococcus aureus V8. La quimotripsina empleada en la digestión peptídica procede de 

la casa comercial Sigma Aldrich: α–Quimotripsina del páncreas bovino.  

Las reacciones de síntesis de los compuestos fueron monitorizadas mediante análisis por 

cromatografía en capa fina (CCF). Se utilizaron láminas de aluminio recubiertas con 

ALUGRAM® SIL G / UV254 (0.2 mm de espesor, Macherey-Nagel). Como agente de 

visualización se empleó luz ultravioleta (UV) a λ=254 nm o las siguientes disoluciones de 

revelado: 

Disolución de ácido fosfomolíbdico. Se disuelven 100 mL de la disolución preparada de 

ácido fosfomolíbdico al 20 % (20 g /100 mL en etanol) en 100 mL de etanol.  

Disolución de ninhidrina. Se disuelven 0.2 g de ninhidrina en 100 mL de etanol absoluto.  

La cromatografía en columna flash se llevó a cabo con los disolventes indicados en la 

sección experimental (apartados 1.2, 1.3) utilizando como fase estacionaria gel de sílice 

“flash-grade” de 60 Å (37-70 µm). Las separaciones se llevaron a cabo manualmente 

utilizando columnas de vidrio de diferentes tamaños o bien empleando Isolera Biotage 

Prime con el cartucho y gradiente de disolvente indicados en el procedimiento 

experimental (apartados 1.2, 1.3, 1.4).     

Los espectros de RMN fueron registrados a temperatura ambiente en un equipo Varian 

Mercury 400 utilizando como disolventes CDCl3, CD3OD y DMSOd6. La calibración se 

realizó tomando como referencia el pico del disolvente correspondiente. Los 

desplazamientos químicos (δ) se expresan en partes por millón (ppm) en relación con la 

señal del disolvente y las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertzios (Hz). Las 

multiplicidades observadas en la asignación de señales aparecen en el texto de la siguiente 

manera: s (singulete), d (doblete), dd (doble doblete), ddd (doblete de dobletes de dobletes), 
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t (triplete), td (triple doblete), tap (triplete aparente), q (cuartete), m (multiplete), br (señal 

amplia), tap (triplete aparente). 

Las reacciones con irradiación de microondas se llevaron a cabo en un reactor CEM 

Discover Focused™. El instrumento consiste en un sistema de suministro continuo de 

energía de microondas enfocada con una potencia de salida seleccionable por el operador 

de 0 a 300 W. Las reacciones se realizaron en recipientes de vidrio de 10 ml sellados con 

septum. La temperatura del contenido del recipiente se controló utilizando un sensor de 

infrarrojo (IR) y la temperatura indicada corresponde a la temperatura máxima alcanzada 

durante cada experimento. El contenido de los recipientes se agita por medio de una placa 

magnética giratoria ubicada debajo de la cavidad del microondas y una barra de agitación 

magnética recubierta de teflón en el recipiente. El tiempo especificado corresponde al 

tiempo total de irradiación. El enfriamiento eficiente se logra por medio de aire presurizado 

durante todo el experimento. Los perfiles de temperatura, presión y potencia se 

monitorizaron utilizando el software disponible comercialmente proporcionado por el 

fabricante del microondas. 

Las reacciones de los compuestos derivados de ácido escuárico con los diferentes péptidos 

fueron monitorizadas mediante HPLC. Se utilizó un equipo Waters 2695 acoplado a un 

detector de fotodiodos utilizando una columna de fase reversa C18 (Bridge C18 3.5 µm, 

4.6x100 mm columna). La detección por UV se realizó a 220 nm y el gradiente empleado 

fue de acetonitrilo (ACN) (0.036% de ácido trifluoroacético TFA) en H2O (0.045% TFA) 

en 8 min desde 5% a 70% a un flujo de 1 mL/min. El volumen de inyección de muestra 

fue de 5 µL.  

Las reacciones de los compuestos derivados de ácido escuárico con las diferentes proteínas 

fueron monitorizadas mediante UPLC-TOF y HPLC-MS. Los análisis de espectrometría 

de masas se registraron en el equipo UPLC Acquity acoplado a un espectrómetro de masas 

con un detector de tiempo de vuelo Premier LCT (Waters) utilizando la técnica de 

ionización por electrospray (ESI). Los datos fueron adquiridos en ESI positivo. Las 

muestras, con un volumen de inyección de 10 µL, se analizaron en una columna C18 

(Acquity UPLC® BEH C18 1.7 µm, 2.1 x 100 mm columna) donde la fase móvil utilizada 

es una mezcla de ACN (0.076 % de ácido fórmico)/H2O (0.076 % de ácido fórmico) en 

un gradiente de 5 a 100% de ACN en agua durante 8 min. Las relaciones m/z se muestran 

en unidades de masa atómica.  
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La adquisición de espectros de los péptidos modificados para determinar la selectividad 

N-terminal vs el grupo ε-amino, se realizó mediante un espectrómetro de masas MALDI-

TOF/TOF (AutoFLEX III, Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) equipado con un láser 

de N2 pulsado (337 nm) en modo reflector positivo con un voltaje de aceleración de 19 

kV. Los espectros fueron adquiridos como la suma de 200 disparos con una frecuencia de 

200 Hz y el rango de masa utilizado para el análisis fue de 600-2500 Da. La matriz (10 

mg/mL ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (HCCA) en ACN/H2O 2:1 0.1%TFA) se mezcló 

con la muestra (µM) en proporción 1:1, a continuación se depositó 1 µL de la mezcla en la 

placa y se dejó secar.  

1.2.- Síntesis de nuevos inhibidores de Atg4B 

1.2.1.- Síntesis de la imina simétrica NSC43949 
 

 

2,2'-((1E,11E)-2,5,8,11-tetraazadodeca-1,11-dieno-1,12-diilo)difenol (NSC43949). En 

la síntesis de este compuesto, los reactivos comerciales aldehído salicílico (436.3 µL ,4.09 

mmol) y trietilentetramina (306.1 µL, 2.05 mmol) se disolvieron en 5 mL de metanol. 

Después del calentamiento a reflujo (70 ºC) durante 3 h, se eliminó el disolvente mediante 

presión reducida y se adicionó CH2Cl2 (x3) con la finalidad de extraer las fases orgánicas y 

secarlas sobre Na2SO4 anhidro. Finalmente, el disolvente se evaporó a presión reducida y 

se obtuvo el compuesto como un sólido amarillo (286.4 mg, 0.8 mmol, 40 %). ¹H RMN 

(400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 8.22 (s, 2H), 7.59-6.68 (m, 8H), 3.41 (d, J=4 Hz, 4H), 2.95 

(m, 4H), 2.65 (m, 4H). HRMS: (m/z) calcd. para C20H26N4O2: 355.2134 [M+H]+, 

encontrada 355.2166 [M+H]+. Imina-aminal: ¹H RMN (Se han encontrado picos 

importantes: imina [8.22 (s, 2H)], aromáticos [7.59-6.68 (m, 12H)], 3.57 (m, 4H). HRMS: 

(m/z) calcd. para C27H30N4O3: 459.2396 [M+H]+, encontrada 459.2426 [M+H]+. 
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1.2.2- Síntesis de NSC611216 y su regioisómero 

 Vía de síntesis 1 

 
Esquema 30. Esquema de síntesis de los compuestos 14 y 15 mediante la vía de síntesis 1. 

2-hidroxi-5-nitro-1H-benzo[de]isoquinolina-1,3(2H)-diona. 

Dicha síntesis se inició a partir del anhídrido 3-nitro-1,8-naftálico 

disponible comercialmente. Se preparó una disolución del anhídrido 

3-nitro-1,8-naftálico (1 g, 4.11 mmol), clorhidrato de hidroxilamina 

(342.9 mg, 4.93 mmol) y acetato de sodio (404.4 mg, 4.93 mmol) en 15 mL de agua 

destilada. La mezcla de reacción se calentó con agitación a 80 °C durante 3 h. El producto 

se aisló por filtración y se lavó con agua. El crudo sólido de color marrón pálido resultante 

se utilizó en la siguiente reacción sin ninguna manipulación adicional (1.0 g, 3.89 mmol, 

95%). ¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 10.98 (s, 1H), 9.50 (d, J=2.4 Hz 1H), 

8.97 (d, J=2.4 Hz, 1H), 8.79 (d, J=8 Hz, 1H), 8.70 (d, J=7.2 Hz, 1H), 8.07 (t, J=7.2 Hz, 

1H). 13C RMN (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 160.1, 159.6, 145.7, 136.4, 133.9, 130.8, 

129.8, 129.2, 128.3, 124.2, 122.8, 122.7. HRMS: (m/z) calcd. para C12H6N2O5: 257.0198 

[M-H]-, encontrada 257.0211 [M-H]-. 

2-(2,6-dinitrofenoxi)-5-nitro-1H-benzo[de]isoquinolina-1,3(2H)-diona (12). Una 

disolución de la diona anterior (700 mg, 2.71 mmol), Na2CO3 

(151.6 mg, 1.43 mmol) y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (645.6 mg, 

3.19 mmol) en 40 mL de agua destilada, se calentó a reflujo. La 

disolución de color anaranjada adquirió con el transcurso del 

tiempo una tonalidad marrón pálido. Tras 2 h, el material de 

partida se consumió (según se verificó mediante CCF) y el matraz 
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se dejó enfriar por debajo de 50 °C y se filtró. El material resultante se lavó con H2O y se 

redisolvió en metanol calentando durante 2 h a reflujo para eliminar el exceso de 1-cloro-

2,4-dinitrobenceno. Posteriormente, se dejó enfriar, el precipitado se filtró en placa 

filtrante lavando con metanol frío y se secó para obtener un producto de color marrón 

rojizo (930 mg, 2.19 mmol, 81%).4 ¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 9.60 (s, 

J=2.3 Hz, 1H), 8.98 (dd, J=12.3, 2.5 Hz, 2H), 8.89 (d, J=8 Hz, 1H), 8.74 (dd, J=7.4, 1.1 

Hz, 1H), 8.63 (m, 1H), 8.44 (dd,  J=9.3, 2.7 Hz, 1H), 8.16-8.10 (m, 2H). 13C RMN (101 

MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 159.2, 158.8, 155.0, 145.8, 142.9, 137.3, 136.7, 134.5, 130.7, 

130.5, 129.8, 129.6, 129.3, 124.6, 123.3, 123.1, 122.1, 116.6. HRMS: (m/z) calcd. para 

C18H8N4O9: 423.0213 [M-H]-, encontrada 423.0250 [M-H]-. 

 
4-Nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona y 7-Nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (14, 15).  

Se añadió NaOH (75.5 mg, 1.89 mmol) a una disolución de 4 mL de agua destilada y 10 

mL de EtOH (H2O:EtOH, 2:5)5 y seguidamente se adicionó 12 (200 mg, 0.47 mmol). La 

mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 16 h. Tras este tiempo, aproximadamente 

el 50% del disolvente se evaporó. Posteriormente se añadió agua destilada (6 mL) a la 

disolución restante. La mezcla de reacción se filtró y el precipitado se desechó. Al filtrado 

se añadió una disolución de HCl 1N con la finalidad de ajustar el pH a 2-3 y posteriormente 

dicha mezcla se calentó a 70 °C durante 2 h. A continuación, se extrajo directamente el 

filtrado con clorobenceno (x3)5. Posteriormente, las fases orgánicas se juntaron y se 

secaron sobre Na2SO4 anhidro y el disolvente se eliminó bajo presión reducida dando lugar 

a un sólido anaranjado (66.8 mg, 0.31 mmol, 66%) como una mezcla de regiosiómeros 4-

Nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (15) y 7-Nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (14) en una 

proporción 2:1 respectivamente determinado por RMN.  

Rendimiento global: (0.95 x 0.81 x 0.66) x 100 = 50.8% 

Con la finalidad de incrementar el rendimiento total de esta síntesis, se exploró otro 

procedimiento experimental.  
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 Vía de síntesis 2 

 

Esquema 31. Esquema de síntesis de los compuestos 14 y 15 mediante la vía de síntesis 2.  

 

p-toluensulfonato de 5-nitro-1,3-dioxo-1H-

benzo[de]isoquinolin-2(3H)-ilo (13). El reactivo 

comercial anhídrido 3-nitro-1,8-naftálico (500 mg, 2.06 

mmol) y el clorhidrato de hidroxilamina (142.9 mg, 2.06 

mmol) se disolvieron en 7 mL de piridina. La mezcla de 

reacción resultante se calentó a reflujo durante 1 h. A 

continuación, la reacción se enfrió a temperatura ambiente y entonces se añadió el cloruro 

de p-toluensulfonilo (784 mg, 4.11 mmol). La mezcla de reacción se calentó a reflujo 

durante 2 h adicionales, y tras este tiempo, se enfrió a temperatura ambiente, se vertió en 

agua con hielo (50 mL) y se agitó hasta la aparición de un precipitado. El precipitado se 

filtró y se lavó con agua fría y con NaHCO3 saturado para dar lugar al compuesto deseado 

como un sólido amarillento con un rendimiento cuantitativo (830 mg, 2.06 mmol, 100%). 

1H RMN (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 9.30 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.81 (d, J=8.4 Hz, 1H), 

8.52 (d, J=8.3 Hz, 1H), 8.0 (m, 3H), 7.44 (m, 2H), 2.52 (s, 3H). 13C RMN (101 MHz, 

CDCl3) δ (ppm): 159.0, 158.4, 147.0, 146.5, 136.9, 135.7, 133.7, 132.0, 131.5, 130.2, 130.1, 

129.6, 129.5, 125.4, 124.1, 122.9, 22.1. HRMS: (m/z) calcd. para C19H12N2O7S [M+H]+: 

413.0443, encontrada 413.0409. 
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4-nitrobenzo[cd]indol-2 (1H)-ona (15) y 7-nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (14). El 

compuesto 13 (778 mg, 1,89 mmol) se disolvió en etanol (5 mL) y H2O (4 mL) y se añadió 

una disolución acuosa de hidróxido de sodio (2.7 M, 3 mL) a temperatura ambiente. La 

mezcla resultante se calentó a reflujo durante 1 h mientras se destilaba etanol. Cuando el 

análisis por capa fina mostró la finalización de la reacción, la mezcla se enfrió y se añadió 

gota a gota ácido clorhídrico concentrado hasta que se formó un precipitado amarillo. Tras 

enfriar a temperatura ambiente, el precipitado se recogió por filtración y se lavó con agua, 

dando lugar a una mezcla de 4- y 7-nitrobenzo [cd] indol-2 (1H) -ona (390 mg, 1.82 mmol, 

97%) en una proporción 2:1 determinado por RMN. 4-Nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona 

(15).¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 11.14 (s, 1H), 9.21 (d, J=1.6 Hz, 1H), 

8.59 (d, J=1.6 Hz, 1H), 7.86 (d, J=8.5 Hz, 1H), 7.67 (dd, J=8.5, 7.2 Hz, 1H), 7.19 (d, J=7.1 

Hz, 1H); 7-Nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (14). ¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ 

(ppm): 11.14 (s, 1H), 8.73 (d, J=1.5 Hz, 1H), 8.48 (d, J=8.1 Hz, 1H), 8.24 (d, J=7.0 Hz, 

1H), 7.98 (dd, J=8, 7.5 Hz, 1H), 7.58 (d, J=1.6 Hz, 1H). HRMS: (m/z) calcd. para 

C11H6N2O3 [M-H]: 213.0300, encontrada 213.0344. 

Rendimiento global: (1 x 0.97) x 100 = 97% 

 

Esquema 32. Esquema de síntesis de los compuestos 18 y NSC611216.  
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4-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (17) y 7-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (16). 

Inicialmente el SnCl2 (2.6 g, 13.89 mmol) se disolvió en HCl (37%, 14 mL) y H2O (5 mL). 

A esta disolución, se añadió lentamente una mezcla de 4-nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona 

(15) y 7-nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (14) (700 mg, 3.27 mmol). La mezcla resultante se 

calentó a 50 ºC durante 4 h y la reacción se siguió mediante cromatografía en capa fina. 

