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I. INTRODUCCION

1. RESUMEN.

En ia actualidad se emplean ampliamente las técnicas fluorescentes, sobre todo
en Biologia y Quimica. La inmunofiuorescencia o método de Anticuerpos
Fluorescentes (AbF), se fundamenta en la reaccion antigeno-anticuerpo, Ag-Ab,
en la cual, el anticuerpo se conjuga quimicamente a un fluorocromo, sin alterar su
especificidad inmunoldgica y, al contacto con el antigeno homdlogo, se produce la
reaccidn inmunoldgica. En el microscopio de luz UV, el complejo emite un color
fiuorescente, que dependera del fluorocromo empleado (1).

La atencién se enfocd a un grupo de compuestos fluorescentes de bases
bien fundamentadas, aplicades principalmente como marcadores inmunclagicos
en pruebas de diagndéstico in vitro.

Para distinguir los anticuerpos marcados, era necesaric contar con un
fluorocromo cuya Aem fuera diferente de la que exhiben por autofluorescencia los
tejidos animales y vegetales en las preparaciones. En [a eleccién de los
fluorecromos desarrollados se contemplaron las siguientes aseveraciones: A) la
fluorescencia verde-amarillenta no es comln en tejidos mamiferos, B) la retina
humana es extremadamente sensible a la longitud de onda en estudio (370-600
nm) (2).

Ei isotiocianato de fluoresceina (ITCF) ha sido el reactivo de excelencia en
pruebas de inmunofluorescencia, por: emitir flucrescencia bajo luz UV a la
longitud de onda optima de 488 nm, formar complejos con inmunomoléculas
{(anticuerpos, antigenos, factores del complemento), ¥ conservar su estabilidad
durante y después del ensayo (3). Basandose en la naturaleza fisica y quimica de
este compuesto, se idearon moléculas afines que cubrieran l0s requisitos
necesarios para ser fluorocromos competitivos. Se analizaron los flucrocromos,
en particular, el ITCF y los propuestos: 3-aminoftalimida {3-NF), 4-aminoftalimida
(4-NF), 3-isotiocianato de ftalimida (3-ITFA) y 4-isotiocianato de ftalimida (4-ITFA).
Hasta el momento, los flucrocromos sefialados no se han utilizado en ia
preparacidn de bioconjugados, no obstante, son moléculas muy prometedoras por
su naturaleza fluorescente, con una dem de 365 nm, ademas, por la presencia del
grupo sustituyente, aminoc e isotiocianato (que participan, directa o
indirectamente, en ia unidn al grupo s-amino de lisina del anticuerpo) (4, 5, 6, 7).



I. INTRODUCCION

Estos compuestos fluorescentes pertenecen a la familia de las ftalimidas,
similares a las hidrazinas, caracteristicamente fluorescentes (6). Su sintesis se
planed en analogia a la de 5-aminoftalhidrazina, ¢ luminol (8), y a la de ITCF (9).

El primero inicia a partir de la reaccion del Acide 3-nitroftalico con la
hidrazina para formar la 5-aminoftalhidrazina; enseguida se transforma al amino
correspondiente a través de una reduccion, asi se comporta como ion dipolar en
disolucidn, en tanto que, en medio alcalino se convierte en su dianion, que al ser
oxidado por oxigenoc molecular da un intermediario quimioluminiscente (8,10). En
el caso del ITCF, el acido 4-nitroftélico se calienta con resorcina produciéndose la
nitrofluoresceina; e! producto crudo es reflujado en anhidrido acético y, los
diacetatos de nitrofluoresceina. resultantes, son disociados por cristalizacion
fraccional; la reduccién catalitica produce la respectiva aminofluoresceina, y
finalmente se obtiene el isotiocianato en un sistema con tiofosgeno (9, 11).

De esta manera se ided la sintesis del isotiocianato de ftalimida (fig. 1)
donde el anhidrido ftalico (1) en calentamiento con &cido nitrico originaron los
isomeros 3- y 4- det 4cido nitroftdlico, los cuales se separaron por cristalizacion
{12, 13}. Luego, en anhidrido acético se formaron los respectivos diacetatos (12,
14). Enseguida se produjo la nitroftalimida (2) por imidacion (15), y se sometid a
hidrogenacién (8, 16, 17), promoviéndose la aminoftalimida (3). Después, al
reaccionar con tiofosgeno (11, 18) se obtuvieron los derivados del isotiocianato de
ftalimida (ITFA) (4). Asimismo, se realizé un analisis electrénico molecular por
medio del método de computo MINDOO3 Hyper Chem, para conocer ia
reactividad de las moléculas y fundamentar su posible éxito en la formacion de
inmunoconjugadoas fluorescentes.

o
a) HNO, Ha. PAIC CSCh/ACOH
b) Ac;O N N faEcreR ™
O _DlAcOAL N on THFICHCH,
c) NHJJHIA
TA.1atmMHN
o]

1 2 3 4
Fig. 1. Sintesis del isotiocianato de ftalimida. Los isdmeros del ITFA se obtienen a través
de una serie de reacciones a partir det anhidrido ftalico, reactivo inicial para !a sintesis de

luminol e isotiocianato de fluoresceina (12-18).
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De este modo, se adquirieron molécutas fluorescentes, que se aplicaran
en un futuro préximo, en la preparacion de conjugados para el diagnéstico de
neumonia enzootica, enfermedad infecciosa del tracto respiratorio del cerdo, cuyo
agente causal es el Mycoplasma hyopneumoniae. Recientemente en |la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan, de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico, se elaboré el primer conjugado fluorescente para evaluar tal enfermedad.
El reactivo, conocido como BEEN-EK, consiste bdasicamente en una
inmunogfobulina IgG de cerdo anti-Mycoplasma hyopneumoniae unida a ITCF.
Desde entonces, se dispone de un inmunoconjugado especifico, de calidad
extraordinaria y de facil aplicacién, que brinda resultados auténticos (19).
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Il INMUNOMARCADORES

1. INTRODUCCION.

Los métodos inmunoldgicos se destinan a la determinacion cualiiativa y/o
cuantitativa de biomoléculas de interés, se reconocen por su especificidad,
sensibilidad, practicabilidad y amplia aplicacion, Fundamentalmente se basan en
la reaccién inmunolégica antigeno (Ag) -anticuerpo (Ab), que permite descubrir
antigenos in situ, sin previo aislamiento. Para ello, el anticuerpo producido in vivo,
se vincula a un trazador {cuadro 1) (2, 20).

Cuadro 1. Marcadores mas utilizados en técnicas de diagndstico inmunolégico (20).

Marecador Método de Ventajas Desventajas Aplicaciones
deteccién recomendadas
Yodo « Contador + Facil de s+ Vida mediacorta = [nmunoensayos
gamma cuantificar *» Peligro para la cuantitativos y
= Pelicula de = Facil para el salud cualitativos
rayos X marcado directo * [nmunoelectro-
* Sensibilidad transferencia (IET)
Enzima + Sustratos » Larga vida + Varios pasos * Inmunohistoquimi-
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2. ELECCION DEL MARCADOR.

Como se observa en el cuadro 1, muchos inmunoensayos involucran el uso de
reactivos marcadores. Un marcader es una sustancia que se une a una molécula
inmunalégica y produce una serial tangible y/o medible, para la identificacion y
cuantificacién del evento inmunoldgico, el cuat es imperceptible en ausencia de
él. Los marcadores pueden ser simples compuestos inorganicos, elementos
iguales al analito, complejos organicos o sustancias bioguimicas (3).

£l presente trabajo se enfoca al estudic de marcadores fluorescentes.

2.1. Caracteristicas del marcador fluorescente.

Los marcadores fluorescentes permiten detectar componentes particulares dentro
de un complejo biomolecular, incluyendo células vivas, con exquisita sensibilidad
y selectividad. Un marcador fluorescente es un fluoroforo destinado a localizar un
especimen bioldégice en una regién especifica, o para responder a un estimulo
especial. Quimicamente son hidrocarburos poliaromaticos o heterociclicos, de
configuracion plana, cuyos sustituyentes al anillo aromatico central son de
caracter auxocromico (21, 22).

Una consideraciéon importante es la dimension fisica de la molécula
trazadora. En tamano, los marcadores fluorescentes van desde moléculas
pequefias de aproximadamente 1 nm de didmetro, hasta las microesferas de
poliestirenc con un diametro de 15 nm (23).

