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Nuevos colorantes BODIPY para teragnosis
fotodinamica (fototeragnosis) basados en
acumulacion en mitocondrias.

Los compuestos organicos estructuralmente simples y
con actividad antitumoral por actuacién en
mitocondrias a través de varios mecanismos de
accion, constituyen una promesa sustancial para ser
desarrollados como agentes para el tratamiento del
cancer. La presente invencion se refiere a nuevos
compuestos con estructura de F-BODIPY con
capacidad de acumulacién especifica en
mitocondrias, de exhibir fotocitotéxicidad sin
necesidad de involucrar atomos pesados u otros
restos funcionales capaces de interaccionar en los
procesos biolégicos, y con potencialidad para el
desarrollo de nuevos agentes teragndsticos de uso
clinico. Ademas, se refiere a su procedimiento de
obtencion y a su aplicacién como marcadores
fluorescentes de mitocondrias, y como agentes
fotocitotoxicos para terapia fotodindmica (TFD) y
fototeragnésis basados en acumulacién en
mitocondrias.
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DESCRIPCION

Nuevos colorantes BODIPY para teragnosis fotodinamica basados en

acumulacion en mitocondrias

SECTOR DE LA TECNICA
La presente invencidon se enmarca en el campo de la Quimica Organica Precisa,
concretamente en el campo de los agentes quimicos para bioimagen y terapia

fotodinamica de aplicacion en (bio)medicina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las mitocondrias son organulos de morfologia alargada y doble membrana,
caracteristicos de las células eucariotas. Las mitocondrias estan recibiendo una
atencion especial en el campo de la investigacion como resultado de su implicacion
tanto en el funcionamiento normal del organismo como en su participacion en distintas
enfermedades. Todo ello se ha reflejado en un elevado numero de publicaciones

cientificas relacionadas con estos organulos.

En los ultimos afios, las mitocondrias son objeto de estudio como organulos diana en
nuevas terapias anti-tumorales, aprovechando las propiedades especificas que

poseen estos organulos cuando se localizan en células neoplasicas.

Los agentes con actividad antitumoral que actuan sobre las mitocondrias a través de
varios mecanismos de accion se han denominado mitocanos (acronimo procedente de
“mitocondrias” y “cancer”) y constituyen una promesa sustancial para ser desarrollados
como farmacos anticancerigenos clinicamente relevantes (Neuzil, J. et al,
Mitochondrion 2013, 13, 19).

En la ultima década, la terapia fotodinamica (TFD) ha surgido como una herramienta
terapéutica para el tratamiento de varios tipos de tumores y ha conseguido despertar
un elevado interés debido a que se trata de una técnica minimamente invasiva. Su
efecto terapéutico surge de la combinacién de tres componentes: un fotosensibilizador
(FS), luz y oxigeno. Cada uno de estos componentes no es tdxico por si mismo pero,

cuando se combinan, producen una cadena de reacciones que conducen a la
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formacion de ROS (Reactive Oxygen Species), especies citotdxicas entre las que se
encuentra el oxigeno singlete ('0O), causando la muerte celular. La generacion de
oxigeno singlete tras la irradiacion del FS es el paso clave en la TFD (van Straten, D.
Cancers 2017, 9, 19).

La eficiencia de la TFD depende de la localizacion subcelular del FS, debido a que el
oxigeno singlete es altamente reactivo y que su vida media es del orden de 40 ns y su
radio de difusion de ~ 20 nm (Oliveira, C.S. et al. Free Radic. Biol. Med. 2011, 512,
824). En relacion con este hecho, los FSs que se localizan en las mitocondrias poseen
un elevado potencial para ser utilizados en TFD, ya que estos organulos desempefian
un papel central en las vias apoptéticas (Noh, I. et al. Adv. Sci. 2018, 5, 1700481;
Thomas, P. et al. Chem. Sci. 2017, 8, 8351).

Durante la ultima década se han desarrollado FS basados en BODIPY (4,4-difluoro-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indaceno) con capacidad para generar ROS y que han sido
destacados como prometedores para el desarrollo de agentes para TFD. La mayoria
de estos FS presentan en su estructura atomos pesados (metales o halégenos),

potencialmente toxicos.