Posteriormente, se enfrió la mezcla a 0 ºC y la reacción se basificó mediante la adición de 

una disolución acuosa de NaOH 6 M. La mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo 

(x3). Las fases orgánicas se secaron sobre MgSO4 y se concentraron a presión reducida 

para proporcionar una mezcla 2:1 de 4- y 7-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (540 mg) que 

se separó por cromatografía en fase normal (Isolera Biotage, Cartucho SNAP KP-Sil 25 g, 

eluyente CH2Cl2/MeOH (de 98:2 a 97:3), dando lugar al compuesto 17 puro (103.6 mg, 

0.56 mmol) y 16 (56.2 mg, 0.31 mmol), junto con una mezcla de ambos (369.1 mg, 2.00 

mmol) con un rendimiento total del 88%. 4-aminobenzo[cd]indol-2(1H) -ona (17). 1H 

RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 7.50 (d, J=1.6 Hz, 1H), 7.31 (m, 2H), 7.23 (d, J=1.5 

Hz, 1H), 6.73 (dd, J=6.0, 1.4 Hz, 1H). 13C RMN (101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 172.3, 

151.0, 138.7, 132.1, 130.0, 128.9, 121.0, 120.0, 115.9, 113.3, 104.7. HRMS: (m/z) calcd. 

para C11H8N2O [M+H]+: 185.0715, encontrada 185.0702; 7-aminobenzo[cd]indol-

2(1H)-ona (16). ¹H RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 7.75 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.67 

(d, J=6.8 Hz, 1H), 7.57 (dd, J=8.1, 7.1 Hz, 1H), 6.65 (d, J=1.4 Hz, 1H), 6.62 (d, J=1.4 Hz, 

1H). 13C RMN (101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 173.0, 150.7, 139.7, 132.5, 129.9, 129.7, 

127.5, 122.5, 120.2, 101.8, 100.1. HRMS: (m/z) calcd. para C11H8N2O [M+H]+ : 

185.0715, encontrada 185.0712. 
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4-((3-cloro-2-hidroxipropil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (NSC611216) y 7-((3-

cloro-2-hidroxipropil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (18). A una disolución de 

LiClO4 (101.7 mg, 0.96 mmol) y (±) epiclorohidrina (22.1 mg, 0.24 mmol) en ACN (2 mL), 

se añadió una mezcla de anilinas 16 y 17 (44 mg, 0.24 mmol) y se agitó bajo irradiación de 

microondas durante 60 min (150 °C, 150 PSI, 150W). La mezcla de reacción se diluyó con 

agua y se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases orgánicas combinadas se secaron sobre 

MgSO4, se filtraron y se concentraron a presión reducida, dando lugar al crudo de reacción 

el cual se purificó en columna cromatográfica utilizando una proporción de disolventes 

CH2Cl2/MeOH (de 99:0 + 1% NEt3 a 95:5 + 1% NEt3) obteniéndose así el compuesto 

NSC611216 (18 mg, 28%) y 18 (10 mg, 15%). NSC611216: ¹H RMN (400 MHz, 

CD3OD) δ (ppm): 7.53 (d, J=1.7 Hz, 1H), 7.39-7.30 (m, 2H), 7.14 (d, J=1.7 Hz, 1H), 6.73 

(dd, J=5.3, 2.2 Hz, 1H), 4.09 (m, 1H), 3.77-3.64 (dq, J=11.2 Hz, 3.2 Hz, 2H), 3.51 (dd, 

J=7.6 Hz, 5.2 Hz, 1H), 3.33 (m, 1H). 13C RMN (101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 175.5, 

151.6, 138.7, 132.3, 130.1, 129.0, 120.7, 120.1, 115.4, 109.3, 104.5, 70.8, 48.3, 48.1. HRMS: 

(m/z) calcd. para C14H13ClN2O2 [M+H]+: 277.0587, encontrada 277.0280; 18: ¹H RMN 

(400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 7.38 (d, J=1.0 Hz, 1H), 7.31 (d, J=1.7 Hz, 1H), 6.96 (d, 

J=1.7 Hz, 1H), 6.77 (dd, J=5.9, 1.7 Hz, 2H), 4.59 (br s, 1H), 4.31(m, 1H), 3.80-3.64 (m, 

2H), 3.51 (dd, J=13.4, 5.2 Hz, 1H), 3.35 (m, 1H). 13C RMN (101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 

172.3, 151.6, 138.7, 132.3, 130.1, 128.9, 120.6, 120.1, 115.4, 109.3, 104.5, 78.8, 48.1, 47.9. 

HRMS: (m/z) calcd. para C14H13ClN2O2 [M+H]+ : 277.0744, encontrada 277.0765.  
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1.2.3- Síntesis de análogos de NSC611216 

 
Esquema 33. Esquema de síntesis de los compuestos 21 (A) y 24 (B). 

 

6-nitrobenzo[cd]indo1-2(1H)-ona (19). Sobre una disolución de 

benzo[cd]indol-2(1H)-ona (500 mg, 3 mmol) en 5 mL de ácido acético 

glacial, se añadió gota a gota una disolución de ácido nítrico al 70% (171 µL, 

3.84 mmol). La mezcla de reacción se calentó a 50 ºC durante 1.5 h y luego 

se enfrió a temperatura ambiente. La suspensión verdosa resultante se filtró, 

se lavó con ácido acético acuoso al 50% y se secó. El sólido obtenido se disolvió en 7 mL 

de MeOH y se calentó a reflujo durante 4 h (la mezcla resultante adquirió una tonalidad 

naranja) y posteriormente se enfrió a 0 °C. Finalmente, la mezcla se filtró, se lavó con 

MeOH frío y se secó a presión reducida para proporcionar un material crudo de color 

naranja (700 mg) el cual se utilizó en la siguiente reacción sin ninguna purificación 

adicional. 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) (ppm): 9.07 (d, J=8.5 Hz, 1H), 8.62 (d, J=8.1 
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Hz, 1H), 8.18 (d, J=7.0 Hz, 1H), 7.98 (dd, J=8.6, 7.0 Hz, 1H), 7,02 (d, J=8.0 Hz, 1H); 

HRMS: (m/z) calcd. para C11H6N2O3 [M-H]-: 213.0300 encontrada 213.0341. 

 

6-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (20). El crudo 19 (171 mg, 0.8 

mmol) se añadió lentamente a una disolución de SnCl2 (645 mg, 3.40 mmol) 

en HCl (37%, 4 mL) y agua (1.5 mL). La mezcla de reacción se agitó a 50 

°C durante 4 h. Posteriormente se enfrió a 0 °C y se basificó hasta pH 10 

mediante la adición de una solución acuosa de NaOH 6M. Seguidamente el 

material crudo se filtró a través de celite, se extrajo con acetato de etilo (x3), las fases 

orgánicas se secaron sobre MgSO4 y se evaporó el disolvente en el rotavapor obteniéndose 

el compuesto deseado (147 mg, 0.978 mmol, 100%). ¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ 

(ppm): 10.87 (br s, 1H), 8.32 (d, J=8.2 Hz, 1H), 8.09 (d, J=6.9 Hz, 1H), 7.91 (dd, J=8.3, 

7.0 Hz, 1H), 7.41 (d, J=7.4 Hz, 1H), 6.97 (d, J=7.5 Hz, 1H). 13C RMN (101 MHz, DMSO-

d6) δ (ppm): 168.6, 137.2, 131.5, 129.4, 127.1, 125.9, 124.8, 123.4, 123.3, 122.2, 105.9; 

HRMS: (m/z) calcd. para C11H8N2O [M+H]+: 185.0715, encontrada 185.0689. 

 

6-((3-cloro-2-hidroxipropil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (21). 

La anilina 20 (40 mg, 0.22 mmol) se adicionó a una disolución que 

contenía LiClO4 (76.7 mg, 0.72 mmol) y (±)-epiclorohidrina (20 mg, 0.22 

mmol) en etanol (2 mL). La mezcla resultante se calentó a 80 °C durante 

16 h. Transcurrido este tiempo, se añadió otro eq. de (±)-epiclorhidrina 

y la reacción se calentó durante 24 h adicionales. Finalmente, se añadió 

agua (2 mL) y la mezcla de reacción se extrajo con acetato de etilo (x3). 

Las fases orgánicas se lavaron con salmuera y se eliminó el disolvente en el rotavapor. El 

residuo resultante se purificó mediante columna cromatográfica (CH2Cl2/MeOH, con un 

gradiente desde 0% a 10% de metanol) dando lugar al compuesto 21 (12.6 mg, 0.045 mmol, 

21%) junto con material de partida sin reaccionar (22.4 mg, 0.122 mmol, 54%). ¹H RMN 

(400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 8.33 (d, J=8.2 Hz, 1H), 8.05 (d, J=7.0 Hz, 1H), 7.72 (dd, 

J=8.2, 7.0 Hz, 1H), 6.89 (d, J=7.7 Hz, 1H), 6.52 (d, J=7.6 Hz, 1H), 4.17 (m, 1H), 3.51-3.99 

(m, 4H), 3.36 (s, 1H). 13C RMN (101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 171.5, 165.0, 128.31, 

128.1, 127.5, 125.3, 123.3, 110.4, 105.7, 105.0, 70.5, 49.3, 48.2, 37.0. HRMS: (m/z) calcd. 

para C14H13ClN2O2 [M+H]+: 277.0744, encontrada 277.0737. 
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5-nitro-1H-benzo[de]isoquinolina-1,3(2H)-diona (22). A una 

disolución de anhídrido 3-nitro-1,8-naftálico disponible 

comercialmente (560 mg, 2.30 mmol) en H2O (10 mL) se añadió 

hidróxido de amonio (448 µL) y la mezcla de reacción se calentó a 

reflujo durante 4 h. Posteriormente, la mezcla se enfrió a 0 ºC y el precipitado obtenido se 

recogió por filtración y se lavó con agua fría y etanol. El sólido se secó al vacío para dar el 

producto esperado que se utilizó en la siguiente reacción sin purificación adicional (486.7 

mg, 2.01 mmol, 87%). ¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) (ppm): 12.03 (br s, 1H), 9.43 

(d, J=2.4 Hz, 1H), 8.87 (d, J=2.3 Hz, 1H), 8.74 (d , J=8,3 Hz, 1H), 8.60 (dd, J=7.2, 1.1 Hz, 

1H), 8.02 (t, J=7,5 Hz, 1H). 13C RMN (101 MHz, DMSO-d6) (ppm): 163.5, 162.9, 145.8, 

136.3, 133.1, 131.1, 130.8, 129.7, 129.1, 124.5, 123.0, 122.2. HRMS: (m/z) calcd. para 

C12H6N2O4 [M-H]-: 241.0249, encontrada 241.0219. 

 

5-Amino-1H-benzo[de] isoquinolina-1,3(2H)-diona (23). El 

compuesto 22 (300 mg, 1.24 mmol) se añadió lentamente como un 

sólido a una disolución de SnCl2 (998 mg, 5.26 mmol) en HCl (37%, 

12 mL) y agua (5 mL). La mezcla de reacción se calentó a 50 ºC hasta 

completar la reacción. Tras enfriar la mezcla a 0 ºC, la reacción se basificó hasta pH 10 

añadiendo una disolución de NaOH 6M. La amina deseada se extrajo con acetato de etilo 

(x3). Los extractos orgánicos se secaron (MgSO4) y se concentraron a vacío para 

proporcionar el compuesto 23 (283 mg, 100%). ¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ 

(ppm): 11.53 (br s, 1H), 8.0 (d, J=7.7 Hz, 2H), 7.89 (d, J=2.3 Hz, 1H), 7.58 (t, J=7.7 Hz, 

1H), 7.26 (d, J=2.3 Hz, 1H), 5.95 (s, 2H). 13C RMN (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 

164.5, 164.3, 147.7, 133.8, 131.5, 126.8, 124.7, 123.1, 122.2, 121.8, 121.0, 111.7. HRMS: 

(m/z) calcd. para C12H8N2O2 [M + H]+ : 213.0664, encontrada 213.0647. 

 

5-((3-cloro-2-hidroxipropil)amino)-1H-

benzo[de]isoquinolina-1,3(2H)-diona (24). Se preparó 

una disolución de (±)-epiclorhidrina (36.8 µL, 0.47 mmol) 

en DMF (1 mL) a la cual se añadió LiBr (5% mol, 0.0235 

mmol) y a continuación la anilina 23 (100 mg, 0.47 mmol). 

La mezcla se calentó a 100 ºC durante la noche. Transcurrido este tiempo, la mezcla de 

reacción se diluyó con agua y se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases orgánicas 
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combinadas se secaron sobre MgSO4, se filtraron y se concentraron a vacío para dar un 

producto crudo, el cual se purificó por columna cromatográfica (Isolera Biotage, SNAP 

Cartucho KP-C18-HS 12 g, utilizando como eluyentes agua + 0.1% HCOOH/ACN + 

0.1% HCOOH (con una proporción 90:10 a 80:20) para proporcionar el compuesto 

deseado (16 mg, 0,057 mmol, 12%). ¹H RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 8.20 (dd, 

J=7.1, 0.8 Hz, 1H), 8.04 (d, J=2.3 Hz, 1H), 7.99 (d, J=8.0 Hz, 2H), 7.60 (t, J=7.5 Hz, 1H), 

7.37 (d, J=2.2 Hz, 1H), 4.45-4.37 (m, 1H), 4.26-4.15 (m, 2H), 3.72-3.57 (ddd, J=30.6, 11.3, 

4.2 Hz, 2H). 13C RMN ( 101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 166.4, 166.2, 148.9, 135.3, 133.1, 

128.0, 127.7, 124.1, 123.4, 123.3, 123.1, 114.7, 70.3, 48.5, 44.6. HRMS: (m/z) calcd. para 

C15H13ClN2O3 [M+H]+: 305.0693, encontrada 305.0613. 

 

Procedimiento general para la síntesis de derivados de aminobenz[cd]indol-2(1H)-

ona. 

Inicialmente se preparó una disolución de LiClO4 (4 eq.) y el correspondiente epóxido (1.5 

eq.) en EtOH y dicha disolución se adicionó a una mezcla 2:1 de 4 y 7 

aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (17 y 16, 1 eq.). La mezcla resultante se calentó a 80 °C 

durante 16 h. Posteriormente el disolvente se eliminó bajo presión reducida y el residuo 

resultante se purificó por columna cromatográfica con una mezcla de disolventes 

CH2Cl2/MeOH como eluyentes. Alternativamente, la mezcla de reacción se calentó bajo 

radiación de microondas durante 60 min (150 °C, 150 PSI, 150 W). Posteriormente, se 

diluyó con agua y se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases orgánicas se secaron sobre 

MgSO4 y se concentraron bajo presión reducida dando lugar a un producto crudo, el cual 

fue purificado mediante columna cromatográfica.  

 

4-((2-hidroxibutil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (25) y 7-((2-

hidroxibutil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (26). Se aplicó el procedimiento 

general a 40 mg (0.22 mmol) de una mezcla 2:1 de 4- y 7-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona 

y (R,S)-(±)-1,2-epoxibutano dando lugar a 29 mg de 25 (0.113 mmol, 52%), 8.4 mg de 26 

(0.033 mmol. 15%) junto con 10.6 mg (0.061 mmol, 28%) de la mezcla de anilinas sin 
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reaccionar. (25) ¹H RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 7.50 (d, J=1.6 Hz, 1H), 7.32 

(m, 1H), 7.07 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.71 (dd, J=5, 2.5 Hz, 1H), 3.76 (m, 1H), 3.32 (dd, J=13.5, 

4.3 Hz), 3.14 (dd, J=13, 7.3 Hz), 1.70 (m, 1H), 1.54 (m, 1H), 1.04 (t, J=7.5 Hz, 3H). 13C 

RMN (101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 172.4, 151.8, 138.6, 132.3, 130.0, 128.8, 120.5, 

120.1, 115.4, 109.2, 104.4, 72.3, 51.0, 29.0, 10.4. HRMS: (m/z) calcd. para C15H16N2O2 

[M+H]+ = 257.1290, encontrada 257.1306. (26) ¹H RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 

7.78 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.64 (d, J=6.8 Hz, 1H), 7.57 (dd, J=8.1, 7.1 Hz, 1H), 6.61 (d, J=1.5 

Hz, 1H), 6.46 (d, J=1.5, 1H), 3.80 (m, 1H), 3.28 (m, 1H), 3.15 (dd, J=12.8, 7.1 Hz, 1H), 

1.68 (m, 1H), 1.55 (m, 1H), 1.05 (t, J=7.4 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CD3OD) δ 

(ppm): 173.1, 151.5, 139.5, 132.9, 130.0, 129.7, 129.6, 127.4, 119.6, 101.6, 95.5, 72.2, 50.8, 

29.1, 10.4. HRMS: (m/z) calcd. para C15H16N2O2 [M+H]+: 257.1290, encontrada 

257.1292. 