La cantidad de fluorescencia de un colorante determinade depende de la
eficiencia con la que absorben y emiten fotones, y su capacidad para
experimentar ciclos repetidos de absorcion/femisién. La eficiencia en la absorcion
y {a emision son cuantificados en términos del coeficiente de extincién malar
{CEM o epsilon) para la absorcién y el campo cuantico {QY) para la fluorescencia.
Ambos son conslantes bajo ciertas condiciones ambientales. El valor de epsilon
es especificado en una sola longitud de onda {A) {usualmente el maximo de
absorcion), mientras QY es una medida de la emision total de fotones sobre el
perfil espectral de fluorescencia. El rango de estos parametros para los
fluoroforos de importancia, oscila entre 5000 a 200000 cm™ M para epsilon y
0.05-1.0 para QY (22).
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Para ser un efectivo trazador de la morfologia celular, el marcador
fluorescente o cualquier molécula detectable debe ser capaz de introducirse en la
entidad estructural de interés y retenerse permanentemente en esa estructura. Si
se usa en células vivas, el trazador también debe ser bioldgicamente inerte y no
téxico {23).

2.2, Sensibilidad y especificidad de los reactivos fluorescentes.

La sensibilidad de las moléculas fiuorescentes se ve afectada por diferentes
circunstancias, a continuacion se mencionan cada una de ellas.

Al acoplar una molécula de fluoresceina con una proteina se reduce el QY
de fluorescencia en un 60%, pero sélo disminuye el epsilon en un 10%, la causa
principal se atribuye al fendmeno de atenuacion, proceso bimolecular que reduce
el campo cuantico de fluorescencia, sin modificar el espectro de emisidn, y resulta
de interacciones pasajeras en el estado excitado o de la formacidn de especies ne
fluorescentes (22).

Bajo condiciones de alta iluminacion, la destruccion irreversible o
fotoblanqueo del fluoroforo excitado puede afectar la detectabilidad de la
fluorescencia. El fotoblanqueo en la fluoresceina es productc de muditiples
reacciones fotoquimicas, siendo las mas comunes l|as reacciones entre ias
moléculas fluorescentes adyacentes (22).

Otros factores que pueden afectar la fluorescencia, y en consecuencia la
sensibilidad de un fluoroforo son (22):

1. La polaridad del! disolvente: Cuando las moléculas del soluto interactian
con las del discivente, se origina una transferencia electrénica
intermolecular en el fluoroforo y varia finalmente el campo cuantico y el
espectro de emisidn de fluorescencia {21).

2. La concentracidon y la proximidad de especies atenuantes: Muchos
fluoroforos pueden ser atenuados por las proteinas debido a las
interacciones y la transferencia electronica entre los aminoécidos
aromaticos (2).
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3. B! pH del medio en disolucion; La fluoresceina es un fluoroforo
dependiente del pH. Estructuralmente, su sensibilidad al pH se debe a la
reconfiguracion en el sistema electronico durante |a protonacion (2).

En general, a gran sensibilidad del fluorocromo esta dada por (3),

1. Una excelente especificidad del marcador.

2. Un amplio campo, ¥ el minimo grado de error del instrumento de medicién,

3. La conservacion de la especificidad del marcador (ningun indicio de
sefales inespecificas significantes).

4. La sefial de deteccién no debe ser sujeto de interferencias.

5. Nulo o minimo indice de atenuacion y fotoblanqueo del fluoroforo,

La sensibilidad de un fluoroforo puede modificarse por alteraciones
estructurales hasta obtener la especificidad deseada. Asi, en la fluoresceina, la
conversion de los grupos 3' y 6'-0OH a ésteres de acetato, produce el diacetato de
fluoresceina, molécula neutra permeable a la membrana. Este proceso hace que
la fluoresceina adopte la configuracion de tactona no fluorescente, que prevalece
a pH bajo; y la unidn de los acetatos a las esterasas de la membrana libera la
fluoresceina anidnica fluorescente, en condiciones de pH apropiadas (22).

El proceso de marcado puede destruir fos sitios de unién de las moféculas
reactantes, pero quizd no modifiquen significativamente su especificidad
inmunolégica. En principio, el marcador debe ser altamente especifico (en
relacién al nimero de eventos observables / unidad de tiempo / unidad de masa),
sin embargo la especificidad se ve afectada por (3):

1. Ladiferencia en el tamario del marcador y la molécula marcada.

2. El puente molecular que conecla a las dos moléculas, puede interferir en
el reconocimiento inmunolégico.

3. El conjugado fluorescente puede contener moléculas de fluorocromo
libres.

4. Las moléculas del fluorocromo pueden bloquear los sitios de vinculacion
del anticuerpo con el antigeno.

5. La presencia de ofras proteinas marcadas, debido a la union del
fluorocromo con componentes de la preparacion a analizar, o a su
ineficiente eliminacién (2, 24).
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1.3. Proporcién ligando-marcador.

La proporcion ligando-marcador se refiere a la relaciéon molecular, con base al
peso molecular (PM) de cada reactante. En el caso de reactivos cuyo peso
molecular difiere grandemente, la proporcion ligando-marcador no es la misma. La
formacién del complejo inmunolégico depende del tamaro, de la afinidad
inmunoguimica, la reactividad, y las constantes de difusion de sus constituyentes.
Cuando ef trazador asemeja el comportamiento de! analito, el cociente ligando-
marcador se mantiene en el minimo, o sea, uno.

En ensayos con anticuerpos marcados se desea oblener una sefial en el
menor limite de deteccidn. De ahi, se ha intentado aumentar la relacién marcador-
anticuerpo, pero suelen presentarse problemas de impedimento estérico o
inespecificidad del conjugado. Muchos investigadores coinciden en una
proporcién éptima 1:1 (3).

3. TRANSICIONES CONFORMACIONALES EN LOS SITIOS DE UNION DEL
ANTICUERPO.

La reaccion Ag-Ab, deriva de la complementariedad, que por su naturaieza, crea
especificidad macromolecular y determina el grado de afinidad intrinseca. La
transicién conformacional en la unidad complementaria (porcidn de vinculacion
entre un anticuerpo y su antigeno homologo) resulta de los arreglos en los sitios
de conjugacion dei anticuerpo, y requiere de cierta energia o de una fuente de
calor, aunque no son necesarios los cambios conformacionales en el complejo
inmunolégico.

La fluoresceina es un hapteno que se ajusta en el contorno del epitopo
completo. Se cree que el comportamiento es totalmente epitdpico, involucrando
sdlo zonas de alta afinidad del anticuerpo hacia su antigeno especifico (3).
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1. INTRODUCCION.

Los fluoroforos marcadores de interés pertenecen al grupo de sustancias
aminoreactivas (cuadro 2), pues se vinculan a un grupo amino de la molécula en
estudio, siendo su mas amplia y fructifera aplicacion bioldgica como colorantes
para el marcado de biomoléculas y ta derivacion de compuestos de bajo peso
molecular. Se aplican en biologia celular, bioquimica, biofisica, microbioclogia,
biologia molecular, citoquimica, entre otras (7).

Cuadro 2, Propiedades espectrales de los fluoroforos aminoreactivos (25).

Fluoroforo Aabs Aem Notas
{nm) (nm)

Alexa 488 491 515 = Sustituto de fluoresceina brillante y fotoestable.
* Tiene una sola iem.
* [nsensible al pH 4-10.
« Ideal para fa excitacién en la linea espectral de absorcitn
taser del idn argdn a 488 nm.
» No. Cat. A-10235
Fluoresceina 494 518 = fiuorocromo verde mas ampliamente usado.
*= Absorcién en la linea de absorcion laser de argén a 488 nm.
» Susceplible al foloblanqueo.
= Sensible al pH 5-8.
+* El ester succinimidilico de 5-fluoresceina (F-6130) es el
reactivo 6ptimo para la conjugacion con proleinas.
* No, Cat. F-143, F-144, F-1906, F-1907, F-1919, F-6130

Oregon 496 524 =* Sustituto fotoestable de fluoresceina.
verde 488 = insensible a pH mayor a 6.

+ No. Cat, O-6080
Rodamina 502 527 = Sustituto foleeslable de flucresceina.
verde « [nsensible al pH.

* No. Cat. R-6107, R-6112, R-6113, R-6150
Rodol verde 499 525 = Suslituto fotoestable de fluoresceina

+ Sensible a pH 4.5-6.5.

+ No. Cat. R-6108, R6111

No. Cat., nimero de catdlogo para un producio paricular, organizado por orden alfabético seguido
del orden numérico del catilogo.
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2. APLICACIONES DE LOS MARCADORES AMINOREACTIVOS.
2.1. Marcado de biomoléculas.

Los marcadores aminoreactivos son usados para el andlisis de proteinas,
péptidos, ligandos, oligonucléotidos sintéticos y otras biomoléculas. También se
usan en la preparacion de bioconjugados celulares para inmunoquimica, y para
marcar receptores. En estas aplicaciones ta estabilidad del enlace quimico entre
el colorante y la biomolécula es muy imporiante, pues el conjugado se usa
repetidamente y se debe conservar por un largo tiempo, ademas esta sujeto a
hibridizacién y procesos de lavado durante el ensayo (7).