Actualmente existen marcadores de mitocondrias comercializados que estan basados
fundamentalmente en estructuras de rodaminas, cianinas o sales de piridinio.
También se han descrito diversos BODIPYs fluorescentes que permiten la
visualizacién de mitrocondrias (por ejemplo, Huang, Y. J. Mater. Chem. B 2019, 7, 305;
ES2695754). Sin embargo, no existen sondas comerciales basadas en BODIPY para

el marcaje fluorescente de mitocondrias.

Recientemente se ha intentado desarrollar BODIPY's terganésticos con capacidad para
actuar como FS para TFD y como sondas fluorescentes para marcaje especifico de
mitocondrias (Kesavan, P.E. et al. Bioorg. Chem. 2019, 91, 103139; Du, X. et al. Inter.
J. Pharm. 2019, 555, 346; He. H. et al. Sci. Rep. 2015, 5, 13543). Sin embargo, estos
BODIPYs involucran azufre (potencialmente tdxico) en su estructura o indol (de
potencial interaccion en multiples procesos de biolégicos), o que podria suponer una
limitacion en su uso clinico. Ademas, presentan absorcion y emisién en la zona verde
del espectro, fuera de la denominada ventana biolégica (600 — 800 nm), lo que supone

otra limitacion a su posible uso clinico.
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Por tanto, seria deseable disponer de BODIPYs teragnésticos con capacidad para
actuar de forma dual, como FS para TFD y como sondas fluorescentes para marcaje

especifico de mitocondria, y apropiada para uso clinico.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencion describe el disefio estructural, desarrollo sintético y actividad de
un nuevo grupo de colorantes pertenecientes a la familia de los BODIPY, que tienen
capacidad para sefializar mitocondrias eficientemente mediante fluorescencia en el
entorno de la llamada ventana bioldgica, y capacidad adicional para producir muerte
celular eficiente mediante TFD sin necesidad de involucrar en su molécula atomos
pesados o restos funcionales de desconocida actividad biolégica capaces de

interaccionar en procesos bioldgicos.

Estructuralmente, los colorantes objetos de la presente invencidén se caracterizan por
poseer una unidad de F-BODIPY (4,4-difluoroBODIPY) mextendida por la accion de
uno o varios grupos Z2-arilletenilo que, a su vez, portan un resto polar basado en

alquil(trifenil)fosfonio.

Los compuestos de la presente invencion se preparan mediante post-funcionalizacion
de colorantes BODIPY previamente a-funcionalizados con uno o dos metilos, por
reaccion con un aldehido aromatico convenientemente funcionalizado. Este protocolo
sintético tiene caracter general y puede proporcionar biomateriales con propiedades
avanzadas similares para ser aplicados en el desarrollo de agentes teragndsticos de

uso clinico.

Se trata de colorantes con potencialidad para el desarrollo de nuevos agentes
teragnosticos de uso clinico. Los ensayos de tincién de células humanas de origen
tumoral con los nuevos colorantes demuestran que estos sistemas se acumulan
especificamente en mitocondrias y que dicha acumulacion especifica potencia, a su

vez, su capacidad fototdxica en TFD.

De forma mas concreta, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a los

compuestos Mito-1 y Mito-2 de formula (I) y (ll), respectivamente, a los que, en
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adelante, se hara referencia en este documento como los “compuestos de la

invencion”

() (i

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para la
obtencion de los compuestos Mito-1 y Mito-2, en adelante denominado “procedimiento
de la invencién”, que comprende la reaccion entre un compuesto de formula (l1l) y un

aldehido aromatico.

Donde R4 (y/o R3’) es metilo y los restantes sustituyentes son iguales a los del

compuesto final.

Una realizacién mas preferida del procedimiento de la invencion, comprende la post-
funcionalizacién de un compuesto de férmula (lll), mediante su reaccién de
condensacion con un aldehido aromatico funcionalizado con un grupo fosfonio,
preferiblemente elegido entre el grupo formado por los benzaldehidos, y mas
preferiblemente donde el benzaldehido es bromuro de (4-(4-
formilfenoxi)butil)(trifenil)fosfonio. Preferiblemente, esta reaccion esta catalizada por un
acido, preferiblemente seleccionado entre el grupo formado por acido férmico, acido

acético (AcOH) y acido propanoico; o por una base, preferiblemente seleccionada
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entre el grupo formado por trimetilamina, etil(diisopropil)amina, piperidina, pirrolidina y
morfolina; o por una mezcla de acido y base. Preferiblemente, el catalizador es una

mezcla formada por piperidina y AcOH.