 

Esquema 34. Esquema de síntesis del compuesto 29.  

 

4,7-dinitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (27). El reactivo 

comercial anhídrido 3-nitro-1,8-naftálico (1.2 g, 4.9 mmol) se 

disolvió en un matraz que contenía ácido sulfúrico (4 mL, 73.3 

mmol). La mezcla resultante se enfrió a 5 ºC en un baño de hielo y se adicionó ácido nítrico 

gota a gota (905 µL, 21.7 mmol). Posteriormente, la mezcla de reacción se agitó durante 

90 min a 60 °C y se diluyó mediante la adición de agua, se neutralizó con una disolución 

acuosa de NaHCO3 y se extrajo con diclorometano (x3). Las fases orgánicas se reunieron, 

se secaron sobre MgSO4 y se concentraron bajo presión reducida para dar lugar al 

anhídrido 3,6-dinitro-1,8-naftálico (673 mg, 2.3 mmol, 47%).7 ¹H RMN (400 MHz, 

acetona-d6) δ (ppm): 9.76 (d, J=2.1 Hz, 2H), 9.24 (d, J=2.1 Hz, 2H). 
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Dicho compuesto, el anhídrido 3,6-dinitro-1,8-naftálico (1.3 g, 4.51 mmol) y el clorhidrato 

de hidroxilamina (313 mg, 4.51 mmol) se disolvieron en piridina (13 mL). La mezcla 

resultante se calentó a reflujo durante 1 h y se bajó la temperatura posteriormente a 80 °C. 

Posteriormente, se adicionó a la reacción cloruro de p-toluenosulfonilo (1.7 g, 9 mmol) y 

se calentó a reflujo durante 2 h adicionales. Seguidamente, la mezcla de reacción se enfrió 

a temperatura ambiente, se vertió en agua con hielo (50 mL) y se agitó. El precipitado de 

color marrón se filtró y se lavó con agua fría y una disolución saturada de NaHCO3 dando 

lugar al compuesto 5,8-dinitro-1,3-dioxo-1H-benzo [de] isoquinolin-2 (3H)-il p-

toluensulfonato (1.5 g, 3.40 mmol, 84%). El compuesto resultante se disolvió en etanol (6 

mL) y H2O (5 mL) y seguidamente se adicionó una disolución acuosa de hidróxido de 

sodio (2.7 M, 4 mL) a temperatura ambiente. La reacción se calentó a reflujo durante 3 h 

mientras se destilaba etanol y cuando se completó la reacción, la mezcla se enfrió, se añadió 

una disolución de ácido clorhídrico (37%) gota a gota y se formó un precipitado. Dicho 

precipitado se recogió por filtración y se lavó con agua dando lugar al compuesto 4,7-

dinitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (700 mg, 2.70 mmol, 77%) el cual se utilizó en la siguiente 

reacción sin purificación adicional. ¹H RMN (400 MHz, acetona-d6) δ (ppm): 10.41 (s, 

1H), 9.45 (s, 1H), 8.91 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 7.85 (s, 1H). 13C RMN (101 MHz, acetona-

d6) δ (ppm): 166.8, 150.9, 150.6, 140.2, 130.7, 130.2, 128.9, 127.2, 121.5, 119.0, 103.1. 

HRMS: (m/z) calcd. para C11H5N3O5 [M-H]-: 258.0151, encontrada 258.0194.  

4,7-diaminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (28). Se preparó 

una disolución de SnCl2 (1.6 g, 8.81 mmol) en HCl (37%, 16 

mL) y agua (6 mL). El compuesto 27 (537 mg, 2.07 mmol) se 

añadió lentamente a esta disolución en agitación y se calentó 

a 50 °C durante 4 h hasta la completa finalización de la reacción. Tras enfriar la mezcla a 

0 °C, la reacción se basificó hasta pH 10 mediante la adición de una disolución de NaOH 

6M. Posteriormente, la mezcla de reacción se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases 

orgánicas se secaron sobre MgSO4 y se concentraron bajo presión reducida dando lugar al 

compuesto esperado (28) (142 mg, 0.71 mmol, 34%). ¹H RMN (400 MHz, acetona-d6) 

δ (ppm): 9.25 (br s, 1H), 7.08 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.86 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.32 (d, J=1.4 

Hz, 1H), 6.31 (d, J=1.3 Hz, 1H), 2.89 (br s, 4H). 13C RMN (101 MHz, acetona-d6)δ 

(ppm): 170.8, 151.0, 150.7, 133.5, 128.7, 116.9, 112.6, 109.5, 109.4, 97.7, 97.1. HRMS: 

(m/z) calcd. para C11H9N3O [M+H]+: 200.0824, encontrada 200.0819. 
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4,7-bis((2-

hidroxibutil)amino)benzo[cd]indol-

2(1H)-ona (29). El compuesto 29 se preparó 

siguiendo el procedimiento general de 

alquilación de las aminas: 50 mg (0.25 mmol) 

del compuesto 28 se disolvieron en EtOH y se agitaron con (R,S)-(±)-1,2-epoxibutano en 

presencia de LiClO4 bajo irradiación de microondas durante 60 min. Posteriormente, la 

mezcla de reacción se diluyó con agua y se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases 

orgánicas se secaron sobre MgSO4 y se eliminó el disolvente en el rotavapor, dando lugar 

al compuesto crudo el cual se purificó mediante columna cromatográfica utilizando una 

mezcla de disolventes CH2Cl2/MeOH/NEt3 [98/2/1 a 96/4/1] para proporcionar el 

compuesto deseado 29 con un rendimiento de 29% (25 mg, 0.073 mmol), junto con 

material de partida sin reaccionar (9.2 mg, 0.05 mmol, 18%) y productos secundarios como 

el compuesto monoalquilado (7.58 mg, 0.028 mmol) y trialquilado (10.72 mg, 0.026 mmol). 

¹H RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 7.11 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.84 (d, J=1.6 Hz, 1H), 

6.29 (m, 1H), 3.77 (ddd, J=12.3, 4.6, 3.1 Hz, 2H), 3.32 (br s, 1H), 3.31-3.08 (m, 4H), 1.74-

1.40 (m, 4H), 1.04 (t, J=7.5 Hz, 6H). 13C RMN (101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 173.4, 

152.2, 151.6, 139.2, 133.8, 128.3, 116.3, 109.6, 108.3, 98.3, 72.4, 72.3, 51.2, 50.9, 29.1, 29.0, 

10.4. HRMS: (m/z) calcd. para C19H25N3O3 [M+H]+: 344.1974, encontrada 344.1964. 

 

4-((2-hidroxihexil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (30) y 7-((2-

hidroxihexil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (31). Se aplicó el procedimiento 

general a 168 mg (0.91 mmol) de una mezcla 2:1 de 4- y 7-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona 

y el reactivo comercial (R,S)-(±)-1,2-epoxibutano dando lugar a 52.8 mg de (30) (0.19 

mmol, 20%), 20.9 mg de (31) (0.07 mmol, 14%) junto con 33 mg (0.18 mg, 20%) de 

material de partida sin reaccionar. (30) ¹H RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 7.50 (d, 

J=1.7 Hz, 1H), 7.31 (m, 2H), 7.07 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.71 (dd, J=5.1, 2.4 Hz, 1H), 3.85 (m, 

1H), 3.28 (m, 1H), 3.17 (dd, J=12.9, 7.4 Hz, 1H), 1.63 (m, 2H), 1.53 (m, 2H), 1.39 (m, 2H), 

0.95 (t, J=7.1 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 172.4, 151.9, 138.6, 

132.3, 130.0, 128.8, 120.5, 120.1, 115.4, 109.2, 104.4, 70.9, 51.4, 36.0, 29.0, 23.8, 14.4. 
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HRMS: (m/z) calcd. for C17H20N2O2 [M+H]+: 285.1603, encontrada 285.1608; (31) ¹H 

RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 7.78 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.64 (d, J=7.0 Hz, 1H), 

7.57 (dd, J=8.3, 7.7 Hz, 1H), 6.61 (d, J=1.3 Hz, 1H), 6.46 (d, J=1.2 Hz, 1H), 3.87 (m, 1H), 

3.30 (m, 1H), 3.15 (dd, J=12.9, 7.4 Hz,1H), 1.55 (m, 2H), 1.42 (m, 2H), 1.30 (m, 2H), 0.96 

(t, 7.2 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 173.1, 151.5, 139.5, 132.9, 130.0, 

129.7, 127.4, 122.9, 119.6, 101.6, 95.5, 70.8, 51.2, 36.0, 29.0, 23.9, 14.4. HRMS: (m/z) 

calcd. para C17H20N2O2 [M+H]+: 285.1603, encontrada 285.1592. 

 

4-((2-hidroxihex-5-en-1-

ilo)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (32). El 

procedimiento general mediante irradiación de 

microondas se aplicó a 4-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-

ona (23 mg, 0.13 mmol) y 1,2-epoxi-5-hexeno. El 

producto crudo obtenido se purificó mediante cromatografía en columna sobre gel de sílice 

utilizando una mezcla de disolventes CH2Cl2/MeOH (99:1) proporcionando el compuesto 

32 (30 mg, 0.106 mmol, 85%) junto con material de partida sin reaccionar (4 mg, 0.021 

mmol, 17%). ¹H RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 7.48 (d, J=1.6 Hz, 1H), 7.30 (m, 

2H), 7.06 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.69 (dd, J=5.2, 2.3 Hz, 1H), 5.85 (m, 1H), 5.04 (dq, J=17.2, 

1.7 Hz, 1H), 4.94 (ddd, J=10.2, 2.2, 1.1 Hz, 1H), 3.85 (m, 1H), 3.29 (m, 1H), 3.17 (dd, J= 

13.0, 7.3 Hz, 1H), 2.27 (m, 1H), 2.17 (m, 1H), 1.71 (m, 1H), 1.59 (m, 1H). 13C RMN (101 

MHz, CD3OD) δ (ppm): 172.4, 151.9, 139.6, 138.7, 132.3, 130.0, 128.9, 120.5, 120.1, 

115.4, 115.2, 109.2, 104.4, 70.2, 51.4, 35.5, 31.0. HRMS: (m/z) calcd. para C17H18N2O2 

[M+H]+: 283.1447, encontrada 283.1455.  

 

(S)-4-((2-hidroxibutil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-

ona (33). El compuesto 33 se preparó bajo irradiación de 

microondas aplicando el procedimiento general a 100 mg 

(0.54 mmol) de una mezcla 2:1 de 4- y 7-

aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona. El producto crudo se 

purificó mediante cromatografía (CH2Cl2/MeOH (99:1)), obteniéndose 48.5 mg de 33 

(0.18 mmol, 33%) y 62.6 mg (0.25 mmol, 47%) de una mezcla de anilinas de partida sin 

reaccionar. ¹H RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 7.50 (d, J=1.5 Hz, 1H), 7.32 (m, 

2H), 7.07 (d, J=1.5 Hz, 1H), 6.71 (dd, J= 4.9, 2.3 Hz, 1H), 3.78 (m, 1H), 3.32 (m, 1H), 3.17 

(dd, J=12.9, 7.4 Hz, 1H), 1.67 (m, 1H), 1.54 (m, 1H), 1.04 (t, J=7.5 Hz, 3H). 13C RMN 
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(101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 172.4, 151.9, 138.6, 132.3, 130.0, 128.3, 120.5, 120.1, 115.4, 

109.2, 104.4, 72.3, 51.0, 29.8, 10.4. HRMS: (m/z) calcd. para C15H16N2O2 [M+H]+: 

257.1290, encontrada 257.1271. 

 

(R)-4-((2-hidroxibutil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-

ona (34). El compuesto 36 se preparó utilizando el 

procedimiento general bajo irradiación de microondas 

partiendo de 100 mg (0.54 mmol) de una mezcla 2:1 de 4- 

y 7-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona. El producto crudo se 

purificó mediante columna cromatográfica (CH2Cl2/MeOH (98:2)), obteniéndose 48.3 mg 

de 34 (0.19 mmol, 35%) junto con 44.9 mg (0.24 mmol, 44%) de material de partida sin 

reaccionar. ¹H RMN (400 MHz, CD3OD) δ (ppm): 7.48 (d, J=1.7 Hz, 1H), 7.29 (m, 

2H), 7.05 (d, J=1.7 Hz, 1H), 6.69 (dd, J=4.7, 2.8 Hz, 1H), 3.77 (m, 1H), 3.28 (m, 1H), 3.15 

(dd, J=12.9, 7.4 Hz 1H), 1.67 (m, 1H), 1.55 (m, 1H), 1.03 (t, J=7.5 Hz, 3H). 13C RMN 

(101 MHz, CD3OD) δ (ppm): 172.3, 151.8, 138.6, 132.2, 130.0, 128.8, 120.5, 120.1, 115.4, 

109.2, 104.4, 72.3, 51.0, 29.0, 10.4. HRMS: (m/z) calcd. para C15H16N2O2 [M+H]+: 

257.1290, encontrada 257.1286.  
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1.2.4- Optimización de la síntesis de 7-nitrobenz[cd]indol-2-(1H)-ona 

 

Esquema 35. Esquema de optimización de la síntesis de 7-nitrobenz[cd]indol-2-(1H) (Ruta sintética 
1) 

 

4-amino-2-nitro-naftalen-1-ol (35). El reactivo comercial 2,4-

dinitro-1-naftol o amarillo de Martius (3 g, 12.81 mmol) se disolvió 

en HCl (9 M, 12 mL) y etanol (6 mL) y sobre esta disolución se 

añadió gota a gota (no superando la temperatura de 35 ºC) una 

disolución preparada previamente que contenía SnCl2 (7.28 g, 38.40 

mmol) en 12 mL de etanol. La reacción de reducción se controló mediante CCF y se dejó 

agitando durante 3 h evitando así la formación de gran cantidad de subproducto 

consistente en la doble reducción de los grupos nitro. Tras enfriar la mezcla a 0 °C, la 

reacción se basificó hasta pH 10 mediante la adición de una disolución de NaOH 6M. 

Posteriormente, la mezcla de reacción se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases 

orgánicas se secaron sobre MgSO4 y se concentraron bajo presión reducida dando lugar al 

crudo que fue posteriormente purificado por cromatografía en columna utilizando como 

disolvente CH2Cl2. Se obtuvo el compuesto esperado de color rosa pálido (1 g, 4.90 mmol, 

38%). ¹H RMN (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 8.30 (dd, J=7.9, 1.3 Hz, 1H), 8.13 (dd, 

J=7.6, 1.9 Hz, 1H), 7.68 (td, J=7.6, 1.4 Hz, 1H), 7.60 (td, J=7.5, 1.3 Hz 1H), 6.11 (s, 1H). 

13C RMN (101 MHz, CDCl3) δ (ppm): 150.2, 135.3, 131.0, 129.7, 127.3, 126.1, 125.8, 

121.6, 110.2, 100.7. HRMS: (m/z) calcd. para C10H7N2O3 [M+H]+: 205.0613, encontrada 

205.0631.  
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N-(4-hidroxi-3-nitronaftalen-1-il) picolinamida (36). A una 

disolución que contiene el compuesto 35 (148 mg, 0.72 mmol), 

ácido picolínico (107.2 mg, 0.87 mmol) y NEt3 (202.33 µL) en un 

baño de hielo, se adicionó lentamente POCl3 (207 µL) durante 30 

min. Posteriormente, se dejó agitando la reacción bajo atmósfera 

de argón y a temperatura ambiente durante 16 h. Transcurrido este tiempo, se obtuvo un 

compuesto crudo de color anaranjado intenso el cual se purificó mediante cromatografía 

en columna sobre gel de sílice utilizando una mezcla de disolventes CH2Cl2/MeOH (99:1) 

proporcionando el compuesto 36 (150 mg, 0.49 mmol, 67%). ¹H RMN (400 MHz, 

CDCl3) δ (ppm): 12.15 (br s, 1H), 10.47 (br s, 1H), 8.80 (s, 1H), 8.69 (ddd, J=4.8, 1.7, 0.9 

Hz, 1H), 8.56 (ddd, J=8.4, 1.4, 0.7 Hz, 1H), 8.31 (dt, J=7.8, 1.1 Hz, 1H), 7.99 (d, J=8.6 Hz, 

1H), 7.95 (td, J=7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.80 (ddd, J=8.4, 6.9, 1.3 Hz, 1H), 7.66 (ddd, J=8.2, 6.9, 

1.1 Hz, 1H), 7.54 (ddd, J=7.6, 4.8, 1.2 Hz, 1H). 13C RMN (101 MHz, CDCl3) δ (ppm): 

162.6, 153.1, 149.5, 148.3, 138.0, 131.8, 131.6, 127.7, 127.4, 127.0, 126.0, 125.5, 125.4, 

122.7, 121.3, 112.1.  HRMS: (m/z) calcd. para C16H11N3O4 [M+H]+: 310.0820 

encontrada 310.0760.  

