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Las técnicas basadas en fluorescencia constituyen una herramienta fundamental en el proceso de desarrollo de nuevos
farmacos. Son métodos robustos y econémicos, que permiten evaluar en forma eficiente un gran nimero de compuestos
siendo adecuados para llevar a cabo ensayos de Cribado de Alta Capacidad. Para el desarrollo de procedimientos
convenientes de screening, se necesita un método simple donde se evale la unién del ligando a la proteina con alta
sensibilidad. El desarrollo de este método comienza con el disefio y la sintesis de sondas fluorescentes que se conjugan a
ligandos especificos de blancos proteicos.

Una de las aproximaciones para desarrollar sondas fluorescentes, involucra la incorporacion de fluoréforos sensibles al
entorno del tipo solvatocrémicos y rotores moleculares. Estos exhiben comtnmente una fluorescencia muy débil en
ambientes polares y proticos pero muestran una fuerte fluorescencia en ambientes hidrofébicos. Por lo tanto, se espera que
la unién del ligando en el sitio de unién a la proteina blanco acerque al fluoréforo al bolsillo hidrofébico y cause un aumento
en la emision de fluorescencia. En contraste, en ausencia de la proteina blanco, la sonda permanecera en un buffer acuoso y
exhibird una fluorescencia débil. Este enfoque es novedoso ya que no implica una reaccién enzimatica para que el cambio en
la sefal ocurra y por ende se puede aplicar a cualquier blanco proteico que tenga un sitio de unién.

En esta tesis se sintetizaron sondas fluorescentes a partir fluoréforos sensibles al entorno del tipo solvatocrémicos basados
en 3-hidroxicromonas y rotores moleculares basados en BODIPYs. Para esto se sintetizaron los fluoréforos incluyendo un
halogenuro de arilo en su estructura. Por otro lado, se obtuvieron ligandos especificos para los blancos proteicos a estudiar
funcionalizados con alquinos terminales. De esta manera se generaron las sondas fluorescentes especificas usando la
reaccion de acoplamiento de Sonogashira.

En segundo lugar, se desarrollé un ensayo de unién ligando proteina que permitié calcular las constantes de unién de los
sensores a las proteinas. A partir de esto, también se implement6 un ensayo de

desplazamiento que permite calcular constantes de disociaciéon de ligandos especificos de la proteina blanco.

Finalmente se realizaron diversos estudios computacionales que permitieron profundizar en la dindmica de la unién de las
sondas a los distintos sistemas proteicos, entender la reactividad de los fluoréforos usados respecto a la reaccidon de
Sonogashira, y como anexo, comprender el efecto electrénico que tienen los sustituyentes en distintas 3-hidroxicromonas.
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