En otra realizacion mas preferida del procedimiento de la invencion, la reaccion se
lleva a cabo en un disolvente organico compatible con la reaccién de condensacion a
una temperatura comprendida entre 20 y 140°C. Preferiblemente, la reaccién se lleva
a cabo en N,N-dimetilformamida (DMF) como disolvente, mas preferiblemente a
120°C, aun mas preferiblemente bajo irradiacion de microondas, y de forma

especialmente preferida en atmdsfera inerte (por ejemplo de argén).

Finalmente, tras su obtencion, el compuesto de la invencion puede ser purificado
mediante las técnicas habituales de purificacion de compuestos moleculares
organicos. Preferentemente, la técnica de purificacion es la cromatografia de elucion
en columna y, mas preferiblemente, el adsorbente de esta cromatografia de elucion es

gel de silice.

Un tercer aspecto de la presente invencién se refiere al uso de cada compuesto de la
invencién, como biomarcador fluorescente y/o como agente fotocitotéxico,
preferiblemente para marcaje celular y, ain mas preferiblemente, para el marcaje
celular especifico de mitocondrias, preferiblemente de células vivas y, adn mas
preferiblemente, en células vivas de mamiferos. De manera especialmente preferente,
las células a marcar y/o tratar mediante TFD son humanas, preferentemente de

naturaleza cancerosa.

Por tanto, un cuarto aspecto de la presente invencién comprende el uso de los
compuestos de férmula (1) y (Il) para el desarrollo y fabricacién de marcadores para el

diagnostico de enfermedades relacionadas con anomalias en mitocondrias.

En un uso preferido, los compuestos de la invencion pueden ser empleados de forma
directa o unidos, covalentemente o supramolecularmente, a un sistema quimico que
mejore sus propiedades ADMET (absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion
y toxicidad); preferiblemente este sistema es una biomolécula, preferiblemente
seleccionada entre el grupo que consiste en un aminoacido, péptido, proteina, lipido,

carbohidrato, acido nucleico y toxina. En un uso preferido del compuesto (I) de la
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invencion, éste se utiliza de forma directa y es preferiblemente fotoactivado mediante
irradiaciéon con luz visible, preferentemente de la regidén verde-roja del espectro

electromagnético y, mas preferentemente, la luz es laser.

Un ultimo aspecto de la presente invencién comprende, por tanto, una nueva
estrategia para conseguir potenciar la actividad de agentes teragnodsticos basados en
TFD y en diagndstico mediante bioimagen fluorescente, consistente en la acumulacion

especifica de agente teragnéstico en mitocondrias.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetivos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan, en parte, de la descripcion y, en parte, de la practica de la
invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Visualizacién de los compuestos Mito-1 y Mito-2 en células HelLa (2,5 uM, 3 h
de incubacion) bajo excitacion verde en microscopia éptica de contraste de fase. Barra

de escala: 10 ym.

Figura 2. Porcentaje de viabilidad de células Hela tras los tratamientos con los
compuestos Mito-1 y Mito-2 a distintas concentraciones en condiciones de oscuridad y
tras 10,3 J/cm? de irradiacion verde. Se representa el valor medio de la viabilidad de

seis experimentos + desviacion tipica.

Figura 3. Imagen de las alteraciones morfoldgicas de las células HelLa incubadas con
el compuesto Mito-1 (5 uM) e irradiadas con 10,3 J/icm? de luz verde. Tras la
irradiacién, las células HeLa comienzan a morir exhibiendo la morfologia tipica de la

muerte celular por apoptosis. Barra de escala es 10 um.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

A continuacion se ilustra la invencién mediante ensayos realizados por los inventores,
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donde se describe la obtencién de varios colorantes de la invencion, asi como su
evaluacion como marcadores fluorescentes de mitocondrias en células vivas de origen
tumoral, y como agentes fotocitotdxicos para la destruccion eficiente de las células asi

marcadas.