 

Trifluorometanosulfonato de 2-nitro-4-(picolinamido) 

naftalen-1-ilo (37). A una disolución de 36 (113.5 mg, 0.37 mmol) 

en CH2Cl2 anhidro y NEt3 (133 µL) bajo atmósfera de nitrógeno, 

se añadió lentamente anhídrido trifluorometansulfónico (78 µL, 

0.48 mmol) y la mezcla se agitó a 20 ºC durante 5 h. Transcurrido 

este tiempo, se añadió una disolución acuosa de HCl (0.5 M, 0.3 mL) y la mezcla de 

reacción se dejó agitando durante 30 min. Seguidamente la mezcla de reacción se diluyó 

con agua y se extrajo con CH2Cl2 (x3). Las fases orgánicas se secaron sobre MgSO4 y se 

eliminó el disolvente en el rotavapor, dando lugar al compuesto crudo el cual se purificó 

mediante columna cromatográfica utilizando como disolvente CH2Cl2. Se obtuvo el 

compuesto deseado 37 (96 mg, 0.22 mmol, 60%). ¹H RMN (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 

11.07 (br s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.72 (ddd, J=4.8, 1.8, 1.0 Hz, 1H), 8.32 (dt, J=8.6, 1.1 Hz, 

1H), 8.19 (m, 1H), 7.98 (td, J=7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.86 (m, 2H), 7.59 (ddd, J=7.6, 4.8, 1.2 Hz, 

1H). 13C RMN (101 MHz, CDCl3) δ (ppm): 162.4, 148.9, 148.5, 139.4, 138.3, 133.9, 

133.5, 130.6, 129.6, 128.2, 127.5, 124.1, 122.9, 121.0, 120.2, 117.0, 113.8, 111.3. HRMS: 

(m/z) calcd. para C17H10F3N3O6S [M+H]+: 442.0321 encontrada 442.0337. 
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Esquema 36. Esquema de optimización de la síntesis de 7-nitrobenz[cd]indol-2-(1H) (Ruta sintética 
2). 
 

4-isocianato-2-nitro-naftalen-1-ol (38). Una disolución de 37 

(225 mg, 1.10 mmol) en CH2Cl2 anhidro se añadió lentamente 

sobre una disolución previamente preparada de trifosgeno (163.61 

mg, 0.55 mmol) en el mismo disolvente bajo atmósfera de 

nitrógeno. Tras 4 h de reacción, el material de partida se consumió 

tal y como se verificó a través de CCF, y el producto crudo obtenido al ser tan reactivo se 

empleó en la siguiente reacción sin ninguna manipulación. ¹H RMN (400 MHz, CDCl3) 

δ (ppm): 12.14 (br s, 1H), 8.57 (dd, J=8.4, 1.3 Hz, 1H), 8.08 (dd, J = 8.4, 1.1 Hz, 1H), 

7.86-7.82 (m, 2H), 7.72 (ddd, J =8.3, 7.0, 1.1 Hz, 1H).. HRMS: (m/z) calcd. para 

C11H6N2O4 [M-H]-: 229.0249 encontrada 229.0376.. 
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1.3.- Síntesis de escuaratos, mono-escuaramidas y tioésteres del ácido 
escuárico. 

1.3.1- Síntesis de diésteres del ácido escuárico 

 

 

Esquema 37. Esquema de síntesis del compuesto 41.  

di-3-butino escuarato (41). En un matraz de fondo redondo de dos bocas equipado con 

un condensador de reflujo se añadió el ácido escuárico (500 mg, 4.38 mmol) disuelto en 

alcohol propargílico (5 mL, 66.13 mmol). La reacción se agitó a 100 °C durante 5 h. El 

residuo resultante se purificó isocráticamente mediante cromatografía en columna 

utilizando CH2Cl2 como eluyente, obteniendo así el producto esperado (794 mg, 3.62 

mmol, 83%) como un aceite amarillo. 1H RMN (400 MHz, CDCl3): 4.74 (t, J=6.5 Hz, 

4H), 2.69 (ddd, J=7.3, 6.2, 2.7 Hz, 2H), 2.04 (td, J=2.7, 0.7 Hz, 4H). 13C RMN (101 MHz, 

CDCl3): 188.7, 183.6, 78.4, 71.5, 71.3, 20.3. HRMS (m/z): calcd. para C12H10O4: 

219.0657 [M+H]+, encontrada 219.0639 [M+H]+.  

1.3.2- Síntesis de derivados de ácido escuárico aromáticos 

 Síntesis de 42 (PEG-1) 

 

Esquema 38. Esquema de síntesis del compuesto 42.  

La síntesis de 42 comenzó con la monoprotección de 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanodiamina 

(PEG) con el dicarbonato de di-terc-butilo (anhídrido de Boc, Boc2O). Sobre una 

disolución de PEG (10 g, 45.39 mmol) en THF anhidro (50 mL) a 0 °C, se adicionó 

lentamente una disolución que contenía Boc2O (2.48 g, 11.36 mmol) en el mismo 

disolvente (50 mL). Tras 30 min la disolución adquirió una tonalidad blanquecina. La 

reacción se dejó agitando a temperatura ambiente durante 16 h. Posteriormente, el 
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disolvente se eliminó a presión reducida y se obtuvo un sólido blanquecino. A 

continuación, se añadió acetato de etilo (50 mL) y la disolución fue filtrada a vacío. Se 

recogió el filtrado, se eliminó el disolvente y se purificó el aceite amarillo resultante 

mediante cromatografía en gel de sílice con una mezcla de EtOAc/MeOH/NH4OH 

(90:10:3) lo que permitió aislar el producto deseado (2.85 g, 78%) cuyos datos 

espectroscópicos coinciden con los descritos en la bibliografía.9 1H RMN (400 MHz, 

CDCl3): δ = 5.11 (br s, 1H), 3.70-3.48 (m, 12H), 3.21 (q, J=6.3 Hz, 2H), 2.80 (t, J=6.7 Hz, 

2H), 2.03 (br s, 2H), 1.84-1.64 (m, 4H), 1.42 (s, 9H). HRMS (m/z): calcd. para 

C15H32N2O5: 321.2390 [M+H]+, encontrado 321.2290 [M+H]+.  

 Síntesis de escuaramida aromática 46 

 

Esquema 39. Esquema de síntesis del compuesto 46.  

 

ácido 4-(Fmoc-amino) benzoico (43). En un matraz de fondo 

redondo se añadieron ácido 4-aminobenzoico (1 g, 7.29 mmol) y 

NaHCO3 (1.5 g, 14.59 mmol) en 10 mL de agua, seguido de la 

adición de 10 mL de dioxano a 0 ºC. A esta mezcla, se adicionó 

gota a gota una mezcla de cloruro de 9-fluoroenilmetil cloroformato (Fmoc-Cl, 1.89 g, 7.30 

mmol) en 10 mL de dioxano, se agitó durante 1 h a 0 ºC y, posteriormente, durante la 

noche a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se añadieron 100 mL de agua fría 
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y la mezcla de reacción se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). El extracto orgánico se 

desechó y la fase acuosa se ajustó a pH = 3 y se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL) y, 

finalmente, con salmuera. La fase orgánica se secó con MgSO4 y se concentró el disolvente 

a presión reducida para proporcionar un sólido blanco (1.21 g, 3.38 mmol, 46%) cuyos 

datos coinciden con los descritos en la bibliografía.10 ¹H RMN (400 MHz, DMSO-d6): 

δ= 9.92 (br s, 1H), 7.77 (d, J=7.5 Hz, 2H), 7.71 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.61 (d, J=7.4 Hz, 2H), 

7.48 (d, J=8.6 Hz, 1H), 7.40 (d, J=8.3 Hz, 1H), 7.29 (t, J =7.4 Hz, 2H), 7.21 (ddd, J=7.8, 

7.4, 0.9 Hz, 2H), 4.39 (d, J=6.5 Hz, 2H), 4.18 (t, J=6.5 Hz, 1H).13C RMN (101 MHz, 

DMSO-d6): δ= 167.1, 153.4, 143.8, 143.3, 140.9, 130.5, 127.8, 127.3, 125.2, 124.5, 120.3, 

117.6, 65.9, 46.7. HRMS (m/z): calcd. para C22H17NO4: 358.1079 [M+H]+, encontrada 

358.1012 [M+H]+. 

 

4-(Fmoc-amino) 

benzoil-PEG-Boc (44). 

Este compuesto se 

preparó por tratamiento del ácido 43 (618 mg, 1.72 mmol) con el PEG-1 (42) (551 mg, 

1.72 mmol) en presencia de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt.H2O) (278 mg, 2.06 mmol), 

EDC.HCl (330 mg, 2.06 mmol) y NEt3 (2.06 mmol) en CH2Cl2/DMF seca (20:1) bajo 

atmósfera de argón. La reacción se agitó durante 16 h a temperatura ambiente. 

Posteriormente, el disolvente fue eliminado a presión reducida y la fase acuosa se extrajo 

con acetato de etilo (3 x 50 mL). La fase orgánica recogida se secó sobre MgSO4 anhidro, 

se filtró y se concentró a presión reducida. El residuo resultante se purificó por 

cromatografía en columna utilizando mezclas de CH2Cl2/MeOH como eluyente (100:0 a 

97:3) para proporcionar el producto esperado en forma de un sólido blanco (683.4 mg, 

1.03 mmol, 60%). También pudo aislarse un aceite blanquecino, eluido con una mezcla 

97:3 CH2Cl2/MeOH (170 mg, 0.39 mmol, 15%), que correspondía al producto sin el grupo 

protector Fmoc. ¹H RMN (400 MHz, CDCl3): δ= 7.77 (d, J=7.5 Hz, 4H), 7.62 (d, J=7.5 

Hz, 2H), 7.48 (d, J=8.2 Hz, 2H), 7.40 (t, J=7.5 Hz, 2H), 7.30 (ddd, J=8.2, 7.5, 1.1 Hz, 2H), 

7.16 (br s, 1H), 4.95 (br s, 1H), 4.52 (d, J=6.7 Hz, 2H), 4.25 (t, J=6.7 Hz , 1H), 3.68-3.52 

(m, 10H), 3.44 (m, 4H), 3.17 (q, J=6.4 Hz, 2H), 1.86 (m, 2H), 1.68 (m, 2H), J=6.3 Hz, 2H), 

1.42 (s, 9H). 13C RMN (101 MHz, CDCl3): δ= 166.8, 156.2, 153.4, 143.8, 141.4, 141.0, 

129.5, 128.2, 127.9, 127.2, 125.1, 120.1, 118.1, 79.2, 71.0, 70.54, 70.53, 70.4, 70.2, 69.5, 

67.1, 47.2, 39.2, 38.6, 29.8, 28.9, 28.6. HRMS (m/z): calcd. para C37H47N3O8: 662.3441 

[M+H]+, encontrada 662.3520 [M+H]+. 
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4-aminobenzoil-PEG-

Boc (45). El compuesto 44 

(417 mg, 0.63 mmol) se disolvió en una mezcla de CH2Cl2:Et2NH (4 mL:4 mL) (1:1) a 0 

°C. La reacción se agitó a temperatura ambiente durante toda la noche y posteriormente 

se concentró a presión reducida. El crudo obtenido se purificó en columna cromatográfica 

eluyendo con una proporción de disolventes CH2Cl2/MeOH (100:0 a 96:4) obteniéndose 

el producto esperado en forma de aceite amarillo (252 mg, 0.57 mmol, 91%). ¹H RMN 

(400 MHz, CDCl3): δ=7.61 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.91 (br s, 1H), 6.63 (d, J=8.5 Hz, 2H), 

4.98 (br s, 1H), 4.02 (br s, 2H), 3.73-3.41 (m, 14H), 3.18 (q, J=6.3 Hz, 2H), 1.86 (m, 2H), 

1.70 (m, 2H), 1.42 (s, 9H). 13C RMN (101 MHz, CDCl3): δ=153.2, 143.6, 141.3, 128.7, 

127.8, 127.1, 124.9, 120.0, 70.9, 70.8, 70.6, 70.5, 70.4, 70.2, 47.2, 39.0, 29.8, 28.6. HRMS 

(m/z): calcd. para C22H37N3O6 : 440.2761 [M+H]+, encontrada 440.2728 [M+H]+. 

 
Escuaramida 

aromática (46). En 

primer lugar, se preparó 

dietil escuarato de la siguiente manera. Sobre una disolución de dibutil escuarato (0.95 mL, 

4.42 mmol) en etanol (5 mL), se adicionó trietilamina (NEt3) (1.23 mL, 8.84 mmol). La 

mezcla resultante se agitó durante 48 h a temperatura ambiente. Posteriormente, el 

disolvente se eliminó a presión reducida dando lugar a un aceite anaranjado 

correspondiente al dietil escuarato deseado con un rendimiento cuantitativo (749.5 mg, 

4.40 mmol) y fue utilizado directamente en la siguiente reacción. 1H RMN (400 MHz, 

CDCl3): δ = 4.73 (q, J=7.1 Hz, 4H), 1.47 (t, J=7.1 Hz, 6H). 13C RMN (101 MHz, 

CD3OD) δ (ppm): 189.3, 184.2, 70.6, 15.6. HRMS (m/z): calcd.para C8H10O4: 171.0657 

[M+H]+, encontrada 171.0626 [M+H]+. Los datos analíticos coinciden con los que se han 

publicado para este compuesto en la literatura.8 

Para la preparación de 46, se disolvió 45 (250 mg, 0.57 mmol) en EtOH anhidro (4 mL), 

se le añadió NEt3 (1.13 mmol) y a continuación dietil escuarato (97 mg, 0.57 mmol). La 

reacción se calentó a 70 °C y se agitó durante 18 h. Pasado este tiempo, se eliminó el 

disolvente a presión reducida y el residuo resultante se purificó por cromatografía con un 

gradiente de una mezcla de disolventes CH2Cl2/MeOH (100:0 a 96:4) para proporcionar 
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el compuesto esperado (240 mg, 0.73 mmol, 75%) como un sólido amarillo. ¹H RMN 

(400 MHz, CDCl3): δ= 9.17 (br s, 1H), 7.81 (d, J=8.3 Hz, 2H), 7.43 (d, J=8.2 Hz, 2H), 

7.29 (br s, 1H), 4.95 (br s, 1H), 4.85 (q, J=7.1 Hz, 2H), 3.67–3.53 (m, 10H), 3.48 (dd, J=5.9, 

3.6 Hz, 2H), 3.44 (t, J=6 Hz, 2H), 3.16 (q, J=6.3 Hz, 2H), 1.88 (m, 2H), 1.68 (m, 2H), 1.48 

(t, J=7.1 Hz, 3H), 1.41 (s, 9H). 13C RMN (101 MHz, CDCl3): δ= 184.5, 178.7, 166.7, 

156.3, 140.3, 130.5, 128.5, 119.0, 79.1, 70.7, 70.5, 70.3, 70.1, 69.4, 39.1, 38.4, 29.7, 28.9, 

28.5, 15.9. HRMS (m/z): calcd. para C28H41N3O9: 564.2921 [M+H]+, encontrada 

564.2979 [M+H]+.  

 Síntesis de sulfonamida aromática 52 

Vía 1: 

 

Esquema 40. Esquema de síntesis del compuesto 49.  

 
Ácido N-Boc-PEG-succínico (47). A 

una disolución de 42 (500 mg, 1.56 mmol) 

en CH2Cl2 anhidro (15 mL) se adicionó 

diisopropiletilamina (DIEA) (526.68 mg, 4.08 mmol) y anhídrido succínico (176.56 mg, 

1.76 mmol) a temperatura ambiente durante 16 h. La fase acuosa se extrajo con HCl 1M 

(x3) y la fase orgánica recogida se secó sobre MgSO4 anhidro, se filtró y se concentró a 

presión reducida proporcionando 47 como un aceite amarillo (432.2 mg, 1.03 mmol, 66%). 