2.2. Preparacién del bioconjugado éptimo.

El bioconjugado fluorescente apropiado debe disfrutar de un excelente campo de
fluorescencia, y conservar los parametros caracteristicos del colorante libre.
Frecuentemente, los conjugados que tienen el mayor grado de sustitucion
precipitan o se unen inespecificamente, por lo que es necesario gue el campo de
fluorescencia sea ligeramente menor que el maximo para preservar su
funcionalidad y especificidad. Aunque la conjugacién de los colorantes a las
biomoléculas es relativamente facil, la preparacién de conjugado requiere de una
extensa experimentacién (7).

Ciertos métodos de conjugacién involucran previamente la conversion del
fluorocromo a un isocianato, isatiocianato o cloruro de sulfonilo. El isocianato de
fluoresceina fue el reactivo original de Coons, adoptado en estudios de AbF.
Actualmente existen sustancias de mayor estabilidad (cuadro 2) que han
desplazado al reactivo fluorescente inicial (27). En la figura 2 se muestran las
esfructuras quimicas de las moléculas aminoreactivas.

10
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S=C=N
N=C=§

6-isotiocianate de flucresceina 5-isotiocianato de fluoresceina

ester de succinimidilo de Alexa 488 ester de succinimidilo de verde rodol

Fig. 2. Motéculas fluorescentes aminoreactivas (26).

Tambien se han usado las siguientes moléculas fluorescentes: isocianato
de rodamina B {RBIC), isotiocianato de rodamina B (RBITC), isotiocianato de
tetrametilrodamina (TMRITC), cloruro de sulfonilo de lisamina rodamina B
{(RBSC), cloruro de sulfonilo de 1-dimetitaminonaftaieno o cloruro de dansito
{DANS), acido anilinonaftalensulfénico (ANS), cloruro de sulfonilo de fluoresceina
{FSC), cloruro de sulfonilo de antraceno (ASC), 2-metoxi-2,4-difenil-3(2H)-
furarona {MDFP), 3-fenilcumarina (3-FC), 7-hidroxicumarina o umbeliferona, 1-

11
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maleimidopireno {1-MP), naranja de acridina (AN} y fluorescamina (9, 27). A
continuacién se presentan algunas estructuras quimicas y sus caracteristicas
principaies.

TMRITC RBSC

DANS UMBELIFERONA ANS

FLUORESCAMINA MDPF 1-MP

Fig. 3. Otros fluorocromos usados en inmunoensayos (27).

12
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Cuadro 3. Propiedades de algunas sustancias fluorescentes usadas en inmunoensayos
{1).

CEM Tiempo de Campo
Sustancia Aabs {x 10 Aem fluorescen- Disolvente Solubilidad cudntico
fnm) cm'M') (nm) cia{ns) (%)
ITCF 492 7.0 520 45 DACpHS8 pH:>5 DMF 0.85
RBITC 550 1.2 585 30 MeOH  MeOH, DMF 0.70
TMRITC 550 5.0 580 1.0 - - 0.60
RBSC 530 - 595 - - - -
565
AN 487 6.2 510 - MeOH H,0, EtOH -
Umbeliferonas 380 2.0 450 - - - -
DANS 340 0.34 480- - - - 0.30
520
ANS 385 - 47 - - - 0.80
Fluorescamina 394 0.63 475 70 - - 0.10
MODFP 390 0564 480 - - - 0.10
Derivados de 340 KN 375, - MeOH DMSO0, -
pireno 392 DMF

pH, un pH especificado indica que el fluoroforo es soluble en una disolucién amortiguadora a ese
pH.

Una vez que se cuenta con el fluorocromo adecuado, la reaccion de
conjugacion se completa en aproximadamente 10 h, a 0-3 °C y en pH 8-9.

Sequido a l|a conjugacién es impotante eliminar el colorante libre,
potencialmente reactivo, usando técnicas como centrifugacion y filtracién por gel,
dialisis continua, precipitacion de proteinas con sulfato de amonio o con etanal.
Para la preservacion del conjugado, los reactivos solidos (5% sobre el peso total
de la proteina) se afiaden directamente a la disolucién proteinica al 1% en NaCl
0.15 My disolucidon amortiguadaora de carbonatos 0.5 M, pH 9.0 (27).

3. REACTIVIDAD DE 1.0S GRUPOS AMINO.

En general, los marcadores aminoreactivos son agentes acilantes que forman
carboxamidas, sulfonamidas, ureas y tioureas al reaccionar con las aminas. La

13
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cinética de reaccion depende de la reactividad y de la concentracidn del agente
acilante y del grupo amino.

La reactividad de las aminas esta afectada por su clase y su basicidad.
Virtualmente todas las proleinas tienen residuos de lisina, y muchas poseen un
grupo amino libre en el residuo N-terminal (3). Las aminas alifaticas, como el
grupo e-amino de lisina, son moderadamente alcalinas y reaccionan con diversos
agentes acilantes. Sin embargo, la concentracion de Ia base libre de la amina
alifatica es muy baja a pH menor a 8; asi, la cinética de reaccion de acilacién de
las aminas con los isotiocianatos depende del pH, siendo el pH optimo entre 8.5 y
9.5. Por el contrario, el grupo a-amino de una proteina N-terminal tiene un pKa de
7, y algunas veces puede reaccionar cerca del pH neutro.

Aunque la conjugacién podria realizarse en un pH mayor a 8.5, los
colorantes tienden a degradarse en presencia de agua, aumentando su
descomposicion conforme incrementa el pH. Los isotiocianatos requieren un pH
mayor de 9 para conjugarse adecuadamente.

Las aminas aromaticas, poco comunes en las biomotéculas, son bases muy
débiles y no estan protonadas a pH 7, por lo que no reaccionan con ios agentes
acilantes,

En medio acuoso los agentes acilantes no reaccionan con; el grupe amido
de los enlaces peptidicos, las amidas de glutamina y asparagina, el grupo
guanidinio de arginina, y el grupo imidazolio de histidina (7).

14
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1. LAS PROPIEDADES ESPECTRALES DE LA FLUORESCEINA.

Los derivados de fluoresceina son los reactivos fluorescentes mas utilizados en la
conjugacion a proteinas, uniéndose a través de enlaces covalentes; presentan un
coeficiente de absortividad muy alto, excelente campo de fluorescencia y buena
solubilidad en agua. La flucresceina (F-1300, maximo excitacidn/emision 494/520
nm) muestra un maximo de excitacién en 488 nm, se usa principalmente en la
microscopia laser de barrido y en la citometria de flujo. Ademas, los conjugados
proteinicos de fluoresceina no son susceptibles a fendmenos de precipitacién. Sin
embargo, la flucresceina y sus conjugados tienen varias desventajas (28):

*+  Alto indice de fotoblangueo.

= Fluorescencia sensible al pH (pKa 6.4), disminuye por debajo de pH 7.

+ Por su amplio espectro de fluorescencia, se limita su uso en el
diagnéstico multicolor.

* La fluorescencia de la flucresceina es atenuada en mas de un 50%, por
su conjugacion con biomoléculas. A mayor grado de conjugacion,
aumenta la atenuacion.

2. EL ISOTIOCIANATO DE FLUORESCEINA.

El isotiocianato de flucresceina (ITCF) es uno de los reactivos fluorescentes mas
comunes. Los isotiocianatos son moderadamente reactivos y muy estables en
agua y otros disolventes. Los isotiocianatos forman tioureas en su reaccion con
tas aminas (Fig. 4).

S

!
R—N=(C=5 + R—Np ——» R«[—N'l—é—'-m
ISOTIOCIANATO AMINA TIOUREA

Fig. 4. Reaccién de una amina primaria con un isotiocianato (29).

15
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Aunque el producto tiourea es estable, se ha reportado que los conjugados
deterioran con el tiempo (7).

La sintesis del ITCF produce una mezcia de isdbmeros en las posiciones 5-
y 6- del anillo central. Los espectros de emistén, para ambos compuestos, son
casi indistinguibles en intensidad y longitud de onda, pero difieren en la geometria
de su union a las proteinas, y en su comportamiento fisicoquimico. El isémere 5 o
“isémero I" de ITCF (F-143) es el compueste mas usado, probablemente porque
es facil obtenerlo en forma pura. También se ofrece el isdmere 6 o “isébmero II” (F-
144), Puesto que pueden descomponerse durante el almacenamiento, se
recomienda adquir el isdmero 5 de ITCF empacado en viales individuales (F-
1908, F-1907); este isomero también esta disponible adsorbido en celita (F-1919),
Util cuando se requieren cantidades muy pequefias. Se ha reportado que la
adsorcién en celita proporciona una superficie hidrofébica. El ITCF es soluble en
disoluciones acuosas a pH mayor a 6. Los conjugados con ITCF son sensibles a
la hidrolisis {28).

Un estudio sobre [a proporcidn de conjugacion del ITCF con una proteina o
un residuo l-lisina, y la estabilidad del conjugado resultante concluyd que el
conjugado de ITCF muestra una menor proporcion biomolécula-fluorocromo
(ligando-marcador), y produce el menor nimero de conjugados estables, sin
embargo, es sencitlo controlar su grado de substitucion (fig. 5) (28).