SINTESIS DE LOS COMPUESTOS

Todos los reactivos y compuestos de partida se han obtenido comercialmente, a
menos que se indique lo contrario, y se han usado sin purificaciones adicionales. Los
disolventes comunes se han secado y destilado por procedimientos estandar. Los
intermedios sintéticos y productos finales se han purificado mediante cromatografia en
columna flash, utilizando gel de silice Merck 60 (230-400 mesh). Los eluyentes
empleados en cromatografia se especifican en cada caso y sus proporciones se
indican en relacion volumen:volumen. Las reacciones con irradiacion de microondas
(MW) se han llevado a cabo en un reactor de microondas (Biotage® Inititator Classic)
usando tubos cerrados estandar de Pyrex de 2 mL de capacidad, a una potencia
maxima de 400 W y una presion maxima de 22 bares. Todos los productos aislados se
han identificado atendiendo a sus datos espectroscopicos y/o analiticos. Los espectros
de RMN (Resonancia Magnética Nuclear) de 'H y 3C se han registrado a 20 °C. La
senal residual de disolvente se ha utilizado como referencia de escala en los espectros
de RMN. Las multiplicidades de los desplazamientos quimicos se indican como s =
singlete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuadruplete, q = quintuplete y m = multiplete. Los
espectros FTIR (Fourier Transform Infrared) se han obtenido a partir de muestras
puras usando la técnica ATR (Attenuated Total Reflectance). La espectrometria de
masas de alta resolucién (HRMS, High Resolution Mass Spectrometry) se ha realizado
utilizando la técnica MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time of
Flight).

Ejemplo 1.

Sintesis de los compuestos Mito-1 y Mito-2

La preparacion de los compuestos Mito-1 y Mito-2 se ha llevado a cabo a través de la
ruta de sintesis que se recoge en el esquema 1, mediante post-funcionalizacién del
BODIPY 1. Para ello, se ha utilizado una reaccion de tipo Knoevenagel promovida por
MW entre 1 y el aldehido aromatico 2. Este aldehido se sintetizé previamente a partir
del correspondiente aldehido bromado por reaccion con trifenilfosina, segun se indica

en el esquema 1.
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B © Ph
o Sl O/\/\/P\;:h
PPh, B
tolueno
CHO CHO
2 (85%)
+ o _Piperidina_ o1 (52%) + Mito-2 (10%)
AcOH
120°C (MW)
1
Esquema 1

Para ello, a una disolucién (60 mg, 0.23 mmol) de 4-(4-bromobutoxi)benzaldehido
(Gao. T et al. Org. Dyes Pigments 2017, 141, 530) en tolueno (3 mL), se afiade, en
atmosfera de argén, trifenilfosfina (612 mg, 2.33 mmol) y la mezcla de reaccion se
agita a 100°C durante 48 h. Finalizado este tiempo, la reaccion se lleva a temperatura
ambiente y se elimina el disolvente a presién reducida. El crudo de reaccién se purifica
por cromatografia en columna sobre gel de silice utilizando CH.Cl,/MeOH (9:1 a 7:3)
como eluyente. Se obtiene el aldehido aromatico 2 (99 mg, 83%) como un solido

blanco.

"H RMN (300 MHz, CDs0OD) 69.83 (s, 1H, CHO), 7.91-7.71 (m, 17H, 17CH), 7.03 (d, J
= 8.7 Hz, 2H, 2CH), 4.17 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH2), 3.57-3.48 (m, 2H, CH>), 2.12-2.03
(m, 2H, CHy), 1.96-1.86 (m, 2H, CHz) ppm; *C RMN (75 MHz, CD30D) 6§ 191.4 (CHO),
164.0 (C), 134.9 (d, “Jcp = 3.0 Hz, CH), 133.4 (d, 3Jcp = 9.9 Hz, CH), 131.7 (CH), 130.2
(d, 2Jcp = 12.5 Hz, CH), 130.1 (C), 119.0 (d, 'Jcp = 85.8 Hz, C), 114.6 (CH), 66.6
(CH20), 29.2 (CH>), 20.9 (d, 'Jcp = 51.8 Hz, CH), 18.8 (d, ?Jcp = 3.8 Hz CH.) ppm;
FTIR v 2960, 2833, 1744, 1615, 1465, 1370, 1210, 1003, 771 cm'; HRMS-EI m/z
439.1813 (439.1821 calculado para CagH2s02P*).