¹H RMN (400 MHz, CDCl3): δ = 6.91 (br s, 1H), 6.53 (br s, 1H), 4.97 (br s, 1H), 3.63 
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(m, 10H), 3.53 (t, J=6.1 Hz, 2H), 3.40 (q, J=5.6 Hz, 2H), 3.21 (m, 2H), 2.66 (m, 2H), 2.51 

(m, 2H), 1.76 (m, 4H), 1.44 (s, 9H). 13C RMN (101 MHz, CDCl3): δ= 175.2, 172.5, 156.3, 

79.1, 70.5, 70.1, 69.5, 53.8, 38.4, 38.2, 31.0, 30.1, 29.7, 28.7. HRMS (m/z): calcd. para 

C15H28N2O6: 333.2026 [M+H]+, encontrada 333.2095 [M+H]+.  

 
N-Boc-PEG-sulfanilamida 

(48). Para la síntesis de este 

compuesto se llevó a cabo el 

procedimiento de amidación 

descrito anteriormente. Así pues, el 48 se preparó mediante la activación del ácido 47 (200 

mg, 0.47 mmol) en presencia de HOBt.H2O (77.13 mg, 0.57 mmol), EDC.HCl (109.40 

mg, 0.57 mmol) y NEt3 (79.5 µL, 0.57 mmol) en CH2Cl2 anhidro (10 mL) y DMF (3 mL) 

y, a continuación, se añadió la sulfanilamida comercial (81.90 mg, 0.47 mmol) bajo 

atmósfera de argón. La reacción se agitó a temperatura ambiente durante 16 h. 

Transcurrido este tiempo, el disolvente se evaporó y el residuo se purificó por 

cromatografía empleando una mezcla de disolventes CH2Cl2/MeOH (100:0 a 95:5). El 

producto esperado 48 se obtuvo como un sólido amarillo (88 mg, 0.15 mmol, 32%). 

Además, se aisló un derivado de succinimida (50) como un aceite amarillo junto a la 

sulfanilamida de partida en una proporción (1:3) (27.6 mg, 25%). 1H RMN (400 MHz, 

CD3OD): δ= 7.79 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.65 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.57-7.32 (m, 4H), 6.62 (d, 

J=8.5 Hz, 2H), 3.61-3.47 (m, 8H), 3.43 (td, J=6.2, 4.3 Hz, 4H), 3.18 (t, J=6.5 Hz, 2H), 3.04 

(t, J=6.8 Hz, 2H), 2.53 (t, J=7.1 Hz, 2H), 2.40 (t, J=6.6 Hz, 2H), 1.73-1.58 (m, 4H), 1.35 

(s, 9H). 13C RMN (101 MHz, CD3OD): δ= 174.7, 174.0, 158.3, 153.3, 142.4, 131.2, 129.4, 

128.9, 128.2, 127.2, 118.4, 114.4, 111.4, 79.8, 71.4, 71.1, 69.8, 54.8, 52.2, 38.7, 37.8, 31.4, 

30.7, 30.2, 30.1, 28.8. HRMS (m/z): calcd. para C25H42N4O9S: 575.2751 [M+H]+, 

encontrada 575.2731 [M+H]+. Alquil succinimida (50). 1H RMN (400 MHz, CD3OD): 

δ = 3.70-3.45 (m, 14H), 3.17 (t, J=6.8 Hz, 2H), 2.72 (s, 4H), 1.86 (m, 2H), 1.77 (m, 2H), 

1.48 (s, 9H)). 13C RMN (101 MHz, CD3OD): δ= 180.1, 164.8, 79.8, 71.5, 71.4, 71.2, 71.1, 

70.0, 69.8, 38.7, 37.3, 37.0, 30.8, 29.1, 28.8, 28.6). HRMS (m/z): calcd. para C19H34N2O7: 

403.2444 [M+H]+, encontrada 403.2407 [M+H]+, calcd. para C14H26N2O5: 303.1920 [M-

Boc]+,  encontrada 303.1996 [M-Boc]+.  
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Vía 2: 

 

Esquema 41. Esquema de síntesis del compuesto 52.  

 
N-Boc-PEG-sulfanilamida (51). Una 

disolución de ácido 4-sulfamoilbenzoico 

(251.32 mg, 1.25 mmol), EDC.HCl 

(287.34 mg, 1.50 mmol), HOBt.H2O 

(202.53 mg, 1.50 mmol), NEt3 (152 mg, 1.50 mmol) y 42 (400 mg, 1.25 mmol) en CH2Cl2 

(10 mL) y DMF (3 mL) anhidros se agitaron en atmósfera de argón a temperatura ambiente 

durante 16 h. Seguidamente, se eliminó el disolvente formando un azeótropo con tolueno. 

El residuo resultante se purificó mediante cromatografía utilizando una mezcla de 

disolventes CH2Cl2/MeOH (100:0 a 97:3) como eluyentes para proporcionar el compuesto 

(426.6 mg, 0.85 mmol, 68%) en forma de un sólido espumoso. 1H RMN (400 MHz, 

CDCl3): δ=7.90–7.76 (m, 4H), 7.67 (br s, 1H), 6.12 (br s, 2H), 5.02 (br s, 1H), 3.64–3.31 

(m, 14H), 3.10 (q, J=6.5 Hz, 2H), 1.89 (m, 2H), 1.65 (m, 2H), 1.37 (s, 9H). 13C RMN (101 

MHz, CDCl3): δ= 166.3, 156.3, 145.2, 138.0, 127.8, 126.3, 79.2, 70.3, 70.24, 70.16, 70.1, 

70.0, 69.3, 38.8, 38.2, 29.6, 28.7, 28.4. HRMS (m/z): calcd. para C22H37N3O8S: 504.2380 

[M+H]+, encontrada 504.2312 [M+H]+.  
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Escuaramida (52) A una 

disolución del compuesto 51 (180 

mg, 0.36 mmol) en THF (2 mL), se 

añadió DBU (54.41 mg, 0.36 mmol) 

y a continuación se adicionó dibutil 

escuarato (242.6 µL, 1.07 mmol). La reacción se calentó a reflujo (66 °C) durante 16 h. 

Posteriormente, se concentró el disolvente a presión reducida. El residuo resultante se 

purificó por cromatografía utilizando como eluyentes una mezcla de disolventes 

CH₂Cl2/MeOH (95:5) a (93:7) dando lugar al compuesto 52 (129.7 mg, 0.20 mmol, 55%) 

en forma de aceite marrón y se recuperó parte de la sulfanilamida de partida (38.6 mg, 0.08 

mmol) y dibutil escuarato (163.7 mg).1H RMN (400 MHz, CD3OD): δ= 8.08 (d, J=8.5 

Hz, 2H), 7.99 (d, J=8.5 Hz, 2H),  4.69 (t, J=6.5 Hz, 2H), 3.73–3.49 (m, 14H), 3.17 (t, J=6.8 

Hz, 2H), 1.93 (m, 2H), 1.76 (m, 4H), 1.45 (m, 11H), 0.98 (t, J=7.4 Hz, 3H). 13C RMN (101 

MHz, CD3OD): δ= 195.7, 189.4, 185.7, 180.7, 168.6, 158.3, 147.5, 138.5, 128.6, 128.1, 

79.7, 73.9, 71.4, 71.2, 71.1, 70.1, 69.8, 68.9, 39.3, 38.6, 33.1, 30.8, 28.8, 27.4, 19.5, 14.0. 

HRMS (m/z): calcd. para C30H45N3O11S: 656.2853 [M+H]+, encontrada 656.2866 

[M+H]+.  
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1.3.3- Síntesis de mono-tioescuarato 54 y sus derivados  

 Síntesis de mono-tioescuarato 54 

 

Esquema 42. Esquema de síntesis del compuesto 54.  

 

2-(Boc-amino) etanotiol (53). Una disolución que contenía una 

mezcla de cisteamina (500 mg, 6.48 mmol), Boc2O (1.41 g, 6.48 

mmol) y NaHCO3 (1.63 g, 19.44 mmol) en THF (9 mL) y H2O (22.5 mL) se agitó a 

temperatura ambiente durante 16 h. La disolución adquirió una tonalidad blanquecina a 

los pocos minutos. Posteriormente, se añadió gota a gota en baño de hielo una disolución 

de HCl 1M a la mezcla de reacción para ajustar el pH a 3. La fase acuosa se extrajo con 

acetato de etilo (x 3) y, posteriormente, las fases orgánicas se secaron sobre MgSO4, se 

filtraron y se concentraron a presión reducida. El residuo resultante se purificó por 

cromatografía en columna empleando una mezcla de eluyentes hexano/acetato de etilo 

(100:0 a 95:5) para proporcionar el producto en forma de un aceite incoloro (726.8 mg, 

4.10 mmol, 63%). ¹H RMN (400 MHz, CDCl3): δ= 4.93 (br s, 1H), 3.30 (q, J=5.9 Hz, 

2H), 2.64 (q, J=6.5 Hz, 2H), 1.49 (s, 9H), 1.34 (t, J=8.5 Hz, 1H). 13C RMN (101 MHz, 

CDCl3): δ= 155.8, 79.3, 43.6, 28.4, 25.0. HRMS (m/z): calcd. para C7H15NO2S: 178.0902 

[M+H]+, encontrada 178.0956 [M+H]+.  

 

Mono-tioescuarato (54). Sobre una disolución del compuesto 

53 (600 mg, 3.38 mmol) en 1-butanol (10 mL) se adicionó NEt3 

(471 µL, 3.38 mmol) y se dejó la mezcla reaccionando a 

temperatura ambiente durante varios minutos. Posteriormente, se añadió dibutil escuarato 
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(765.89 mg, 3.38 mmol). La reacción permaneció en agitación a temperatura ambiente 

durante 5 h. A continuación, el disolvente se eliminó a presión reducida dando lugar al 

crudo que posteriormente se purificó mediante columna cromatográfica utilizando como 

eluyente una mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo (100:0 a 80:20) permitiendo 

aislar el compuestos esperado 54 (403.4 mg, 1.22 mmol, 37%) como un sólido blanco. 

Adicionalmente, se forma un subproducto como resultado de la doble adición del 

compuesto (55%) y se recuperó parte del dibutil escuarato (9%). La formación de 55 se 

puede explicar como resultado de una adición 1,4 sobre el carbonilo de una cetona α-β 

insaturada seguida de una adición de tipo 1,2 sobre el carbonilo, conduciendo a un 

derivado hidroxitioacetal obtenido.12 (54): ¹H RMN (400 MHz, CDCl3): δ= 4.93 (br s, 

1H), 4.73 (t, J=6.4 Hz, 2H), 3.49 (m, 4H), 1.80 (m, 2H), 1.46 (m, 2H), 1.44 (s, 9H), 0.97 (t, 

J=7.4 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCl3): δ= 192.8, 191.5, 187.4, 177.1, 155.8, 79.8, 

75.0, 41.6, 31.9, 30.6, 28.4, 18.5, 13.6. HRMS (m/z): calcd. para C15H23NO5S: 330.1375 

[M+H]+, calcd. para C10H15NO3S: 230.0851 [M-Boc]+, encontrada 230.0892  [M-Boc]+. 

 

(55) ¹H RMN (400 MHz, CDCl3): δ= 8.39 (br s, 

1H), 5.21 (br s, 2H), 4.23 (t, J=6.7 Hz, 2H), 3.35 (q, 

J=6.3 Hz, 2H), 3.16 (q, J=6.2 Hz, 2H), 3.04 (t, J=6.4 

Hz, 2H), 2.80 (t, J=6.2 Hz, 2H), 1.76-1.57 (m, 2H), 1.37 (s, 20H), 0.97 (t, J=7.4 Hz, 3H). 

13C RMN (101 MHz, CDCl3): δ= 181.4, 164.3, 155.7, 124.1, 79.7, 79.3, 66.1, 41.0, 39.9, 

35.3, 33.6, 30.3, 28.4, 28.3, 19.0, 13.6. HRMS (m/z): calcd. para C22H38N2O7S2: 507.2199 

[M+H]+, calcd. para C13H22N2O5S2 351.1048 [M-Boc-OBu]+, encontrada 350.9122 [M-

Boc-OBu]+. 
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 Síntesis de derivados del mono-tioescuarato 54  

Dada la actividad y el interés del mono-tioescuarato 54, se sintetizaron dos derivados: el 

análogo biotinilado 57, donde la biotina es una molécula de gran interés en aplicaciones de 

biología molecular debido a su alta afinidad por la estreptavidina y la avidina; y el 

compuesto 60 que presenta una azida para su posterior modificación mediante química de 

tipo click. Estos derivados contienen el compuesto 54 anterior en el que la amina se 

desprotegió en condiciones ácidas y se acopló con diferentes ácidos. 

 
 
Esquema 43. Esquema de síntesis de derivados del mono-tioescuarato 54.   

 

Esquema de la síntesis del compuesto 57 

 

Esquema 44. Esquema de síntesis del mono-tioescuarato 57. 
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Pentafluorofenil éster de la Biotina (56). A una 

disolución de trifluoroacetato de pentafluorofenilo 

(361.11 mg, 1.29 mmol) en DMF (5 mL) se añadió 

NEt3 (1.84 mmol) a 0 °C. A continuación, se adicionó biotina (300 mg, 1.23 mmol) y la 

reacción se agitó a temperatura ambiente durante 3 h 30 min. Transcurrido este tiempo, se 

añadieron 10 mL de éter y el sólido blanco que precipitó se filtró, se lavó con éter (10 mL) 

y se secó proporcionando el pentafluorofenilester de la biotina (306.8 mg, 0.75 mmol, 

61%). La identidad del producto fue confirmada por HRMS. HRMS (m/z): calcd. para 

C16H15F5N2O3S: 411.0802 [M+H]+, encontrada 411.0756 [M+H]+.  

 

Mono-tioescuarato (57). El éster activado 

de la biotina (140.12 mg, 0.34 mmol) 

reaccionó con la amina procedente de la 

desprotección de 54 (78.35 mg, 0.34 mmol) en presencia de NEt3 (0.51 mmol) en una 

mezcla de disolventes DMF/CH2Cl2 (4 mL, 1:1) bajo agitación a temperatura ambiente 

durante 16 h. Después de comprobar mediante CCF la desaparición del producto de 

partida, se añadió acetato de etilo (x3) al crudo de la reacción, se lavó con agua y salmuera 

y la fase orgánica se secó con MgSO4. Posteriormente, se eliminó el disolvente a presión 

reducida y el residuo resultante se purificó mediante cromatografía utilizando como 

eluyente una mezcla de disolventes CH2Cl2/MeOH (100:0 a 94:6) obteniéndose así el 

producto deseado como un sólido blanco (52.5 mg, 0.12 mmol, 34%) y se recupera parte 

del reactivo de partida 56 (25 mg). 1H RMN (400 MHz, CD3OD): δ = 4.72 (dt, J=18.1, 

6.5 Hz, 2H), 4.51 (ddd, J=7.6, 5.3, 1 Hz, 1H), 4.32 (m, 1H), 3.78 (t, J=6.2 Hz, 1H), 3.60 (t, 

J=6.2 Hz, 1H), 3.21 (m, 1H), 3.14 (q, J=6.3 Hz, 1H), 2.96 (dd, J=5.2, 12.9 Hz, 1H), 2.72 

(d, J=12.7 Hz, 1H), 2.63 (m, 1H), 1.88–1.26 (m, 12H), 1.01 (m, 3H). 13C RMN (101 MHz, 

CD3OD): 200.1, 199.9, 175.1, 169.2, 166.1, 74.6, 63.4, 61.6, 57.0, 56.9, 45.0, 44.5, 41.0, 

33.2, 30.8, 30.3, 29.4, 26.7, 19.7, 14.03. HRMS (m/z): calcd. para C20H29N3O5S2: 456.1627 

[M+H]+, encontrada 456.1600 [M+H]+. 
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Esquema de la síntesis del mono-tioescuarato 60 

 

Esquema 45. Esquema de síntesis del mono-tioescuarato 60. 
 