Oregon
Green
§ 314
S Oregon
9 Green
b4 488
S
= 5T ~
o
x Fluorescein-EX
o n/a/‘LTEIT{l\ﬂ
= " FITC
o)
Q
Fluorophores/prolein {mol:mol)
] 1 1 1 T 1

]
0 2 4 6 8 10 12 4 18
Fig. 5. Fluorescencia relativa de algunos fluorocromos. Comparacién de la fluorescencia
relativa en funcidn del nimero de fluoroforos adheridos por proteina para los conjugados
anti-lgG de raton preparados con ester succinimidilico de verde cregon 514 (m), ester
succinimidilico de verde oregon 488 (®), ester succinimidilico de 5-fluoresceina {O) e
isofiocianato de fluoresceina (0) (30).
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1. LOS SUSTITUTOS DE LA FLUORESCEINA.

Las limitactones de la fluoresceina , sobre todo el fotoblanqueo y la sensibilidad al
pH, fomentan el desarrolio de fluoroforos alternativos. Los sustitutos deben
ajuslarse al espectro de la fluoresceina, debido a la dptima longitud de onda de
medicién a 488 nm y la gran utilidad de los filtros Opticos destinados a la
excitacion y la deteccion de la sefal suficiente de fluorescencia. Hasta el
momento no existen nuevos colorantes que resuelvan completamente los
problemas del fotoblanqueo de la fluoresceina, no obstante, se han desarrollado
algunos fluorocromos semejantes a tal fluoroforo, todos elios exhiben una longitud
de onda muy aproximada a la de fluoresceina (absorcién 490-500 nm) y
presentan un eficiente campo cuantico de flucrescencia (31). En el cuadro 4 se
resumen las principales caracteristicas de la fluoresceina y sus sustitutos, cuyos
nombres comerciales son avalados por Molecular Probes®.

Cuadro 4. La fluoresceina y sus sustitutos (32, 33).

No. Cat. PM CA Solubili- Aabs CEM Aem  Disol- Precio* Notas
dad  (nm) (cai'M') (nm)  vente

A-10235 64341 FDOD,LL pH-6, 49 65000 515 pH9  205.00 -

DMF (1Kit)

F-143 38938 F.DDLL pH>B, 494 73,000 519 pH9 103.00 (1g) 12,3
DMF

F-144  389.38 FODODLL pH>6, 494 80,000 519 pH9 10300 (1g) 1,23
DMF

F-1906 388.38 F.DDIL pH>6, 494 73,000 519 pH9 50.00 1,23
DMF {10X10mg)

F-1907 389.38 F.DDLL pH-6, 494 73,000 519 pHY9 131.00 12,3
DMF {10x100mg)

F-1919 38938 FDDLL NA 494 73,000 519 pH9 47.00(1g9) 123,

4

0-8080 42536 F.DD,LL DMF, 493 78,000 520 pH9 100.00 25

DMSO (5mg}
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No. Cat. PM CA Solubili- Aabs CEM Aem Disol- Precio* Notas
dad {(nm) (cm’'MY) (hm) vente

R-6107 50789 F,DLL DMF, 504 78,000 532 MeOH 142.00 -

bMSO (5mg)

R-6108 47241 FDLL OMF, 496 63,000 523 pH9 152.00 6
DMSO (5mg)

R-6111 66443 FDDLL DMF, <300 — ninguno --- 142.00 7
DMSO (5mg)

R-6112 66344 FDDLL DMF, <300 - ninguno — 142.00 8
DMSO (5mg)

R-6113 62105 FDLL DMF, 503 74000 528 MeOH 142.00 -
DMSO (5mg)

R-6150 41081 LL pH>6, 502 89,000 524 MeOH 100.00 --
DMF {5mg)

R-6152 41180 DOD.LL pH>6, 494 73,000 521 pHS9 79.00 6
DMF (5mg}

No, Cat.. nimero de catalogo organizado primere por oden alfabética seguido del orden numérico
segun el catalogo; pH, un pH especificado indica que el producto se icniza en una disolucion
amoriguadora a ese pH; 1, la absorcidn y ia fluorescencia de derivados de la fluoresceing
dependen del pH, disminuyendo el CEM y el QY a pH<7; 2, los isotiocianatos son inestables en
agua y no se deben conservar en discluciones acuosas; 3, el CEM de! isctiocianato de
ﬂuorescema disminuye un 10% en Ia conjugacion proteinica, la vida media de fluorescencia es de
3.8x10° seq; 4, no aplicable; 5, ta absorcion y la fluorescencia de derivados del verde oregon 488
dependen del pH séto en disoluciones moderadamente 4cidas a pH<5; 6, la absorcidn y la
fluorescencia de los derivados del verde redol son dependientes del pH, ei CEM y el QY
disminuyen a pH<B; 7, el R-6111 es converido a R-6108 por adicién de grupos protectores
triflugroacetilos; 8, el R-6112 es converido a R-6107 por adicibn de grupos protectores
triffuoroacetilos;*, precio actualizado (16/2/98) en dolares americancs, en la adquisicién de 1-4
unidades (34).

1.1. Alexa 488: El mejor sustituto de fluoresceina.
Este fluorocromo muestra |as siguientes caracteristicas Unicas {31):

= Es casi idéntico a la flucresceing, con un maximo excitacion/emision de
491/515 nm.
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* Fuerte absorcion de fotones, con un coeficiente de extincidn mayor de
65,000 cm' M.

*  Muy fotoestable, permite un mayor tiempo de observacion y captura de
imagen.

*  La fluorescencia no depende del pH, entre pH 4-10.

*  Soluble en agua, no requiere de disolventes organicos en la reaccién de
conjugacion.

+  Excelente fluorescencia por proteina conjugada.

1.2, Verde oregon 488.

El espectro de absorcién y emision del filuoroforo verde oregon 488 (2', 7'-
diftuorofluoresceina, D-6145) comprende un par de ondas mucho mas perfectas
que las de fluoresceina. Los bioconjugados preparados con este colorante
poseen las siguientes cualidades (31):

+  Mayor fotoestabilidad.

+  Un pKa mas bajo (pKa 4.7 contra 6.4 para la fluoresceina).

* Mayor fluorescencia y menor atenuacion en grados comparables de
conjugacion con las proteinas.

+  Excelente campo de fluorescencia.

+ Mayor resistencia al fotoblangquec.

1.3. Colorantes verde rodol y verde rodamina.

El verde rodol y el verde rodamina son los nombres comerciales para el
carboxirodol y la carboxirodamina 110, respectivamente. Ofrecen caracteristicas
deseables, incluyendo buena fotoestabilidad, elevados coeficientes de extincion
{epsilon 75,000 cm™ M™) y extraordinarios campos de fluorescencia. En general,
estos fluorocromos son poco apropiados para la conjugacion a proteinas.

Los reactivos verde rodol y verde rodamina, y sus conjugados,
proporcionan una alta fotoestabilidad y una baja sensibilidad a pH fisiologico (el
pKa del verde rodol es de 5.6).
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El fluoroforo verde rodamina es mas fotoestable que el verde rodol vy el
verde oregon 488, pero son equivalenies en fotoestabilidad al colorante verde
oregon 514. La fluorescencia de sus conjugados no es sensible al pH entre 4 y 9.
Tienden a atenuarse al formar el conjugado proteinico, el cual puede precipitar en
disolucion (31).
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VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

JUSTIFICACION.

El isotiocianato fluoresceina (ITCF) ha sido el fluorocromo mas utilizado en el
marcado proteinico para el diagndstico inmunolagico. Este fluorocromo forma un
bioconjugado estable, unido por enlaces covalentes, entre el grupo sustituyente
isotiocianato (agente acilante) de ITCF y el grupo s-amino de lisina (residuo
reactivo a pH 8.5-8.5, donde se forma el conjugado fluorescente).. Asimismo
presenta un coeficiente de absortividad alto (70,000 cm™ M), excelente campo de
fluorescencia (0.85 %), buena sclubilidad en agua y no es susceptible a la
precipitacién, 'y tiene su maximo de excitacién en 488 nm, emitiendo una
. fluorescencia verde amarillenta (diferente de la fluorescencia intrinseca de los
tejidos y células, y en cuya iem de 520 nm, la retina es extremadamente
sensible).

lgualmente tiene una excelente proporcian ligando-marcador, de 6-8 moles
de fluorocromo por mol de proteina, pero se reduce el QY en un 60 % y disminuye
el CEM en 10 %. También puede destruirse su fluorescencia (fendémeno de
fotoblanqueo), es sensible al pH por debajo de 7.0, y esta propenso a la hidrolisis,
tendiendo a disminuir su tiempo de almacenaje y utilizacién, y con ello la
viabilidad del reactivo. Se deben tener ciertos cuidados en su manejo, como
mantenerlo en refrigeracion a -20 °C, protegerlo de la luz e hidratar la cantidad
minima necesaria para el inmunoensayo. Existen algunas medidas de uso y
control en el manejo del reactivo como buena ventilacién, se recomienda la
proteccion respiratoria, usar guantes, proteger los ojos y usar material adecuado
al laboratorio. No se ha realizado un estudio completo sobre los peligros en el
manejo de este reactivo, sin embargo, algunos compuestos similares son
quimicamente reactivos con proteinas y otras sustancias bioquimicas del
organismo, por lo que se consideran como potencialmente peligresos (37). En
cuanto a costos, el isébmero-l de S-isotiocianato de fluoresceina (F-1907), reactivo
exclusivo para la conjugacién proteinica, se cotiza en $131.00 dolares
americanos, el paquete consta de 10 viales de 100 mg de reactivo (38).