Para sintetizar los compuestos Mito-1 y Mito-2, sobre un vial de MW se afiade una

disolucién (50 mg, 0.15 mmol) del compuesto 1 (Fu, L. et al. Chem. Commun. 2011,
9
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47, 5503) en DMF (1 mL), aldehido 2 (82.4 mg, 0.15 mmol), piperidina (0.04 mL, 0.45
mmol) y AcOH (0.03 mL, 0.45 mmol); la mezcla se caliente en un reactor de
microondas a 120°C durante 2 h. A continuacién, la mezcla se lleva a temperatura
ambiente y se adiciona CH:Cl,. Se extrae la fase organica, se lava con agua y
después se seca sobre Na;SOqy; el desecante se elimina por filtracion y el disolvente a
presion reducida. El crudo de reaccién se purifica por cromatografia en columna sobre
gel de silice utilizando, en primer lugar, hexano/ CH>Cl, (8:2) como eluyente para dar
lugar al compuesto Mito-1 (61.6 mg, 52%) como un sdélido morado y, en segundo lugar,
utilizando CH2Cl,/MeOH (95:5) para obtener Mito-2 (18.7 mg, 10%) como un soélido

azul.

Mito-1: '"H RMN (300 MHz, CD3;0D) 6§ 7.90-7.72 (m, 15H, 15CH), 7.51 (d, J = 8.7 Hz,
2H, 2CH), 7.50 (d, J = 16.4 Hz, 1H, CH), 7.34 (d, J = 16.4 Hz, 1H, CH), 7.04 (s, 2H,
2CH), 6.89 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2CH), 6.75 (s, 1H, CH), 6.08 (s, 1H, CH), 4.09 (t, J=5.7
Hz, 2H, CHz2), 3.53-3.44 (m, 2H, CHz), 2.53 (s, 3H, CHa), 2.35 (s, 3H, CHs3), 2.09 (s, 6H,
2CHa), 2.05-1.99 (m, 2H, CH>), 1.91-1.86 (m, 2H, CHy), 1.45 (s, 3H, CHs3), 1.41 (s, 3H,
CHs) ppm; 13C RMN (75 MHz, CD30OD) 159.7 (C), 154.3 (C), 153.2 (C), 142.1 (C)
141.7 (C), 139.9 (C), 139.0 (C), 135.9 (CH), 135.0 (d, *Jcp = 4.5 Hz, CH), 134.9 (C)
133.4 (d, 3Jcp = 9.9 Hz, CH), 131.7 (C), 131.1 (C), 130.2 (d, ?Jcp = 12.4 Hz, CH), 129.6
(C), 128.8 (CH), 128.5 (CH), 120.5 (CH), 118.4 (d, 1JCP = 85.9 Hz, C), 117.0 (CH),
116.6 (CH), 114.7 (CH), 66.2 (CH20), 29.3 (CH2), 20.9 (d, 'Jcp = 51.7 Hz, CH2P), 19.9
(CHa), 18.9 (d, 2Jcp = 4.0 Hz, CH>), 18.2 (CH3), 13.3 (CH3), 12.4 (CH3), 12.2 (CHs) ppm;
FTIR v2922, 2855, 1598, 1540, 1438, 1369, 1305, 1252, 1198, 1165, 1114, 1038, 732
cm™'; HRMS-MALDI-TOF m/z 787.7612 (787.7620 calculado para Cs1Hs1BF2N2OP*).

Mito-2. '"H RMN (700 MHz, CDsOD) & 7.89-7.87 (m, 6H, 6CH), 7.81-7.78 (m, 12H,
12CH), 7.74-7.73 (m, 12H, 12CH), 7.57-7.56 (m, 6H, 6CH), 7.37 (d, J = 16.2 Hz, 2H,
2CH), 7.07 (s, 2H, 2CH), 6.91 (d, J = 8.4 Hz, 4H, 4CH), 6.80 (s, 2H, 2CH), 4.1 (t, J =
5.3 Hz, 4H, 2CH,), 3.52-3.48 (m, 4H, 2CH,), 2.37 (s, 3H, CHs), 2.12 (s, 6H,
2CHs),2.06-2.03 (m, 4H, 2CH,), 1.90-1.87 (m, 4H, 2CH.), 1.48 (s, 6H, 2CH3) ppm; 13C
RMN (176 MHz, CDsOD) & 159.7 (C), 152.6 (C), 141.3 (C), 139.1 (C), 137.9 (C), 135.6
(CH), 135.2 (C), 134.9 (d, *Jor = 2.8 Hz, CH), 133.4 (d, 3Jcp = 10.0 Hz, CH), 132.1 (C),
131.2 (C), 130.2 (d, 2Jop = 13.0 Hz, CH), 129.7 (C), 128.8 (CH), 128.6 (CH), 118.4 (d,
1JoP = 86.6 Hz, C), 117.1 (CH), 116.6 (CH), 114.7 (CH), 66.1 (CH0), 29.3 (CH,), 20.8
(d, 'Jop = 51.7 Hz, CHy), 19.9 (CHa), 18.9 (d, 2Jcr = 3.7 Hz, CHy), 18.3 (CHs), 12.4
(CHs) ppm; FTIR v 2923, 2854, 1597, 1536, 1487, 1438, 1368, 1303, 1250, 1200,
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1164, 1111, 990, 730 cm™'; HRMS-MALDI-TOF m/z 1209.2604 (1209.2612 calculado
para C30H77BF2N202P22+).