Mercapto-PEG-2 (59). A una 

disolución de ácido 15-azido-

4,7,10,13-tetraoxapentadecanoico 

(PEG-2) (253.7 mg, 0.87 mmol) en 5 mL de ACN anhidro se añadió 1,1-carbonildiimidazol 

(CDI) (141.22 mg, 0.87 mmol) y se dejó agitando durante 30 min. Posteriormente se 

adicionó la cisteamina (48.99, 0.44 mmol) y NEt3 (121 µL, 0.87 mmol) y se agitó a 

temperatura ambiente durante 4 h. Transcurrido este tiempo, se analizó el progreso de la 

reacción mediante UPLC-TOF, observándose la desaparición del ácido de partida y la 

presencia del compuesto deseado 58. A continuación, se añadió in situ la fosfina TCEP.HCl 

(374.42 mg, 1.31 mmol) y la reacción se dejó agitando a temperatura ambiente. Tras 1 h de 

reacción se observó la formación del producto esperado mediante LC-MS. Este 

compuesto se purificó mediante cromatografía en fase reversa (Isolera Biotage, Cartucho 

SNAP KP-C18-HS 12 g, eluyente H2O+ 0.1% TFA/ACN + 0.1% TFA (de 100:0 a 45:55), 

permitiendo aislar 59 (61.7 mg, 0.18 mmol, 40%). 1H RMN (400 MHz, CDCl3): δ = 6.97 

(br s, 1H), 3.73 (t, J=5.6 Hz, 2H), 3.69–3.62 (m, 14H), 3.40 (m, 4H), 2.66 (dt, J=8.2, 6.5 

Hz, 2H), 2.49 (t, J=5.6 Hz, 2H), 1.45 (t, J=8.5 Hz, 1H). 13C RMN (101 MHz, CDCl3): δ 

= 172.1, 70.82, 70.78, 70.7, 70.6, 70.43, 70.41, 70.2, 67.4, 50.8, 42.5, 37.0, 24.6. HRMS 

(m/z): calcd. para C13H26N4O5S: 351.1702 [M+H]+, encontrada 351.1070 [M+H]+. 
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Mono-tioescuarato (60). 

En un matraz de fondo 

redondo de 10 mL bajo 

atmósfera de argón se añadió 59 (48.95 mg, 0.14 mmol) y dibutil escuarato (63.26 mg, 0.28 

mmol) disueltos en THF anhidro (1.5 mL). A continuación, se adicionó NEt3 (19.5 µL, 

0.14 mmol) y se dejó la reacción agitando a temperatura ambiente y con una corriente de 

Ar a través de la disolución con la finalidad de que no se oxidaran los residuos de tiol y 

diera lugar a enlaces disulfuro. Después de 21 h se observó una proporción de mezcla de 

compuestos 46:26:28 (59:58:60), por lo que se decidió añadir mayor cantidad de dibutil 

escuarato (94.89 mg, 0.42 mmol). Transcurridas 21 h adicionales, mediante análisis por 

UPLC-TOF se observó la ausencia de 59 y la proporción de la mezcla de compuestos 

35:65 (58:60). Posteriormente, se eliminó el disolvente bajo presión reducida y el residuo 

resultante se purificó mediante cromatografía en fase reversa (Isolera Biotage, Cartucho 

SNAP KP-C18-HS 12 g, eluyente H2O + 0.1% TFA / ACN + 0.1% TFA (de 100:0 a 

50:50), dando lugar al compuesto 60 (41 mg, 0.08 mmol, 58%). 1H RMN (400 MHz, 

CDCl3): 4.72 (m, 2H), 3.83 (br s, 1H), 3.77 (t, J=6.1 Hz, 2H), 3.71-3.57 (m, 16H), 3.39 (t, 

J=5.1, 2H), 3.13 (t, J=6.1 Hz, 2H), 2.84 (t, J=6.1 Hz, 2H), 1.93 (br s , 1H), 1.78 (t, J=7.5 

Hz, 2H), 1.44 (q, J=7.5 Hz, 2H), 0.97 (t, J=7.4 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCl3): 

183.7, 177.9, 177.3, 172.9, 160.1, 147.0, 70.8, 70.75, 70.7, 70.68, 70.6, 70.2, 66.8, 50.8, 44.5, 

44.2, 32.2, 29.7, 18.7, 13.8. HRMS (m/z): calcd. para C21H34N4O8S: 503.2176 [M+H]+, 

encontrada 503.2343 [M+H]+. 
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2.- Síntesis de péptidos en fase sólida 

2.1.- Consideraciones generales 

Los diferentes péptidos fueron preparados en fase sólida. La síntesis en fase sólida (SPPS) 

se llevó a cabo manualmente utilizando jeringas de polipropileno que contienen un filtro 

de polietileno poroso. Todos los disolventes y reactivos solubles fueron eliminados por 

succión a través de una bomba de vacío. Durante los acoplamientos y las desprotecciones 

se llevaron a cabo lavados con DMF (x3) y DCM (x3) utilizando 5 mL de disolvente/g 

resina por cada lavado. Todas las reacciones fueron realizadas a temperatura ambiente. 

Durante los acoplamientos, las jeringas fueron agitadas en agitadores orbitales.  

2.2.- Test de identificación de aminas primarias 

Para determinar la presencia o la ausencia de grupos amino libres durante los 

acoplamientos se empleó el test cualitativo de ninhidrina, desarrollado por Kaiser. Para 

realizar el ensayo se coge una pequeña muestra de peptidil-resina seca (1-2 mg) y se coloca 

en un tubo de vidrio. Se añaden 3 gotas de disolución A y 3 gotas de disolución B. A 

continuación, se calienta a 100 ºC durante 3 min. Pasado este tiempo se enfría y se observa 

la coloración que ha tomado la disolución. Una coloración amarilla indica la ausencia de 

aminas primarias (test negativo), lo que indica que al menos el 99% de los puntos 

funcionales han sido bloqueados. Por el contrario, una coloración azul oscura (test 

positivo) indica la presencia de aminas primarias, por lo que el acoplamiento no es 

completo. Las disoluciones se prepararon tal y como se detalla a continuación: 

Disolución A: Se preparó una disolución en caliente de fenol (40 g) en etanol absoluto (10 

mL). Por otro lado, se añadieron 2 mL de una disolución 10 mM de cianuro de potasio (65 

mg de KCN en 100 mL de H2O) sobre 100 mL de piridina. A ambas mezclas se les añadió 

4 g de resina Amberlite MB-3 y se agitaron durante 45 min. Seguidamente se filtraron y se 

mezclaron las dos disoluciones.  

Disolución B: Se preparó una disolución de ninhidrina (2.5 g) en etanol (50 mL). El reactivo 

de ninhidrina es sensible a la luz, por ello la disolución B se almacena en un frasco 

protegido de la luz. 
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2.3.- Acondicionamiento de la resina 
La resina empleada para SPPS contiene un soporte de poliestireno funcionalizado con un 

conector 2-clorotritilocloruro (2-CTC) lábil en medio ácido. La funcionalización inicial fue 

de 1.59 mmol/g resina. Se emplearon 2 g de resina que equivalen a 3.18 mmol. 

El acondicionamiento de la resina se realizó mediante lavados con DMF (5 x 1 min) con 

el fin de eliminar las trazas de ácido clorhídrico, ya que la resina es extremadamente lábil y 

con DCM (5 x 1 min) con el objetivo de hinchar la resina antes de la incorporación del 

aminoácido siguiente.  

2.4.- Incorporación de aminoácidos 

En primer lugar, se incorporó el aminoácido C-terminal (Fmoc-Gly-OH) mediante la 

adición de 0.5 mmol (6.36 eq.) en 3 mL de DCM y 500 µL de DIEA. 

La incorporación de los siguientes aminóacidos a la resina de 2-CTC se llevó a cabo 

siguiendo el siguiente protocolo: 

 Tratamiento Condiciones 
1 Lavados DMF (3 x 1 min), DCM (3 x 1 min) 
2 Desprotección Piperidina/DMF (1:5) (5 min) 
3 Lavados DMF (3 x 1 min), DCM (3 x 1 min) 
4 Acoplamiento Aminoácido (1mmol)/HBTU en DMF (0.5M)/ DIEA (1.5 eq.) 
5 Lavados DMF (3 x 1 min), DCM (3 x 1 min) 
6 Test colorimétrico Test de Kaiser 

Todos los acoplamientos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25 °C) durante 30 

min en agitadores orbitales. El test de Kaiser se utiliza para comprobar si el acoplamiento 

se ha efectuado correctamente. Si el test es positivo (acoplamiento incompleto), se vuelve 

a realizar el procedimiento desde el paso 4. Si el test es negativo, (acoplamiento completo), 

se continúa el procedimiento con la eliminación del grupo Fmoc, incorporándose el 

siguiente aminoácido y así sucesivamente.   

2.5.- Eliminación del grupo protector Fmoc 

El grupo protector de las aminas primarias Fmoc se elimina mediante una disolución de 

piperidina al 20% en DMF (v:v) durante 5 min. Después del tratamiento de desprotección, 

la resina se lava con DMF (3 x 1 min) y DCM (3 x 1 min) con la finalidad de eliminar la 

piperidina sobrante. Para confirmar que el Fmoc ha sido eliminado se lleva a cabo el Test 

de Kaiser (color azul).  
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2.6.- Desanclaje de la resina 

El desanclaje del péptido de la resina 2-CTC se llevó a cabo mediante una disolución de 

2.5% H2O, 2.5% TIS (tiisopropilsilano) y 95% TFA. Posteriormente se eliminó el TFA 

bajo presión reducida, se añadió una mezcla de ACN/H2O y la disolución resultante se 

liofilizó.  

2.7.- Condiciones de purificación 

La purificación de los diferentes péptidos se llevó a cabo en un equipo de HPLC 

preparativo (Waters 2545) conectado a un detector de doble absorbancia (Waters 2489) 

empleando como columna Jupiter Proteo 90Å (10 µm, 100x21.2 mm) con un flujo de 16 

mL/min. Las fases móviles empleadas fueron H2O/ACN conteniendo 0.1% y 0.05% 

TFA, respectivamente. Las inyecciones fueron monitorizadas a 220 y 280nm.  
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2.8.- Péptidos sintetizados en fase sólida (SPPS) 

A continuación, se muestran los cromatogramas de HPLC de los crudos de síntesis de los 

diversos péptidos sintetizados así como el resultado del análisis por LC-MS. 

-H2N-YAFAKG-COOH 

 
LC-MS (ESI): calcd. para C32H45N7O8: 656.34 [M+H]+, encontrada 656.10 [M+H]+.  

 

-H2N-KAFAKG-COOH 

 

LC-MS (ESI): calcd. para C29H48N8O7: 621.37 [M+H] +, encontrada 621.42 [M+H]+.  
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-H2N-DAFAKG-COOH 

 

LC-MS (ESI): calcd. para C27H41N7O9: 608.30 [M+H]+, encontrada 608.07 
[M+H]+.  
 

 

 

 

-H2N-RAFAKG-COOH 

 

LC-MS (ESI): calcd. para C29H48N10O7: 649.38 [M+H]+, encontrada 
649.17 [M+H]+.  
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-H2N-SAFAKG-COOH 

 

LC-MS (ESI): calcd. para C26H41N7O8: 580.31 [M+H] +, encontrada 580.14 
[M+H]+. 

H2N-MAFAKG-COOH 

 

LC-MS (ESI): calcd. para C28H45N7O7S: 624.32 [M+H] +, encontrada 
624.11 [M+H]+.  
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-H2N-PAFAKG-COOH 

 
LC-MS (ESI): calcd. para C28H43N7O7: 590.33 [M+H]+, encontrada 590.08 [M+H]+.  

 
-H2N-AAFAKG-COOH 

 
LC-MS (ESI): calcd. para C26H41N7O7: 564.31 [M+H]+, encontrada 564.29 [M+H]+.  
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-H2N-GAFAKG-COOH 

 
LC-MS (ESI): calcd. para C25H39N7O7: 550.30 [M+H]+, encontrada 550.17 [M+H]+.  

 
-H2N-VAFAKG-COOH 

 
LC-MS (ESI): calcd. para C28H45N7O7: 592.35 [M+H]+, encontrada 592.46 [M+H]+.  
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3.- Estudio de modificación de proteínas 

3.1.- Proteínas 

Las proteínas utilizadas en el estudio de modificación fueron las siguientes: 

Insulina: la insulina utilizada fue insulina humana recombinante. Se preparó una 

disolución de concentración 0.86 mM: se disolvieron 5 mg en 1 mL de una disolución 

acuosa que contenía HCl (5 mM). 

 

Figura 74. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion 
molecular correspondiente. LC-MS (ESI): calcd. para C257H383N65O77S6: 5807.65 [M+H]+, 
encontrada 5806 [M+H]+. El espectro de masas original antes de su deconvolución puede verse 
insertado. 

Ubiquitina: la ubiquitina empleada procedía de eritrocitos bovinos. Se preparó una 

disolución de concentración 0.1 mM disolviendo 1 mg en 1 mL de H2O milli Q. 

 

Figura 75. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion 
molecular correspondiente. LC-MS (ESI): calcd. para C378H629N105O118S: 8564.64 [M+H]+, 
encontrada 8564 [M+H]+. El espectro de masas original antes de su deconvolución puede verse 
insertado. 

Mioglobina: la mioglobina utilizada en los experimentos procedía del músculo esquelético 

equino (pureza del 95-100%). Se preparó una disolución de concentración 0.5 mM 

disolviendo 4.24 mg en 500 µL de H2O milli Q. 
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Figura 76. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion 
molecular correspondiente. LC-MS (ESI): calcd. para C769H1212N210O218S2: 16949.99 [M+H]+, 
encontrada 16947 [M+H]+. El espectro de masas original antes de su deconvolución puede verse 
insertado. 

3.2.- Modificación específica de proteínas con diésteres del ácido 
escuárico 

3.2.1.- Modificación de proteínas con dibutil escuarato 

 Modificación de la insulina con dibutil escuarato 

Disoluciones empleadas: Insulina 0.86 mM en DMSO, dibutil escuarato 8 mM en 

DMSO, TCEP.HCl 0.5 M en H2O milli Q, NEM 20 mM en H2O milli Q. 

Se preparó una disolución de insulina 0.063 mM en 200 µL totales a partir del stock inicial, 

en una disolución tamponada de fosfato 0.1 M (pH=6.5). A continuación se adicionaron 

2 µL de TCEP.HCl (0.5 M) a la disolución para reducir los puentes de disulfuro y se dejó 

agitando durante 1 h. Posteriormente, se adicionaron 20 eq. de dibutil escuarato para 

proporcionar una concentración final de compuesto de 1.27 mM. La reacción se dejó 

agitando durante 3 h a temperatura ambiente. Los resultados fueron analizados utilizando 

espectrometría de masas (UPLC-TOF). La deconvolución de los espectros mediante el 

software MagTran, que utiliza el algoritmo Zscore, permitió determinar la masa del ion 

molecular tras deconvolución del espectro no procesado (Resultados y discusión, Figura 

49).  

Con la intención de investigar los puntos potenciales de reacción, se procedió a estudiar la 

modificación de la proteína con dibutil escuarato tras el bloqueo de los residuos de cisteína. 

Para ello, se bloquearon las cisteínas con N-etilmaleimida (NEM). En este ensayo, en un 

eppendorf de 1.5 mL se preparó una disolución de insulina de concentración 0.063 mM 

en 200 µL totales a partir del stock 0.86 mM, en una disolución tamponada de fosfato (0.1 

M, pH=6.5). A continuación, se añadieron 2 µL de TCEP.HCl (0.5 M) y se dejó agitando 

durante 1 h con el objetivo de reducir los puentes de disulfuro y dejar los tioles libres. Tras 

la reducción de los puentes de disulfuro, se añadieron 100 eq. de una disolución de NEM 
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(20 mM) en la reacción y se agitó durante 3 h a temperatura ambiente (Figura 77). 

Finalmente, se añadieron 20 eq. de dibutil escuarato y se dejó la reacción agitando durante 

3 h a temperatura ambiente (Figura 78).  

 

Figura 77. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion 
molecular correspondiente. La insulina tratada con TCEP y NEM previamente a la modificación con 
dibutil escuarato, resultó en la formación de dos nuevas especies 2883.3 (calcd. para 
C123H183N29O43S4, [M+H] +=2883.20) y 3679.6 (calcd. para C170H248N42O46S2, [M+H] +=3678.79) 
correspondientes a la cadena A con los cuatro residuos de tiol bloqueados por NEM y a la cadena B 
con los 2 residuos de cisteína alquilados por NEM.  