El presente trabajo pretende encontrar reactivos alternativos at ITCF, que
muestren cualidades similares, que sean mas estables, de facil mangjo vy
presenten menos limitaciones, y cuya aplicacion sea en la preparaciéon de
bioconjugados de interés. Aqui se realizd la sintesis y el analisis electronico
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molecular de derivados de fialimidas, compuestos fluorescentes de buena
estabilidad. Su sintesis se penséd en analogia a la sintesis de ITCF y del luminal,
iniciando, al igual que ellos, con anhidrido ftilico, y siguiendo una serie de
reacciones semejantes a las realizadas para el ITCF. A partir de ello se
establecieron fos siguientes objetivos:

OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL :

Desarrollo de reactivos fluorescentes alternos a! isoliocianafo de fluoresceina
(ITCF), para su aplicacién en {écnicas de inmunodiagndstico.

OBJETIVOS PARTICULARES :

1. Desarrollo y sintesis organica de los reactivos fluorescentes: 3- y 4-
aminoftalimida y 3- y 4-isotiocfanato de ftafimida.

2. Caracterizacion quimica de cada producto de las reacciones de sintesis de
los fluorocromos, en base a estudios espectroscopicos (IR, EM, RMN 'H y
RMN "*C). '

HIPOTESIS:

Los fluorocromos propuestos 3- y 4-amincflalimida y 3- y 4-isotiocianato de
ftatimida presentan caracteristicas similares al isotiocianato de fluoresceina con
una Aabs/em de 494/520 nm y poseen los grupos reactivos para vincularse a un
anticuerpo 1gG. Por ello prometen ser fluorocromos alternativos, adecuados para
su uso en pruebas inmunoldgicas.
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1. DIAGRAMA DE FLUJO.

O o o o
R Hy, PA/C CSCh/AcOH
b) A0/, 7 N "
° ¢} NHOH/A MeOH THF/CHCl, »
‘ ON TA,1atmHN
O fs) o 5

1

In>
1%
Y

anhidrido ftatico

3- y 4-nitroftalimida

3- y 4-aminoftalimida

3- v 4-isotiocianato de ftalimida

LR LEY LAY B

Los intermediarios de nitroftalimida 2 fueron obtenidos a través de procedimientos
previamente reportados (12-18). Los intermediarios y los productos finales fueran
caracterizados por datos espectroscdpicos. Las determinaciones de RMN 'Hy °C
fueron efectuados en los disolventes indicados (CDCl, y DMSO-dg/TMS) en un
espectrofotdmetro Varian HA-100 (Palo Alto, Ca, USA) Gemini (200 y 300 Mhz);
en RMN 'H los desplazamientos quimicos (o) estan dados en ppm, entre
paréntesis se escribe el tipo de sefal, el hidrégeno correspondiente y las sefales
de acoplamiento (J} en Hz; en RMN C los despiazamientos quimicos () estan
dados en ppm, y el carbono correspondiente se encuentra entre paréntesis. Los
anélisis de espectros de masas (EMIE, Linked Scan y EMAR) fueron realizados
en espectrofotdmetros de masas JEOL {Boston MC} JMS-SX 102A y JEOL JMS-
AX 505 HA, los resuitados se indican como sigue: ion molecutar (% absorbancia
refativa con respecto al pico base) [asignacién del ién molecular]. La
espectroscopia por IR fue registrada usando un espectrofotémetro de infrarrojo
Perkin-Elmer (Norwalk, CT, USA) 283B, los resultados se reportan con las bandas
de absorcion en cm™ de un determinado grupo funcional, el nimero subrrayado
corresponde a ia banda de absorcidn del grupo suslituyente de importancia
{amino o isotiocianato),
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El analisis electronico de densidad de carga total vy de energfa potencial
para los orbitales HOMO y LUMO fue realizada a través de un método de
computo denominade MINDOO/3 HYPER CHEM. Hyper Chem usa para su
desarrollo fuerzas de campo (force fields) y otros conceptos de dominio publico,
jos cuales has sido explicados por Allinger y otros autores. Hyper Chem fue
desarrollado bajo licencia de Hypercub for Autodesk (1992), Autodesk Sansalito,
Ca, USA. .

2. PARTE EXPERIMENTAL.

2.1. Reduccién del grupo nitro (8, 16, 17).

Una disolucién de (3- 0 4-} nitroftalimida (0.50 g) {(2) en metanol (50 ml) se
someti6 a hidrogenacion, a presion atmosférica, usando como catalizador Pd/C
(0.05 g). El desarrollo de la reaccidn se definid mediante cromatografia en capa
fina, termindndose para 4-nitroftalimida en 5 dias, y para el 3-nitroftalimida en 1.5
dias. Posteriormente la mezcla de reaccion se filtrd sobre celita para eliminar el
catalizador; la disolucion resultante se evapord al vacio, obteniéndose en ambos
casos un sotido 3, que fue purificado por cromatografia en columna (cc) en un
sistema n-hexano/AcOEt 2:1. A continuacion se mencionan los datos fisicos y
espectroscdpicos de las moléculas obtenidas.

3-aminoftalimida, 3-NF. (0.318 g) 63.6 %. Sdlido; verde amariilo; PM 162 Da; p.f.
235 °C; IR (fig. 6) v cm™ (KBr): 3493, 3354, 3185, 2756, 1753, 1714, 1629, 1595,
1479, 1311, 1058, 746, 661; RMN 'H (fig. 8) (300 MHz} CDCIy/TMS 5 (ppm): 10.85
(s, 1H, NH), 7.41 (dd, 1H, J orfo = 12.6 Hz / J orfo =10.6 Hz), 6.94 (dd, 1H, J orfo
=10.6 Hz / ) meta = 1.1 Hz), 6.88 (dd, 1H, J orfo = 10.6 Hz / J meta = 1.1 Hz),
6.35 (s, 2H, NH,); RMN *C (fig. 9) (75 MHz) CDCl/TMS & (ppm): 176.4 {C,=0),
176.2 (C7=0), 151.9 (Cs aromético), 140.3 (Cs H aromatico), 139.5 (C; aromatico),
138.8 {Cy aromatico), 126.2 {C, H aromatico), 115.5 (Cs H aromatico); EMIE (fig.
7) (70 eV) miz (% ar): 162 (100} M*", 119 (9) [M-CHON]"*", 118 (12) [M-CO,} "', 91
(30) [M-CHON-CO] * ", 75 (1) [M-CHON-CO-R] *, 63 (5) {M-CHON-CO-CR} ", 41
{2) [M-CHON-CsH,01".
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4-aminoftalimida, 4-NF. (0.265 g} 53.0 %. Sélido; amarillo; PM 162 Da; p.f. 248-
251 °C; IR (fig. 10) v cm™ (KBr): 3444, 3362, 3242, 1762, 1714, 1616, 1506, 1390,
RMN 'H (fig. 12) (300 MHz) DMSO-ds/TMS 5 (ppm): 10.72 (s, 1H, NH}, 7.43 (d,
1H, J orto = 12.2 Hz), 6.86 (d, 1H, J meta = 2.8 Hz), 6.79 (dd, 1H, J orto = 12.4 Hz
! J meta = 3.0 Hz), 6.40 (s, 2H, NH;); RMN *C (fig. 13) (75 MHz) DMSO-dg/TMS &
{ppm): 169.7 (C;=0), 169.3 (C,=0), 154.8 (Cs aromatico), 135.5 (Cs aromatico),
124.6 (Cs H aromatico), 117.9 (C, aromatico), 116.8 (Cs H aromatico), 106.6 (Cs H
aromatico); EMIE (fig. 11) (70 eV) m/z (% ar): 162 (100) M*", 119 {29) [M-CHON]",
118 (12) [M-CO3] *", 91 (37) [M-CHON-CO] ", 75 (1) [M-CHON-CO-R]", 63 (9) (M-
CHON-CO-CR}’, 41 (10) [M-CHON-CsH;0]".