Ejemplo 2.

Evaluacion de los compuestos Mito-1 y Mito-2 como marcadores fluorescentes

de mitocondrias.

Los ensayos celulares se llevan a cabo en células de HeLa (ATCC, CCL-2) que
proceden de cancer de cuello uterino. Las células se cultivan en monocapa en medio
de Eagle modificado por DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) complementado
con suero bovino fetal al 10% (v/v), 50 U/mL de penicilina y 50 pg/mL de
estreptomicina. Todos los productos se esterilizan por medio de filtros de 0.22 ym. Las
células se mantienen en un incubador en una atmosfera con un 5% de CO,, a una
temperatura de 37°C y con una humedad del 95%, Para la realizacién de los
experimentos, las células se crecen sobre cubreobjetos de cristal en placas de 24
pocillos. Cuando las células alcanzan un nivel de confluencia de, aproximadamente, el
50%, el medio de cultivo se sustituye por disoluciones de los compuestos Mito-1 y
Mito-2, (2.5 uM) en medio de cultivo y se incuban 3 h en el incubador. A continuacion,
se lavan las células con PBS (Phosphate-Buffered Saline) estéril y se coloca el
cubreobjetos (aun humedo) sobre un portaobjetos. Esta preparacion se observa
inmediatamente en el microscopio de fluorescencia automatizado (Olympus BX63
equipado con una fuente de luz pE-300 y una camara digital Olympus DP74). Células
del mismo tipo y bajo las mismas condiciones experimentales se incuban
adicionalmente con el marcador MitoTracker™ Green FM, segun las instrucciones del
fabricante, para realizar estudios comparativos con los nuevos marcadores

fluorescentes aqui descritos.

La Figura 1 muestra el comportamiento de Mito-1 y Mito-2 como marcadores
fluorescentes de mitocondrias en células HelLa. Se presentan los resultados obtenidos
para estas nuevas sondas usadas en concentracion de 2.5 yM durante un tiempo de
incubacién de 3 h. Con ambos compuestos se observa un marcaje mitocondrial muy

especifico y de elevada intensidad de fluorescencia.
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Debido a que Mito-1 y Mito-2 emiten tanto en rojo como en verde, no se pueden hacer
estudios de co-localizacion con MitoTracker™ Green FM, pero se puede comprobar

que el patrdn los patrones de distribucion son en ambos casos muy similares.

Ejemplo 2.

Evaluacion de los compuestos Mito-1 y Mito-2 como agentes fotocitotéxicos

eficientes por acumulaciéon en mitocondrias.

Para la evaluacién se utilizan células HelLa. La células se siembran en placas de 24
pocillos y se incuban con distintas concentraciones de los compuestos seleccionados
(1,2.5,5.7.5y 10 uM), diluidos en medio de cultivo. Tras 3 h de incubacién las células
se lavan tres veces con medio de cultivo y se irradian con una lampara LED Par 64
Short (Showtec, Burgebrach, Holanda) con una dosis de luz de 10.3 J/cm? y una
longitud de onda de 518 £ 10 nm. Tras la irradiacion, las células se mantienen en el
incubador durante 24 h, y se evalua la supervivencia celular mediante el ensayo de
citotoxicidad del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) Para
ello, las células se incuban durante 3 h con una solucion 50 pg/mL de MTT.
Transcurrido este tiempo, se retira el medio de cultivo y se anade dimetilsulfoxido para
solubilizar el formazan formado por la reduccién del MTT. Se mide la absorbancia de
cada pocillo a 542 nm y se obtiene el porcentaje de supervivencia celular de cada
pocillo respecto a la viabilidad de las células control (considerada el 100%). Los
resultados se expresan como la media de la viabilidad celular de los pocillos de cada
condicién + su desviacion tipica. En paralelo, se realizan los mismos experimentos en

ausencia de irradiacion para evaluar la toxicidad de los compuestos en oscuridad.