 

Figura 78. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion 
molecular correspondiente. La insulina tratada previamente con TCEP y NEM reaccionó con dibutil 
escuarato resultando en la formación de las especies que corresponden a la cadena A con los cuatro 
residuos de tiol bloqueados por NEM con la masa molecular 2883.4 (C123H183N29O43S4, [M+H] 
+=2883.20) y a la cadena B con los dos residuos de tiol inmovilizados con dos unidades de NEM e 
incorporación de una unidad de dibutil escuarato 3831.6 (C178H255N42O49S2, [M+H]+ = 3830.83). 

Como estudio complementario, se caracterizó la modificación de la proteína oxidada. Para 

ello se preparó una disolución de insulina 0.063 mM en fosfato 0.1 M (pH =6.5) sobre la 

cual se adicionaron 20 eq. de dibutil escuarato del stock de 8 mM obteniéndose así una 

concentración final de compuesto de 1.27 mM en un volumen total de 200 µL. La reacción 

se dejó agitando durante 3 h a temperatura ambiente (Resultados y discusión, Figura 50). 
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 Digestión proteica de una insulina modificada 

Disoluciones empleadas: endoproteinasa Glu-C 0.5 mM en H2O milli Q. 

Protocolo para la digestión: se añadieron 850 µL de acetona fría a 4 ºC sobre la proteína 

modificada o sin modificar, se mezcló y se centrifugó a 5000 g durante 10 min. 

Posteriormente, se descartó el sobrenadante y se secó el pellet que contenía la proteína. A 

continuación, se añadieron 50 µL de disolución tamponada (100 mM Tris HCl, pH=7.8). 

Finalmente, se adicionaron 7.34 µL de proteasa (relación peptidasa:proteína 1:20) y se 

incubó a 37 ºC durante 16 h.  

Digestión de la reacción de modificación con dibutil escuarato: Se preparó una disolución 

de insulina de concentración 0.063 mM en 200 µL totales a partir del stock 0.86 mM, en 

una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH = 6.5). A continuación, se adicionaron 2 

µL de una disolución de TCEP.HCl 0.5 M a la proteína para reducir los puentes de 

disulfuro y se dejó agitando durante 1 h. Posteriormente, se añadieron 20 eq. de 

compuesto. La reacción se dejó agitando durante 3 h a temperatura ambiente para llevar a 

cabo la modificación de la proteína. Finalizada la reacción, se realizó el protocolo de 

digestión añadiendo 7.34 µL de proteasa y se dejó incubando a 37 °C durante 16 h. Los 

resultados de los fragmentos peptídicos obtenidos se analizaron mediante EM en base a la 

intensidad relativa (área) de cada pico correspondiente a cada uno de los fragmentos.   
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A 

 
B 

Figura 79. Cromatogramas de iones extraídos (Extracted ion chromatograms EIC) correspondiente 
a cada uno de los péptidos esperados tras la digestión de A) Proteína nativa, no modificada y B) 
Proteína tratada con dibutil escuarato. Insertados se puede ver la secuencia del péptido esperado así 
como su fórmula molecular en estado nativo (A) o conteniendo una modificación con dibutil 
escuarato (B).  
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 Modificación de la amina N-terminal a través de una reacción de 
transaminación 

Disoluciones empleadas: piridoxal fosfato (PLP) 20 mM en disolución tamponada de 

fosfato (0.1 M, pH 6.5), dibutil escuarato (30 mM) en DMSO.  

A una disolución de insulina 0.063 mM en 200 µL de disolución tamponada de fosfato (0.1 

M, pH 6.5), se añadieron 200 µL de disolución stock de PLP. La mezcla se dejó 

reaccionando durante 2 h a 37 °C (Figura 80).  

 
Figura 80. Reacción de modificación de la posición N-terminal de la insulina mediante 
transaminación durante 2 h a 37 ºC. Los iones moleculares de las especies obtenidas son 6053.15, 
que corresponde al aducto con PLP (calcd. para C265H389N66O82S6P [M+NH3]+ = 6054.71) y 5806.8 
que corresponde al producto de transaminación (calcd. para C257H380N64O78S6 [M+H]+ = 5805.61). 
El espectro de masas original antes de su deconvolución puede verse insertado. 

A una disolución de insulina 0.063 mM en 200 µL de disolución tamponada de fosfato (0.1 

M, pH 6.5) se añadieron 200 µL de disolución stock de PLP. La mezcla se dejó 

reaccionando durante 16 h a temperatura ambiente (Figura 81).  

 
Figura 81. Reacción de modificación de la posición N-terminal de la insulina mediante 
transaminación durante 16 h a temperatura ambiente. Los iones moleculares de las especies obtenidas 
son 6052.9, que corresponde al aducto con PLP (calcd. para C265H389N66O82S6P [M+NH3]+ = 
6054.71) y 5807 que corresponde al producto de transaminación (calcd. para C257H380N64O78S6 
[M+H]+ = 5805.61). El espectro de masas original antes de su deconvolución puede verse insertado. 
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A una disolución de insulina 0.063 mM en 200 µL de disolución tamponada de fosfato (0.1 

M, pH 6.5), se añadieron 200 µL de disolución stock de PLP. La mezcla se dejó 

reaccionando durante 2 h a 37ºC. Posteriormente se adicionaron 20 eq. de dibutil escuarato 

de una disolución de 30 mM en DMSO y la reacción se dejó reaccionando a temperatura 

ambiente durante 3 h (Resultados y discusión, Figura 51). 

 Estudio de las reactividades de α-amina y ε-amina a diferentes pH 

En primer lugar, se prepararon disoluciones tampón de fosfato 0.1 M a pH diferentes (5.5, 

6.5, 7.5, 8.5 y 9.5).  

Modificación de la insulina con dibutil escuarato 

Se preparó una disolución de insulina de concentración 0.063 mM en 200 µL totales a 

partir del stock 0.86 mM, en una disolución tamponada de fosfato (0.1 M) al pH 

correspondiente. A continuación, se adicionaron 20 eq. de dibutil escuarato. La reacción 

se dejó agitando durante 3 h a temperatura ambiente para llevar a cabo la modificación de 

la proteína. Posteriormente cada una de las reacciones se sometieron al protocolo de 

digestión empleando endoproteinasa Glu-C.  

Modificación de la ubiquitina con dibutil escuarato 

Posteriormente, se preparó una disolución de ubiquitina de concentración 0.037 mM en 

200 µL totales a partir del stock inicial, en una disolución tamponada de fosfato (0.1 M) al 

pH correspondiente (5.5-6.5). A continuación, se adicionaron 10 y 20 eq. de dibutil 

escuarato de forma independiente, y cada una de las reacciones se dejaron agitando durante 

3 h a temperatura ambiente. A continuación se procedió a digerir la proteína marcada (pH 

5.5 y 20 eq. de dibutil escuarato) con la endoproteinasa Glu-C siguiendo el protocolo de 

digestión mencionado anteriormente.  

 Modificación de la proteína en dos etapas  

Disoluciones empleadas: bencilamina (500 mM), 1-hexadecilamina (500 mM), 

galactosamina (500 mM), fluoresceinamina (500 mM) en DMF.  

Sobre una disolución de insulina de concentración 0.063 mM en una disolución tamponada 

de fosfato (0.1 M, pH=6.5), se añadieron 20 eq. de dibutil escuarato de un stock a 30 mM. 

Se dejó la reacción agitando durante 3 h a temperatura ambiente y, una vez transcurrido 

este tiempo, se filtró mediante exclusión molecular el exceso de compuesto utilizando 
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filtros de tipo Amicon® (5 KDa). Una vez eliminado el exceso de dibutil escuarato, se 

traspasó la proteína modificada a un eppendorf, el cual contenía 200 µL de una disolución 

tamponada a pH=8, y se añadió la amina correspondiente (100 eq.) con la cual se quería 

llevar a cabo la segunda modificación. Se dejó agitando la reacción a temperatura ambiente 

durante 16 h.  

Filtros: Amicon R Ultra-0.5 30K (centrifugal filter devices) Merck Millipore Ltd.  

En estas reacciones de modificación de la insulina en dos etapas, se observa la masa 

molecular 5958.59 tanto en la modificación con fluoresceinamina y bencilamina, 

correspondiente al primer paso de modificación de la incorporación de una unidad de 

dibutil escuarato (calcd. para C265H391N65O80S6, [M+H]+ = 5959.70). En el caso de la 

incorporación de la fluoresceinamina se observa la masa molecular 6232.76, 

correspondiente a la proteína doblemente modificada tras el segundo paso de 

incorporación de una unidad de fluoresceinamina (calcd. para C281H394N66O84S6, [M+H]+ 

= 6230.70). Con el tratamiento de bencilamina se obtuvo la masa molecular 1199.50, 

correspondiente a la modificación en dos etapas (calcd. para C268H390N66O79S6 [M+H]5+ 

= 1199.35). En ambos casos el segundo paso de modificación es incompleto. Por último, 

la modificación de la insulina con hexadecilamina fue completa (sin la presencia de la 

insulina mono-modificada por dibutil escuarato) dando lugar a la masa molecular 1226.33 

(C277H416N66O79S6. [M+H]5+ = 1126.39), que hace referencia a la incorporación de una 

unidad de hexadecilamina tras el segundo paso de reacción.  

Ensayo control: Se preparó una disolución de insulina de concentración 0.063 mM en 

200 µL totales a partir del stock 0.86 mM, en una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, 

pH=8). A continuación, se añadieron 100 eq. de cada una de las aminas en tres reacciones 

independientes y se dejaron reaccionando a temperatura ambiente durante 3 h. No se 

observó reacción.  
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3.2.2.- Modificación de proteínas con di-3-butino escuarato (41) 

 Optimización de la reacción con péptidos 

 

Figura 82. Estructura de los péptidos H2N- XaaAFAKG-COOH utilizados para el estudio de la 
reactividad de 41 siendo Xaa (Ala, Gly, Val, Asn, Asp, Arg, Ser, Tyr, Pro o Cys).R: cadena lateral.  

Preparación disoluciones: Se prepararon disoluciones de los péptidos sintetizados a una 

concentración 8 mM en H2O milli Q y del compuesto 41 a una concentración 100 mM en 

DMSO.  

El estudio de las reacciones se realizó a intervalos de 30 min, desde t = 0 hasta t = 240 

min. Las diversas reacciones se prepararon en un eppendorf de 1.5 mL en un volumen 

total de 250 µL. Para ello, se disolvieron los diferentes péptidos en una disolución 

tampón de fosfato (0.1 M, pH=6.5) a una concentración final de 1 mM. Posteriormente, 

se añadieron 5 µL de 41 (100 mM), obteniéndose así una concentración final de 

compuesto de 2 mM. 

Espectros de los análisis MS/MS de los péptidos modificados obtenidos 

mediante MALDI-TOF/TOF.  

Con la finalidad de determinar la selectividad N-terminal vs el grupo ε-amino de la cadena 

lateral de la lisina, se analizaron los péptidos modificados mediante estudios de MS/MS. 
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H2N-MAFAKG-COOH 

H2N-AAFAKG-COOH 
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H2N-RAFAKG-COOH 

H2N-DAFAKG-COOH 
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H2N-GAFAKG-COOH 

H2N-KAFAKG-COOH 
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H2N-PAFAKG-COOH 

H2N-SAFAKG-COOH 
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H2N-YAFAKG-COOH 

H2N-VAFAKG-COOH 

Figura 83. Espectros resultantes de los estudios MS/MS de los péptidos modificados por MALDI-
TOF/TOF. Fragmentos N-terminales a, b. Fragmentos C-terminales y.  
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 Confirmación del sitio de modificación. Digestión peptídica 

Se preparó una disolución del péptido PAFAKG de concentración 1 mM en 250 µL totales 

a partir del stock 8 mM, en una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH=6.5). 

Posteriormente, se añadieron 5 µL de una disolución 100 mM de 41, obteniéndose así una 

concentración final de compuesto de 2 mM. Tras 1 h de reacción, se eliminó el exceso de 

41 mediante filtración (filtros Amicon®). Posteriormente, el péptido modificado obtenido 

se purificó mediante HPLC en fase reversa. Mediante análisis por EM se observó la masa 

molecular 738.16 correspondiente a la incorporación de una unidad de 41 (calcd. para 

C33H43N7O10, [M+H]+ = 738.35).  

Una vez obtenido el producto final purificado, se llevó a cabo la digestión con 

quimotripsina. Para ello se disolvió el compuesto purificado en 50 µL de una disolución 

tampón 100 mM Tris, 2 mM CaCl2, pH=8.0. A continuación, se añadieron 6.12 µL de 

quimotripsina de una disolución 1 mg/mL (relación quimotripsina:péptido 1:60). Se dejó 

incubando a 30 °C durante 16 h. Mediante análisis por EM se observaron las masas 

moleculares 482.19 y 275.16, correspondientes a la muestra digerida de PAFAKG 

modificada mediante 41, 41PAF (calcd. para C25H27N3O7, [M+H]+ = 482.19) y AKG 

(calcd. para C11H22N4O4, [M+H]+ = 275.17).  

 Funcionalización de proteínas con di-3-butino escuarato 41 

A continuación se examinó la reacción del diéster del ácido escuárico 41 con las diferentes 

proteínas (insulina, ubiquitina y mioglobina) y el posterior tratamiento con azidas 

funcionalizadas. 

INSULINA 

Reactividad del compuesto 41 con la insulina 

Se preparó una disolución de insulina 0.12 mM en 332 µL de una disolución tamponada 

de fosfato (0.1 M, pH=6.5). Posteriormente se añadieron 12 µL de una disolución 20 

mM de 41, obteniéndose así una concentración final de compuesto de 0.6 mM, (5 eq. de 

compuesto añadido). Los resultados fueron analizados mediante espectrometría de 

masas después de 3 h a temperatura ambiente (Resultados y discusión, Figura 57). 

Reacción de cicloadición azida-alquino 

Una vez obtenida la proteína modificada, se eliminó el exceso de 41 mediante filtración y 

la proteína resultante se trató con azidas funcionalizadas. 



 

315 
 

Disoluciones empleadas: CuSO4·H2O (50 mM), PEG-1 (100 Mm), THPTA (50 mM), 

ácido ascórbico (50 mM), Cy3-N3 (100 mM).   

En primer lugar, se desgasificaron todas las disoluciones acuosas mediante burbujeo de 

nitrógeno. Se escogieron 200 µL para llevar a cabo la reacción de bioconjugación. 

Seguidamente, se adicionaron 20 eq. de azida (PEG-1) respecto a la proteína modificada. 

A continuación, se añadió 1 µL de CuSO4·H2O dando lugar a una concentración final 

de 0.25 mM. Posteriormente, se adicionaron 5 µL (1.25 mM) del ligando quelante 

THPTA. Finalmente, se añadieron 20 µL de ácido ascórbico de la disolución stock. 

Después de 1 h de reacción, se analizaron los resultados mediante EM (Resultados y 

discusión, Figura 58). 

El siguiente ejemplo fue el estudio de bioconjugación de la insulina con una cianina 

funcionalizada con un grupo azida (Cy3-N3). Al igual que en la reacción de 

bioconjugación anterior, se llevó a cabo el mismo procedimiento, pero en este caso se 

añadieron 20 eq. de Cy3-N3. Después de 1 h de reacción, se analizaron los resultados 

mediante EM (Resultados y discusión, Figura 59). 

UBIQUITINA 

Reactividad del compuesto 41 con la ubiquitina 

Se preparó una disolución de ubiquitina 0.037 mM en 253 µL de una disolución 

tamponada de fosfato (0.1 M, pH=6.5). Posteriormente se añadieron 3.7 µL de una 

disolución 20 mM de compuesto 41, obteniéndose así una concentración final de 

compuesto de 0.185 mM. La reacción se dejó agitando y los resultados fueron analizados 

transcurridos los 140 min y 200 min. Los resultados fueron analizados mediante EM. 

 
Figura 84. Modificación de la ubiquitina con 5 eq. de 41 a pH 6.5 y a 200 min. Los iones moleculares 
obtenidos tras la deconvolución del espectro de masas corresponden a [M+H]+ = 8561.7, calcd. para 
C378H629N105O118S [M+H]+ = 8565.64; [M+H]+ = 8711.8, calcd. para C386H633N105O121S [M+H]+ = 
8711.65 y [M+H]+ = 8860.1, calcd. para C394H638N105O124S [M+H]+ = 8860.67, que corresponden a 
la proteína nativa y a la modificación con una unidad de 41 y con dos unidades de 41, respectivamente.  
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Reacción de cicloadición azida-alquino 

Al igual que se llevó a cabo en el caso de la insulina, se empleó la proteína marcada en 

estudios de bioconjugación con diferentes azidas funcionalizadas.  