2.2. Obtencion del isotiocianato de ftalimida (4) (11, 18).

Se colocaron en agitacion 0.1 g (0.6 mmol) de 3, 2 mL de HCl al 10% y 10 mL de
AcOH concentrado, y se adiciond lentamente una mezcia de tiofosgeno al 0.4 %
en CHCI; (15 mL para el 3-NF y 5§ mL para el 4-NF); posteriormente se sometié a
calentamiento con un sistema de reflujo, monitoreando la reaccion hasta la
formacidn del producto deseable, el cual revelo al UV en onda larga (365 nm), y
con CeS0, mostrd una mancha oscura. La mezcla final de reaccion se lavé con
NaHCO; al 5 % para neutralizar el medio y eliminar el tiofosgeno remanente,
fuego se seco sobre Na,S0O, y se llevé a sequedad. Finalmente se purifico por cc
usando un sistema n-Hex/AcOEt 2:1. Enseguida se reportan los datos fisicos y
espectroscopicos de los productos obtenidos.

3-isoliocianato de ftalimida, 3-ITFA. (0.067 g) 67.0 %. Sdlido; amarillo-blanco; PM
204 Da; p.f. 235 °C; IR (fig. 14) v cm™ (KBr): 3207, 3083, 2058, 2004, 1770, 1740,
1699, 1603, 1476, 1378, 1306, 1068, 820, 749; RMN 'H (fig. 16) (300 MHz)
CDCI/TMS & (ppm): 7.86 (dd, 1H, J orto = 26.7 Hz / J meta = 13.2 Hz), 7.73 (dd,
1H, J orfo = 26.7 Hz / J metfa = 13.2 Hz), 7.47 (dd, 1H, J orto = 34.1 Hz / J orfo =
34.1 Hz), 7.26 (s, 1H, NH), RMN “*C (fig. 17) (75 MHz) CDCl; + DMSO-de/TMS 5
{ppm}. 167.5 (C;=0), 166.5 (Cy aromatico), 135.1 (C4 H aromatico), 135.1{Cs H
aromatico), 134.8 (Cs aromatico}, 134.1 (NC18), 130.8 (C; aromatico), 124.0 (Ce
H aromatico}, 121.2 (C;=0); EMIE (fig. 15) (70 eV) m/z (% ar): 204 (100) M ", 161
(30} (M-CHON] *°, 160 (16) [M-CO;] * ", 133 (31) [M-CHON-CO] * ", 83 (2) [M-
CHON-CsH,01", 75 (13) [M-CHON-CO-R] ", 63 (2) [M-CHON-CO-CR]".

25



Vil. METODOLOGIA

4-isotiocianato de ftalimida, 4-ITFA. (0.058 g) 58.0 %. Solido; amarillo-naranja; PM
204 Da; p.f. 220 °C; IR (fig. 18) v cm™ (KBr): 3202, 3086, 2056, 1766, 1730, 1698,
1613, 1358, 1300; RMN 'H (fig. 20) (300 MHz) DMSO-ds/TMS 5 {ppm): 7.86 (d,
1H, J orfo =12.0 Hz), 7.67 (d, 1H, J meta = 2.5 Hz), 7.55 (dd, 1H, J orfo = 12.0 Hz
1 J meta = 2.6 Hz), 7.26 (s, 1H, NH); RMN C (fig. 21) (75 MHz) DMSO-d/TMS 5
(ppm): 168.4 (C,=0)}, 130.4 (Cs aromatico), 125.3 {C4 H aromatico), 123.2 (Cs H
aromatico), 123.1 {NCeS), 122.0 {C, aromatico), 121.0 (C; aromatico), 119.6 (Cs
H aromético), 115.0 (C;=0): EMIE (fig. 18) (70 eV) m/z (% ar): 204 (100)M*",
161 (22) [M-CHON] *', 160 (10} [M-C0O;] *", 133 (22) [M-CHON-CO] * ", 83 (5) [M-
CHON-C¢H,0]", 75 (5) [M-CHON-CO-R]", 63 (2) {M-CHON-CO-CR]".

En el siguiente apartado Vill. RESULTADOS se encuentran por orden de
aparicion:
1. La espectroscopia de IR, EM, RMN "Hy RMN “C.
2. Densidad de carga total de las moléculas obtenidas, propuesta por
MINDOO/3 HYPER CHEM.
3. Mapas de energia potencial para los orbitales HOMO y LUMO de las
moléculas obtenidas, propuestos por MINDOO/3 HYPER CHEM.
4. Patron de fragmentacién de las moléculas obtenidas.
Asignacion de RMN 'Hy RMN "C.
8. Cuadros de datos espectroscpicos de RMN 'H, RMN C y EM.

o
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VIl. RESULTADOS

3-NF

4NF

Fig. 22. Densidad de carga total de 3-aminoftalimida y 4-aminoftalimida, propuesta
por MINDOO/3 HYPER CHEM. En 3-NF la mayor densidad de carga se concentra en el
oxigeno del C,, mientras en 4-NF el oxigeno del C; es el mas electronegativo. El 4-NF
posee mayor intensidad de densidad electrdnica.
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41TFA

Fig. 23, Densidad de carga total de 3-isofiocianato de ftaiimida y 4-isotiocianato de
ftalimida, propuesta por MINDOO/3 HYPER CHEM. En las dos moléculas fa mayor
densidad de carga se concentra en el C,.
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Fig. 24. i

Mapas de energia potencial para los orbitales HOMOT LUMO de 3-amino-
falimida, propuesto por MINDOO/3 HYPER CHEM. Estos mapas son diferentes en

intensidad y fase de densidad electrénica. En el HOMOQ, el grupo amino posee mediana
energia potencial.
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HOMO ~ S

LUMO

Fig. 25. Mapas de energia potencial para los orbitales HOMO y LUMO de 4-amino-
* Rafimida, propuesto por MINDOOY3 HYPER CHEM. Los orbitales HOMO y LUMO son
diferentes en intensidad y fase.



VIl. RESULTADOS

HOMO

Fig. 26. Mapas de energia potencial para los orbitales HOMO y LUMO de 3-isotio-
cianato de fialimida, propuesto por MINDOO/3 HYPER CHEM. Se observan diferencias
enla energia, sobre todo en los atomos de nitrogeno y azufre del grupo isotiocianato en
el orbital HOMO, ademas se encuentran en fases dispares.
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HOMO

LUMO

—~
\

Fig. 27. Mapas de energia potencial para los orbitales HOMO y LUMO de 4-isotio-
cianato de fialimida, propuesto por MINDOO/3 HYPER CHEM. Muestran diferencias en
Intensidad y fase de la densidad electrdnica, en el orbital HOMO e! dtomo de azufre es
muy intensa. El grupo carbonilo C; no posee energia, ’
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-—l+.

0 Q
R= Ny R 0 R 0

4-NHZ-

3NCS“ amlz 163* mz 162*
e Bmiz 205 b -
4-nes cHO miz 204
I+
o]
+ -
__l .- I
R—C=CH -C.H,0 0 -CHON O
- miz 83 R mztter -
iz 161

E o

|+ - .
+ |+
@ <SR @l < CNH NH
R " R
miz 75* o M2 91" gmz 118
8 m/z 75+ £ miz 133+ 4 iz 160

Fig. 28. Patrén de fragmentacion de las moléculas 3 y 4; investigados y
confirmados por técnicas de Linked Scan y Alta Resolucién. Agui se presentan los
principales iones producto de la fragmentacion de las melécutas (17, 35, 36).
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VIIl. RESULTADOS

Ha
0O Ha 0
Hb Hb
NH NH
Hc R
O 0
R Hc
donde R = NH,
NCS
4] 7 0
5
1
NH
4 9
R 3 0
donde R =NH,
NCS siende Cyg
Fig. 29. Asignacion de 'H y "C RMN para las ftalimidas 3 y 4. Aqui se presenta la

asignacion del hidrogeno y del carbono para entender ta espectroscopia y los cuadros de

datos espectroscopicos.
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VIIl. RESULTADOS

CUADRO 5. RMN 'H de las ftalimidas 3 y4*

H 3-NF 4-NF 3-ITFA 4-ITFA
H, 6.94 7.43 7.86 7.86

Hy 7.41 6.79 7.47 7.585

H. “ 6.89 6.86 7.73 7.67-
NH 10.85 10.72 7.26 7.26

NH; 6.35 6.40 - -

(*y verfiguras 8, 12, 16 y 20,
(-} No presenta los hidrégenos del grupo sustituyente amino.
Nota: Los desplazamientos quimicos (o) estan dados en ppm. Para la asignacion de H, ver fig. 30.