En la Figura 2 se muestran los resultados obtenidos para Mito-1. Se observa, en los
resultados del ensayo MTT, que esta sonda mitocondrial presenta una elevada
fototoxicidad, induciendo un progresivo aumento de la muerte celular en funcién de su
concentracién en el medio, alcanzando practicamente un 100% de muerte celular a
una concentracion de 5 pM a las 24 h del tratamiento. Sin embargo, en ausencia de

irradiacién la toxicidad de la sonda en ningun caso supera el 40% de muerte celular.

En la Figura 3 se muestra la morfologia de las células tras 3 y 24 h desde la irradiacién
con Mito-1 (5 pM). Como puede observarse, tras la irradiacion las células comienzan a
retraerse y se observa la caracteristica morfologia “globular” de la membrana celular,

tipica de la muerte celular en apoptosis.
12
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REIVINDICACIONES

1. Compuestos que contienen en su estructura una unidad de F-

BODIPY n—extendida por la accidon de uno o varios grupos 2-arilletenilo que, a

su vez, portan un resto polar basado en alquil(trifenil)fosfonio, de formula (1) y

(I

U] (I

2. Procedimiento de obtencién de los compuestos de féormula (I) y (Il) que
comprende una reaccion de tipo Knoevenagel entre un compuesto de formula

(I11) y un aldehido aromatico,

donde R4’ (y/o R3’) es metilo y los restantes sustituyentes son iguales a los del

compuesto final.

3. Procedimiento de obtencién de los compuestos de férmula (I) y (II), segun
reivindicacion 2, donde el aldehido aromatico es bromuro de(4-(4-

formilfenoxi)butil)(trifenil)fosfonio.

4. Procedimiento de obtencion de los compuestos de férmula (1) y (), segun
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reivindicacion 3, donde la reaccion esta catalizada por un acido,
preferiblemente seleccionado entre el grupo formado por acido férmico, AcOH
y acido propanoico; o por una base, preferiblemente seleccionada entre el
grupo formado por trimetilamina, etil(diisopropil)amina, piperidina, pirrolidina y
morfolina; o por una mezcla de acido y base. Preferiblemente, el catalizador es

una mezcla formada por piperidina y AcOH.

Procedimiento de obtencion de los compuestos de formula (1) y (ll), segun
reivindicacion 4, donde la reaccion se lleva a cabo en un disolvente organico
compatible con dicha reacciéon de condensacion a una temperatura

comprendida entre 20 y 140°C.

Procedimiento de obtencién de los compuestos de formula (1) y (IlI), segun
reivindicacion 4, donde la reaccion se lleva a cabo en DMF como disolvente a

120°C, bajo irradiacién de microondas y en atmédsfera inerte.

Marcador (sonda) fluorescente que comprende, al menos, un compuesto segun

reivindicacion 1.

Marcador (sonda) fluorescente, segun reivindicacion 7, donde el marcaje es

celular.

Marcador (sonda) fluorescente, segun reivindicacion 8, donde el marcaje

celular se realiza en mitocondrias.

Marcador (sonda) fluorescente, segun reivindicacién 9, donde el marcaje se

realiza en células vivas.

Marcador (sonda) fluorescente, segun reivindicacion 7, para su uso en la
obtencion de imagenes en el diagnostico de enfermedades relacionadas con

anomalias en mitocondrias.

Agente fotocitotdéxico que comprende, al menos, un compuesto segun

reivindicacion 1.

Agente fotocitotoxico, segun reivindicacion 12, para su uso en tratamientos

basados en terapia fotodinamica de células humanas.

14
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14. Uso, segun reivindicacion 13, donde las células humanas son células de

naturaleza cancerosa.

15. Agente fototeragnédstico basado en marcaje fluorescente mitocondrial y terapia
5 fotodinamica, caracterizado porque comprende, al menos, un compuesto segun

reivindicacion 1.

16. Método estratégico para potenciar la eficiencia fluorescente y fotocitotoxica en
agentes fototeragndsticos, consistente en su acumulacion, segun reivindicacion

10 15, en mitocondrias.
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