En un eppendorf de 1.5 mL se añadió la proteína modificada (0.037 mM) en una disolución 

tamponada de fosfato (0.1 M, pH=6.5, 200 µL), 20 eq. de una disolución acuosa 20 mM 

de PEG-1, 1 µL de una disolución de CuSO4·H2O en H2O (50 mM), 5 µL de ligando 

quelante THPTA y 20 µL de ácido ascórbico. Después de 1 h de reacción a temperatura 

ambiente, se analizaron los resultados mediante EM (Resultados y discusión, Figura 61). 

Del mismo modo, se trató la ubiquitina modificada con 20 eq. de Cy3-N3. Los resultados 

fueron analizados mediante EM (Resultados y discusión, Figura 62). 

Las proteínas marcadas fueron cargadas en un gel de poliacrilamida al 16.5% que fue 

separado por electroforesis a 120 mV/90 min. El gel fue analizado mediante un escáner 

de fluorescencia y posteriormente teñido con Azul de Coomassie (Resultados y discusión, 

Figura 63). 

MIOGLOBINA 

Reactividad del compuesto 41 con la mioglobina 

En un eppendorf de 1.5 mL se preparó una disolución de mioglobina 0.1 mM a partir 

del stock 0.5 mM en 38.75 µL de una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH=6.5). 

Posteriormente, se añadieron 5 eq de 41, obteniéndose así una concentración final de 

compuesto de 0.5 mM. La reacción se siguió por EM analizando alícuotas a diferentes 

tiempos de reacción (60 min (Resultados y discusión, Figura 65), 150 min y 20 h). 

3.3.- Modificación de proteínas con mono-escuaramidas y tioésteres del 
ácido escuárico 

Disoluciones empleadas: 46 (8 mM), 52 (8 mM), 54 8 (mM) en DMSO. 

 Reactividad de las escuaramidas 46, 52 y el tioéster 54 

Se preparó una disolución de insulina de concentración 0.063 mM en 200 µL totales a 

partir del stock 0.86 mM, en una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH= 6.5). Por 

otro lado, se preparó una disolución de 46 de concentración 8 mM en DMSO y se 

adicionaron 20 eq. de compuesto. La reacción se dejó agitando durante 3 h a temperatura 

ambiente (Figura 85).  
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Se preparó una disolución de insulina de concentración 0.063 mM en 200 µL totales a 

partir del stock 0.86 mM, en una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH=6.5). Por 

otro lado, se preparó una disolución de 52 de concentración 8 mM en DMSO y se 

adicionaron 20 eq. de compuesto. La reacción se dejó agitando durante 3 h a temperatura 

ambiente. (Resultados y discusión, Figura 68). 

 
Figura 85. Reacción de modificación de la insulina con 20 eq. de 46 a pH 6.5. El espectro muestra 
los correspondientes iones moleculares [M+H]+ = 5807.4, (calcd. para C257H383N65O77S6 [M+H]+ = 
5807.65) y [M+H]+ = 6324.3 (calcd. para C283H420N68O85S6 [M+H]+ = 6325.91) correspondientes a 
la proteína nativa y a la incorporación de una unidad de 46, respectivamente. Los espectros originales 
antes de su deconvolución pueden verse insertados. 

De manera análoga a la caracterización realizada anteriormente con el dibutil escuarato, 

se llevó a cabo la modificación de la insulina con 54. Se preparó una disolución de insulina 

de concentración 0.063 mM en 200 µL totales a partir del stock 0.86 mM, en una 

disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH = 6.5). A continuación, se adicionaron 2 

µL de una disolución de TCEP.HCl 0.5 M a la disolución para reducir los puentes de 

disulfuro y se dejó agitando durante 1 h. Después de la reducción de los puentes de 

disulfuro, se añadieron 100 eq. de NEM en la reacción y se agitó durante 3 h a 

temperatura ambiente. Finalmente, se añadieron 20 eq. de 54 y la reacción se agitó 

durante 3 h adicionales (Figura 86).  

 
Figura 86. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando los iones 
moleculares correspondientes. La insulina tratada previamente con TCEP.HCl y NEM reaccionó 
con 54 resultando en la formación de las especies que corresponden a la cadena A con los cuatro 
residuos de tiol bloqueados por NEM con la masa molecular 2883.7 (calcd. para C123H183N29O43S4, 
[M+H] +=2883.20) y a la cadena B con los dos residuos de tiol inmovilizados con dos unidades de 
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NEM e incorporación de una unidad de 54 3935.2 (calcd. para C181H259N43O50S3, [M+H]+ = 
3932.83). 

 

 Reactividad con derivados del mono-tioescuarato 54 (57 y 60) 

Disoluciones empleadas: 57 (8 mM), 60 (100 mM) en DMSO. 

Reactividad del compuesto 57 con la insulina, ubiquitina y mioglobina 

Se preparó una disolución de insulina de concentración 0.063 mM en 200 µL totales a 

partir del stock 0.86 mM, en una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH=6.5). Por 

otro lado se preparó una disolución de compuesto biotinilado 57 de concentración 8 mM 

en DMSO y se adicionaron 20 eq. obteniéndose así una concentración final de compuesto 

de 1.27 mM. La reacción se dejó agitando durante 16 h a temperatura ambiente (Figura 

87).  

 

Figura 87. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando los iones 
moleculares correspondientes. La insulina reaccionó con 20 eq. de 57 resultando en la formación de 
la especie que corresponden a la insulina modificada con una unidad de 57 con la masa molecular 
6187.7 (calcd. para C273H400N68O81S8, [M+H] +=6184.71). 

Posteriormente, se estudió la reacción de modificación con la ubiquitina y la mioglobina. 

En primer lugar, se preparó una disolución en 108.26 µL de fosfato 0.1 M (pH=6.5) de 

ubiquitina de concentración 0.037 mM a partir de la disolución stock inicial y se 

adicionaron 20 eq. de compuesto 57. La reacción se dejó agitando durante 3 h a 

temperatura ambiente (Figura 88).  
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Figura 88. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando los iones 
moleculares correspondientes. La ubiquitina reaccionó con 20 eq. de 57 resultando en la formación 
de la especie que corresponde a la ubiquitina modificada con una unidad de 57 con la masa molecular 
8946 (calcd. para C394H648N108O122S3, [M+H]+=8945.72).  

En una segunda reacción, se preparó una disolución de mioglobina 0.06 mM a partir del 

stock 0.5 mM en 142.98 µL de una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH=6.5). A 

continuación, se adicionaron 20 eq. de 57 y la reacción se dejó agitando durante 3 h a 37 

ºC (Resultados y discusión, Figura 70). 

Reactividad del compuesto 60 con la insulina 

En un eppendorf de 1.5 mL, se preparó una disolución de insulina de concentración 0.063 

mM a partir del stock 0.86 mM, en una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH=7). 

Por otro lado, se preparó una disolución de 60 de concentración 100 mM en DMSO y se 

adicionaron 60 eq. de compuesto en 100 µL totales. La reacción se dejó agitando durante 

140 min a temperatura ambiente (Figura 89). Las especies obtenidas corresponden a las 

masas moleculares 6236 (calcd. para C274H407N69O84S7,  [M+H]+ = 6234.79) y 1333.86 

(calcd. para C291H431N73O91S8, [M+5H]5+ = 1333.79) pertenecientes a la incorporación de 

una y dos unidades de compuesto 60 respectivamente en una relación 2.5:1. El análisis de 

la reacción se siguió por EM a los 140, 240 y 420 min.  
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Figura 89. Estados de carga detectados e ion molecular calculado en base a la presencia de los iones 
[M+5H]5+. La insulina reaccionó con 60 eq. de 60 resultando en la formación de las especies que 
corresponden a la insulina modificada con una unidad y dos unidades de 60 con las masas 
moleculares 6236.0 (calcd. para C274H407N69O84S7, [M+H]+=6234.79) y 1333.86 (calcd. para 
C291H431N73O91S8, [M+5H]5+ = 1333.79).  

Reacción click de cicloadición de azida-ciclooctino 

En un eppendorf de 1.5 mL se preparó una disolución de la proteína modificada con el 

compuesto 60 en tampón de fosfato (0.1 M, pH=7, 25 µL) y 2 eq. de una disolución acuosa 

10 mM de dibenzociclooctino biotina (DBCO-Biotin). Después de 1 h de reacción a 

temperatura ambiente, se analizaron los resultados mediante EM (Resultados y discusión, 

Figura 71). 

Reactividad del compuesto 60 con la ubiquitina 

En un eppendorf de 1.5 mL, se preparó una disolución de ubiquitina de concentración 

0.037 mM a partir del stock inicial, en una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH=7). 

A continuación, se adicionaron 60 eq. de 60. La reacción se dejó agitando durante 2, 4 y 7 

h y los resultados fueron analizados mediante EM (Figura 90).  

 

Figura 90. Espectros deconvolucionados. La insulina modificada reaccionó con 60 eq. de 60 
resultando después de 2 h (A), 4 h (B) y 7 h (C) en la formación de las especies que corresponden a 
la reacción de modificación de una (calcd. para C395H653N109O125S2, [M+H]+=8993.77 ) y dos 
unidades de 60 (calcd. para C412H677N113O132S3, [M+H]+=9421.91).  
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Reacción de cicloadición de azida-ciclooctino 

Se añadió la proteína modificada (0.037 mM) en una disolución tamponada de fosfato (0.1 

M, pH=7, 25 µL) y 5 eq. de una disolución acuosa 10 mM de DBCO-Biotina. La reacción 

se mantuvo en agitación a temperatura ambiente durante 1 h. Se analizaron los resultados 

mediante EM (Resultados y discusión, Figura 72). 

Reactividad del compuesto 60 con la mioglobina 

En un eppendorf de 1.5 mL se preparó una disolución de mioglobina 0.06 mM a partir 

del stock inicial en 168.8 µL de una disolución tamponada de fosfato (0.1 M, pH=7). 

Posteriormente se añadieron 60 eq. de 60. La reacción se siguió por EM y se tomaron 

muestras a diversos tiempos (Figura 91).  

 

Figura 91. Reacción de modificación de la mioglobina con el compuesto 60 en muestras tomadas 
a los 80 min (A), 2 h 25 min (B), 3 h (C) y 7 h 30 min (D). Especies correspondientes a la proteína 
sin reaccionar (calcd. para C769H1212N210O128S2, [M+H]+= 16952.00), a una incorporación (calcd. 
para C786H1236N214O225S3, ([M+H]+=17380.14), dos incorporaciones (calcd. para 
C803H1260N218O232S4, ([M+H]+ = 17809.28) y a tres incorporaciones (calcd. para 
C820H1283N218O232S4, [M+H]+ = 18234.40) de compuesto 60.  
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El modelo de negocio de I+D de las compañías farmacéuticas está en crisis desde hace 

décadas debido a los grandes costes y a la baja productividad. En consecuencia, la 

identificación de nuevos biomarcadores y el desarrollo de nuevas estrategias para detectar 

y tratar trastornos patológicos es un campo de investigación emergente. Estos enfoques 

pueden ayudar a comprender mejor el mecanismo de progresión de la enfermedad, así 

como la identificación de nuevas dianas para la intervención terapéutica. La presente tesis 

trata dos temas que abordan diferentes aspectos del proceso de descubrimiento de nuevos 

fármacos. En primer lugar se ha trabajado en la identificación de compuestos activos frente 

a una diana conocida de tipo biológico y en segundo lugar se ha estudiado el desarrollo de 

métodos adecuados para la modificación de este tipo de moléculas consideradas como 

dianas farmacéuticas. 

La autofagia es un proceso celular que consiste en la degradación lisosomal de 

componentes citoplasmáticos desechables o potencialmente dañinos. Este proceso regula 

la degradación lisosomal y el reciclado de orgánulos obsoletos, de proteínas de una vida 

media larga, de agregados de proteínas y de patógenos. Se produce en condiciones basales 

y tiene un papel crucial en el desarrollo celular, la diferenciación, la supervivencia y la 

homeostasis y su funcionamiento anómalo está relacionado con el envejecimiento y 

múltiples enfermedades como el cáncer y trastornos neurodegenerativos. En condiciones 

fisiológicas normales, la autofagia se produce a un nivel basal, mientras que en condiciones 

de estrés, como pueden ser la falta de nutrientes o la presencia del algún estímulo, la 

actividad autofágica aumenta. En los últimos años se ha comprobado que niveles elevados 

o deficientes de autofagia están directamente relacionados con varias enfermedades y la 

modulación de este mecanismo se ha convertido en una estrategia terapéutica prometedora 

para el tratamiento del cáncer. Existen diferentes vías de regulación para controlar la 

autofagia y consecuentemente numerosos puntos potenciales de modulación.  Una de las 

proteínas más exploradas para el bloqueo de la autofagia es Atg4B, cisteína proteasa que 

tiene un papel fundamental en este mecanismo y prescindir genéticamente de Atg4B inhibe 

el crecimiento del tumor en células cancerosas. Es por ello que el objetivo general del 

primer capítulo es la identificación selectiva de inhibidores de autofagia mediante la 

modulación química de Atg4B y así servir de base para futuras intervenciones 

farmacológicas. Inicialmente se llevó a cabo un cribado virtual utilizando una quimioteca 

virtual del National Cancer Institute, se descartaron aquellas estructuras conocidas como 

altamente reactivas y se solicitaron 250 compuestos para estudiar su actividad utilizando 

un ensayo de cribado de alto rendimiento basado en la tecnología Alpha Screen puesto a 
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punto en el grupo. Se procedió a la síntesis de los compuestos activos identificados para 

confirmar su identidad y actividad, y se prepararon análogos con la intención de explorar 

la relación estructura-actividad y obtener moléculas de mayor potencia y características 

farmacológicas mejoradas. Una vez sintetizados, se estudió su actividad como inhibidores 

de Atg4B y la actividad celular de los compuestos más potentes. Así pues los derivados de 

7-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona presentaron actividades prometedoras como 

inhibidores de Atg4B destacando especialmente el compuesto 31 que inhibe la autofagia 

celular y sensibiliza a las células cancerosas al oxiplatino.  

Por otro lado, la modificación química de las proteínas es una herramienta importante en 

el campo de la biología química para el estudio de procesos biológicos, para la 

caracterización de la actividad de proteínas y para el tratamiento de enfermedades. Esta 

técnica de bioconjugación combina características de la química sintética y de la biología 

molecular. Aunque en los últimos años se han descrito varios métodos de modificación 

específica de proteínas, existe un gran interés en el desarrollo de nuevas estrategias y 

métodos complementarios que superen las limitaciones de los existentes. En este contexto, 

el objetivo principal del segundo capítulo es el desarrollo de un método específico de 

modificación de proteínas mediante el uso de estructuras derivadas del ácido escuárico. Se 

sintetizó una pequeña biblioteca de diésteres, mono-escuaramidas y tioésteres del ácido 

escuárico. Inicialmente se escogió la insulina como proteína modelo puesto que era 

fácilmente analizable mediante análisis de masas, y posteriormente se extendió a proteínas 

de mayor tamaño, ubiquitina y mioglobina. Se emplearon varios procedimientos para el 

estudio del sitio de modificación como son el empleo de agentes alquilantes, diferentes 

condiciones de pH, la digestión proteica mediante la endoproteinasa Glu-C, estudios de 

transaminación y de fragmentación MS/MS, entre otros. Todo ello conllevó al desarrollo 

de un nuevo método aplicable a proteínas en su estado nativo para su modificación 

selectiva a través del alquil tioescuarato 60 presentando menos reactividad pero más 

selectividad frente a los diésteres de ácido escuárico previamente explorados.  
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Los anexos de la presente tesis doctoral se encuentran en el USB adjunto. El material que 

se encuentra incluido es el siguiente: 

 Docking 

- Compuestos pertenecientes a la base de datos NCI Open Datebase seleccionados 

por HTVS empleando los programas de acoplamiento Glide y Autodock Vina 

para cada una de las estructuras de Atg4B.  

- Figuras representando el proceso de cribado virtual utilizado (embudos de 

selección/docking funnels) para ambas estructuras de Atg4B empleando ambos 

métodos de acoplamiento.  

- Resultados del Induced Fit Docking. 

 

 Espectros de RMN 

- Capítulo 1 (12-39) 

- Capítulo 2 (40-60) 

 

 PDF de la tesis doctoral 
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