CUADRO 6. RMN C de las ftalimidas 3y 4 *

Cc 3NF 4NF 3-ITFA 4-ITFA
C; 176.4 169.3 167.5 168.4
C; 139.5 106.6 134.8 121.0
C. 126.2 117.9 A 135.1 125.3
Cs 140.3 116.8 135.1 123.2
Cs 115.5 124.6 124.0 119.6
7 176.2 169.7 1211 115.0
Cs 151.9 154.8 130.8 122.0
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C INF 4NF 3-ITFA 4-ITFA
C, 138.8 1355 166.6 130.4
Cio - - 134.1 123.1

()  No presenta el carbono 10.
Nola: Los desplazamientos quimices (o) estdn dados en ppm. Para la asignacidn de C, ver fig. 30.

CUADRO 7. Abundancia relativa aproximada (en relacion al % pico base) de los
principales iones en el espectro de masas* 70 eV de las ftalimidas 3y 4.

lon  Asignacién 3-NF 4-NF 3-ITFA 4-1TFA
general
a M+1]* 163 (10) 163 (10) 205 (20) 205 (11)
b M 162 (100) ~ 162 (100) 204 (100) 204 (100)
c [M-CHON] ™ 119 (9} 119 (29} 161 (30) 161 (22)
d [M-CO;" 118 (12) 118 (12) 160 (16) 160 (10)
e {M-CHON-COJ]™ 91{30) 91(37) 133 (31) 133 (22)
f [M-CHON-CsH,0]™  41(2) 41(10) 83(2) ‘ 83(5)
g [M-CHON-CO-CR]*  75(1) 75(1) 75(13) 75(5)
h [M-CHON-CO-R]* 63(5) 63(9) 63(2) 63(2)

“Verfiguras 7, 11, 15, 19y 29.

El numero fuera del paréntesis corresponde a la relacién m/z del i6n asignado, y el nimero entre
paréntesis pertenece su % de absorbancia relativa.
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IX. DISCUSION Y CONCLUSIONES

DISCUSION.

Los isomeros del intermediario nitroftalimida 2 fueron obtenidos a través de
procedimientos previamente publicadoes (8-18). Los productos 3-aminoffalimida (3-
NF), 4-aminoftalimida {4-NF), 3-isofiocianato de ftalimida (3-ITFA) y 4-isotiocianato
de ftalimida (4-ITFA), no se han encontrado en la literatura, por lo que se
consideran nuevos,

La fase experimental resulto relativamente facil de realizar, no obstante, en
gste trabajo la estandarizacidn metodologica implicd diversos inconvenientes,
fundamentalmente en la hidrogenacion catalitica y la reaccion con el tiofosgeno.
La metodologia fue bien detallada, estableciéndose la cantidad exacta de
reactivos, las condiciones de reaccion y la manera de obtener productos puros,
con rendimientos moderados.

"~ Desde el punto de vista econémico, la elaboracion de los fluorocromos fue
relativamente costosa, sobre todo porque ta fase experimental fue de caracler
ensayo-error, habiendo de esta manera, malversién en reactivos y disalventes.
Ademas, ios estudios espectroscopicos y el analisis molecutar por el programa
MINDOO/3 Hyper Chem, se evailan en precios elevados (como ejemplo, un
estudio de espectroscopia de masas por impacto electronico se cotiza
actualmente en $500.00 pesos} sin embargo, se contd con estos servicios sin
gasto alguno.

A) ESTUDIOS ESPECTROSCOPICOS.

Los isémeros 3-NF y 4-NF fueron sintetizados por hidrogenacion catalitica a partir
del nitrocompuesto correspondiente, siendo diferente el tiempo de reaccién (5
dias para el isomero 4-NF y 1.5 dias para el compuesto 3-NF), lo cual sugirid la
importancia de la posicidn del grupo sustituyente en reaccién. Los productos
fueron purificados por cc.

£l isémero 3-NF se obtuvo de las fracciones eluidas, con un sistema 1:1 n-
hexano-AcQOEt, de la cromatografia del extracto metandlico de la reaccion, como
un solido verde amarillento con un p.f. de 235 °C y un rendimiento del 63.6%. El
espectro de IR (fig. 6) reveld un compuesto aromatico, con grupos carbonilo, y
una banda de absorcién en 1595 cm™ perteniente al grupo amino. Su peso
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molecular, determinado por espectrometria de masas (EM)} (fig. 7) se relaciona
con un compuesto de formula molecular CgHgN,O,, perteneciente a una
aminoftalimida. El idn molecular m/z 162, fue también el pico base (pb), ion muy
estable. Los siguientes picos refirieron el patrdén de fragmentacién caracteristico
(fig. 28) para este tipo de compuestos (35, 36): 119(9) {M-CHON]", 118(12) [M-
CO,1", 91(30) [M-CHON-COJ", 75(1) [M-CHON-CO-NH,]*, 63(5) [M-CHON-CO-
CNHa}', 41(2) [M-CHON-C;sH,0]" (cuadro 7).

También se obtuvo ofro compuesto con un rendimiento del 53.0%, de
consistencia sélida, color amarillo, con un p.f. de 248-251 °C, al que denomi-
namos 4-aminoftalimida. El espectro de IR (fig. 10) enfocd hacia un compuesto
aromatico, con grupos carbonilo arométicos, y un grupo amino (banda 1506 cm™).
E! EM (fig. 11) mostré un comportamiento similar al del isoméro 3-NF, donde los
picos correspondieron a los mismos fragmentos (fig. 26, cuadro 7), variando sélo
la absorbancia relativa (% ar).

El 3-ITFA fué sintetizado por accion del tiofosgeno scbre la amina, la
reaccion requirié 3 volumenes de tiofosgeno para preparar suficiente producto. Se
obtuvieron cristales blanco amarillentos, con un rendimiento del 67.0% y un pf. de
235 °C. El espectro de IR {fig. 14) mosird un sistema aromatico, carbonilos
aromdticos y una banda muy particular, 2075 cm™, referida af grupo isotioctanato.
El EM (fig. 15) sefal6 el compuesto previsto, el pb m/z 204, fue también el i6n
molecular mas estable, y los picos principales obedecieron al modelo de
fragmentacion: 161(30) [M-CHON]"", 160(16) [M-CO,]", 133(31) {[M-CHON-COJ"",
83(2) [M-CHON-CsH;O]+, 75(13) [M-CHON-CO-NCS]*, 63(2) [M-CHON-CO-
CNCSJ' (fig. 28, cuadro 7). Segun el % ar, los fragmentos mas pequefics fueron
los més inestables.

El 4-ITFA derivd de la reaccion entre el tiofosgeno y ia amina
correspondiente, en razén equimotar. La mezcia de reaccion fue tratada hasta {a
obtencion de un compuesto amarillo naranja, con un rendimiento del 58.0% y un
p.f. de 220 °C. El espectro de IR (fig. 18) mostrod la estructura basica, y el grupo
isotiocianato en 2050 cm™. Et EM (fig. 19) fue similar al del isémero 3-ITFA, pero
fué diferente el % ar para cada uno de los iones {fig. 28, cuadro 7).

Como se abservo en RMN 'H (cuadro ) para 3-NF (fig. 8) y 3-ITFA (fig. 16)
las sefiales de los hidrogenos (para su asignacion, ver ia fig. 29) se desplazaron
hacia zona alta en 3-ITFA (p.ej. H, de 6.79 a 7.86), efecto debido a la presencia
de los grupos sustituyentes (3-amino y 3-isotiocianato). El prototipo (cuadro 5) se
repitié en 4-NF (fig. 12) y 4-iTFA (fig. 20). En tanto, el H de NH estuvo mas
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desplazado, 0 menos protegido, en 3-NF y 4-NF (10.85, 10.72) que en los
isotiocianatos (7.26, 7.26). Los desplazamientos quimicos (cuadro 5) de H en 3-
NF y 4-NF, no siguieron un modelo propio, en H, para 4-NF (7.43) es mayor que
para 3-NF (6.94), pero cambia en H,, donde en 3-NF (7.41) es mayor que en 4-NF
(6.79), comprobando la disimilitud en la reactividad. El mismo comportamiento se
observa en los compuestos isotiocianatos.

B) RELACION ENTRE LA RMN °C Y LA DENSIDAD DE CARGA TOTAL.

Se observé una correlacion entre los' desplazamientos de '°C y la densidad de
carga total calculada por métodos semi-empiricos (MINDOO/3, Hyper Chem) (fig.
22, fig. 23, cuadro 6), apreciandose un desplazamiento mayor en aquélles
carbonos con mayor densidad de carga. La designacion de los carbonos en la
estructura quimica se encuentra en la fig. 29.

La fig. 22 muestra la densidad de carga total para la moiecula 3-NF, donde
ia mayor densidad de carga se manifestd en el oxigeno dei grupo carbonilo C,, el
cual esta cercano al grupo sustituyente amino, también se observo una diferencia
notable en la densidad de carga entre los origenes de los carbonilos en C; y Cs.
Esta diferencia de carga se puede apreciar en la RMN °C (fig. 9), donde el C;
resuena a 176.4, mientras que el C; lo hace a 176.2 ppm {cuadro 6). Asimismo, la
fig. 22 muestra que la densidad efectronica se distribuye de manera uniforme en
el anilio bencénico. Aparentemente la presencia del grupo sustituyente amino en
C, no ejerce algin efecto impartante en la densidad de carga. Por otro lado se
puede observar que {0s grupos nitrogeno de los sustituyentes poseen una
apreciable densidad de carga.

La fig. 22 representa el mapa de densidad de carga total para el isémero 4-
NF, donde la mayor densidad de carga se muestra en el oxigeno del carbono C; y
no en C; como fué en 3-NF, este efecto. se relaciona con la RMN "°C (fig. 13,
cuadro 6}, donde el C; {169.7) se desplaza mas hacia campo bajo que el C,
{169.3). Asimismo, la densidad de carga se distribuye en el anilio bencénico, de
tal forma que el carbono C, presenta la mayor densidad de carga, el cual resuena
a 154.8 ppm en RMN °C.

Comparando las dos moléculas, 3-NF y 4-NF, la densidad de carga toial es
mas intensa en el isomero 4-NF; asl también la mayor densidad de carga recae
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en el oxigeno de uno de los carbonilos, siendo para el 3-NF el C,, cercano al
grupo aming, y para el 4-NF el C;.

La figura 23 representa la densidad de carga total para las moléculas 3-
ITFA y 4-ITFA, 1a mayor densidad de carga total se observa en el oxigeno del C,,
el cual esta cerca del grupo sustituyente isotiocianato. En general, en las dos
moléculas la densidad de carga total no se encuentra distribuida uniformemente,
ni es tan tangible como en los compuestos de aminoftafimida, lo cual podria
atribuirse a la presencia del grupo isotiocianato, que no muestra una considerable
densidad electrdnica. .

En resumen, e! isémero.4-NF (fig. 22) presenta su mayor densidad de
carga en el oxigeno del C;, y es una molécula con intensa densidad electronica.

C) MAPAS DE ENERGIA POTENCIAL PARA LOS ORBITALES MOLECULARES
HOMO Y LUMO.

Los mapas de energia potencial para los orbitales moleculares HOMO y LUMO,
desde el punto de vista cualitativo, reflejan |a reactividad de la molécula de
interés. La variedad en colores observada en estas figuras, se relaciona con las
diferentes fases de densidad electrénica para cada uno de los orbilales
moleculares.

En la mayoria de los casos las reacciones nucleofilicas se explican por la
teoria de los orbitales moleculares, llevandose a cabo entre los orbitales HOMO vy
LUMO. En general, se espera que las reacciones se realicen en el orbital
molecutar LUMO, pero pueden existir excepciones.

La fig. 24 muestra los mapas de energia potencial para los orbitales
moleculares HOMO y LUMO de la molécula 3-NF. Estos mapas son diferentes
entre si, el HOMO refleja una mediana intensidad en el grupo amino, con una fase
igual a los origenes de los grupos carbonilo, mieniras que el esqueleto
hidrocarbonado, incluyendo el nitrGgeno en la posicién uno, poseen una energia
potencial de fase intensa. Asimismo, el LUMO muestra distribuciones impares, asi
el Cs y Cs tienen la misma fase e intensidad, lo mismo ocurre con 10s siguientes
pares C3-C4, C7-Cs y C2-Co. Llamo Ia atencion que los dos atomos de oxigeno en
C, y C; presentan la misma fase.

En cuanto a la molécula 4-NF, segun se aprecia en la fig. 25, los orbitales
HOMO y LUMO son diferentes en intensidad y fase. El HOMO muéstra una
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mediana intensidad en el grupo amino, con una fase igual en el nitrégeno uno, el
oxigeno def C7 y del Ce. Las fases de la densidad electronica para los oxigenos de
los carbonilos C; y C; son impares, siendo mayor su energia potencial en el
orbital LUMO. Los orbitales HOMO y LUMO muestran diferentes fases
electrénicas en el anillo aromatico.

Comparando las dos moléculas, 3-NF y 4-NF, el compuesto 4-NF presenta
mayor energia en los orbitales HOMO y LUMO, pero son heterogéneos en
intensidad electronica. También existe diferencia en las fases de densidad
electronica en los grupos amino sustituyentes, asimismo en el grupo carbonilo C;
con respecto al C; del 4-NF, y en los carbonilos C; y C; del 3-NF.

La fig. 26 muestra los mapas de energia potencial para los orbitales
moleculares HOMO y LUMO para el 3-ITFA, en ambos se observan diferencias en
la energia, sobre todo en los atomos de nitrégeno y azufre del grupo isotiocianato
en el orbital HOMO, ademés se encueniran en fases dispares. Los grupos
carbonilo C; y C; no contribuyen con energia potencial.

La fig. 27 de ios orbitales moleculares para 4-ITFA muestran diferencias en
intensidad y fase de la densidad electrénica, en el orbital HOMO el dtomo de
azufre es muy intensa y presenta la misma fase en los C3-Cy4, Ce-C7-Cs-Co, y Ofra
fase en el Cs y el atomo de nitrégeno del sustituyente isotiocianato. El grupo
carbonilo C; no posee energia. En el LUMO ef C, muestra una mediana
intensidad, compartiendo la misma fase excepto en los C;-Cs.

Existe gran diferencia en la reaclividad de las moléculas 3-ITFA y 4-ITFA,
fundamentada en la intensidad y las fases impares de densidad electrénica. Las
dos moléculas son sistemas aromalicos de alta energia potencial.

Comparando las 4 moléculas (figs. 24-27), el grupo sustituyente
isotiocianato en los isémeros 3-ITFA y 4-ITFA, muestran mayor energia potencial,
que el sustituyente amino en fos aminocompuestos. Los grupos carbonilo C, y C;
presentan cierta energia en los isémeros 3-NF y 4-NF. Las 4 maléculas muestran
una mediana intensidad en la densidad, reflejando la aromaticidad y conjugacion
de cada molécula.

En resumen, los mapas de energia potencial para los orbitales moleculares
HOMO y LUMO reflgjaron la diferente reactividad de cada una de las moléculas.
Lo interesante es que los grupos sustituyentes isotiocianato en 3-ITFA y 4-ITFA
concentran una alta energia potencial, mientras que en los isémeros 3-NF y 4-NF
ios grupos carbonilo pueden ser esenciales en la reactividad de las moléculas. Se
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proponen [os siguientes sitios de vinculacidén al anticuerpo para formar el
conjugado fluorescente:

1. En los compuestos 3-{TFA y 4-ITFA, el grupo isotiocianato se vincula al
amino-terminal del aminoacido /-lisina del anticuerpo, formando un
derivado de tiourea (7).

2. El grupo carbonilo mas reactive en las isdmeros 3-NF y 4-NF son sitios de
vinculacién al aminc-terminal del aminoacidoe Hisina en el anticuerpo,
formando un enlace peptidico estable.
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CONCLUSIONES.

+ Se sintetizaron y caracterizaron espectroscopicamente cuatro moléculas
fluorescentes: 3-aminoffalimida , 4-aminoftalimida, 3-isotiocianafo de
ftalimida y 4-isotiocianato de ftafimida, de conformacion plana y dobles
entaces conjugados.

« El andlisis molecular de los fluorocromos sintetizados por MINDOO/3
HYPER CHEM, demostré que el grupo carbonilo es ei, grupo funcional
mas reactivo en los isdmeros 3-NF y 4-NF, pudiendo ser el silio de
vinculacion al amino-terminal del aminoacido /lisina en el anticuerpo. En
los compuestos 3-ITFA y 4-ITFA, el grupo isotiocianato se vincula al
amino-terminal del aminoacido Klisina del anticuerpo, formando un
derivado de tiourea unido por enlaces covalentes.

+ Las moléculas 4-NF y 4-[TFA son més reactivas que los isoméros 3- NF y
3-ITFA, pero 4-NF es ain mucho mas reactiva, pues el carbonilo en
reaccion, contrario al grupo sustituyente, le confiere mayor densidad de
carga y reactividad a la moiécula, evitando problemas de impedimento
estérico al unirse al amino-terminal de! aminodcide fHisina en el
anticuerpo. Se propone el compuesto 4-aminoftalimida, como el mas
recomendable en la elaboracion del inmunoconjugado.

» Los fluorocromos propuestos 3- y 4-aminoftalirnida y 3- y 4-isotiocianato
de ftalimida presentan caracleristicas similares al isotiocianato de
fluoresceina con una Aabs/em de 494/520 nm y poseen los grupos
reactivos para vincularse a un anticuerpo igG. Por ello prometen ser
fluorocromos  alternativos, adecuados para su uso en pruebas
inmunolégicas. Sin embargo aun se requieren investigaciones mas
profundas para definir todas las caracteristicas fisicoquimicas y biologicas
de estos reactivos y poderlos establecer como verdaderos sustitutos al
isotiocianato de fluoresceina.
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