0«

Revista de la Societat Catalana de Quimica, num. 24 (2025), p. 40-50
Filial de I'Institut d'Estudis Catalans

ISSN: 2013-9853 DOI: 10.2436/20.2003.01.159
https://revistes.iec.cat/index.php/RSCQ

La quimica combinatoria dinamica com a eina per al desenvolupament
d'antidots de I'heparina
Dynamic combinatorial chemistry as an instrument for developing

heparin antidotes
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Resum: La quimica combinatoria dinamica es una aproximacio util per a la identificacio de lligands que s'uneixen a objectius

complexos i amb una estructura dificil de determinar. Les macromolécules analogues a I'heparina son ampliament utilitzades
als hospitals com a medicaments anticoagulants. Tanmateix, la recerca d'antidots de I'heparina basats en molécules petites per
a controlar la coagulacio sanguinia encara és una tasca desafiant degut a les propietats fisicoquimiques peculiars d'aquest po-

lisacarid anionic. Aquest article presenta un compendi dels esforcos que hem dut a terme per aplicar la quimica combinatoria
dinamica amb vista a la identificacio de lligands que s'uneixen a I'heparina formats a partir de blocs de construccio extrema-
ment simples, la seva posterior optimitzacio perqué actuin com a vertaders antidots de I'heparina i I'exploracid final de la seva

activitat contra tot el ventall d'heparinoids.

Paraules clau: Quimica combinatoria dinamica, heparina, reconeixement molecular, antidots, glicosaminoglicans, coagulacio

sanguinia.

Abstract: Dynamic combinatorial chemistry is a useful approach to the identification of ligands to complex and structure-
elusive targets. Heparin-like macromolecules are widely used in hospitals as anticoagulant drugs. However, the search for

heparin antidotes based on small molecules to control blood coagulation still remains a challenging task due to the peculiar
physicochemical properties of this anionic polysaccharide. This article presents a compendium of our efforts to apply dynamic
combinatorial chemistry in order to identify ligands to heparin assembled from extremely simple building blocks; to optimize

them subsequently in order for them to act as true heparin antidotes; and finally to explore their activity against the full

range of heparinoids.
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Introduccio

a quimica combinatoria dinamica (QCD) és una
disciplina jove dintre del gran ventall de les cien-
cies quimiques. A diferéncia de la quimica tradi-
cional, basada en reaccions quimiques controla-
des cinéticament i en la formacié d'enllagos
irreversibles, la QCD es fonamenta en la reversi-
bilitat de les reaccions, en les quals els enllacos
covalents es formen i es trenquen en un equilibri termodina-
mic [1]. Proposa I'tis de llibreries combinatories dinamiques
(LCD) en que les espécies es troben en un intercanvi continu a
partir d'enllacos covalents reversibles. Aquestes LCD estan
formades per blocs constructius convenientment escollits. En
primer lloc, han d'estar funcionalitzats per a dur a terme la
reaccio reversible dindmica desitjada (tipicament, la formacid
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d'imines o de disulfurs). |, en segon lloc, han de contenir mo-
tius estructurals que els aportin la informacié quimica per a
realitzar processos de reconeixement molecular. Aquests sis-
temes moleculars responen a estimuls externs modificant la
composicio de la LCD [2], amplificant els membres que esde-
venen mes estables a costa dels altres components de la mes-
cla [3]. L'estimul més habitual és I'addicié d'un compost (mo-
lecula petita, proteina, etc.) que actui de plantilla. Aixi, els
components de la LCD que interaccionin millor amb la planti-
lla veuran la seva preséncia incrementada (figura 1). Si som
capacos d'identificar quins son aquests compostos amplifi-
cats, trobarem, dintre les possibilitats de la LCD, quins son

els millors lligands potencials per a la plantilla introduida.

Com si invertissim el concepte de clau i pany, en comptes de
dissenyar que és el que encaixa més bé en un lloc actiu d'una
proteina concreta —per exemple—, la QCD ofereix un ventall
de possibilitats perqué el pany esculpeixi quina clau hi encai-
xa millor [4]. Aixi, permet provar alhora tots els elements pos-
sibles de la LCD i després només cal sintetitzar els que tenen
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Ficura 1. Aplicacio de la quimica combinatoria dinamica per a la identificacio
de lligands a molécules petites i ions o biomacromolécules grans, utilitzades com
a plantilla. Elaboracio propia.

una utilitat potencial. Com que el mateix objectiu (la plan-
tilla) és qui fa la seleccio, permet identificar lligands que
s'uneixen a objectius que, per les seves caracteristiques es-
tructurals, no presentin un lloc actiu definit o aquest encara
no s'hagi determinat, ja que totes les possibilitats estructurals
son explorades dintre del procés d'autocorreccié termodina-
mic tipic de la QCD. A més, en molts casos €s possible dur a
terme aquestes reaccions en condicions fisiologiques, cosa es-
pecialment util per a aplicar aquesta aproximacié amb vista a
identificar compostos d'importancia biologica, com la deter-
minacio de lligands que s'uneixen a proteines [5], a acids nu-
cleics [6] i a molécules autoreplicables [7].

En el nostre grup hem emprat la QCD per a molts usos dife-

rents, com la generacid de sistemes catalitics dinamics [8] o
el reconeixement molecular d'ions [9], de biomolécules peti-
tes [10] i grans [11] i del cas que ens ocupa, de Iligands que

s'uneixen a glicosaminoglicans [12], entre els quals destaca

I'neparina [13].

L'heparina (Hep, figura 2) és un dels biopolimers més utilitzats
en medicina. Té aplicacions dins de medicaments antivirals
[14] i anticancerosos [15], pero sobretot té rellevancia com a
anticoagulant [16]. Per a un Us sequr de Hep, és molt impor-
tant I'accés a una familia d'antidots efectius, especialment en
casos de sobredosi, de sagnats massius [17] o d'operacions
quirdrgiques d'urgéncia [18]. Tot i aixi, el nombre d'antidots
contra I'efecte anticoagulant de Hep i els seus analegs €s molt
limitat: el mercat es troba dominat per la protamina [19], una
proteina rica en arginines, per bé que també hi ha altres op-
cions, com ara anticossos monoclonals [20] o dendrimers po-
licationics [21]. En tots els casos es tracta de macromolécules,

Ficura 2.  Estructura quimica de I'heparina. Elaboracid propia.

que presenten una série d'inconvenients comuns [22]. Aixi, la
recerca de molecules petites que siguin antidots de Hep esta
atraient molt d'interés els darrers anys [23], especialment si
es pot trobar un antidot de caracter universal que funcioni
amb Hep i amb tots els seus analegs.

Desafortunadament, el nombre de molécules petites que te-
nen la capacitat de modular I'activitat de Hep és molt limitat
[24]. Aixo es deu a les seves peculiaritats estructurals: una
densitat de carrega negativa molt elevada, polidispersitat i
una flexibilitat conformacional extraordinaria [25]; tots
aquests aspectes han frustrat els esforcos per a dur a terme
un disseny racional de lligands tradicional. Paradoxalment,
aquesta complexitat i aquesta estructura dificil de determinar
son caracteristiques que fan de la QCD una aproximacio ade-
quada [2] per a la determinacio de Iligands per a Hep, com ja
s'ha demostrat amb altres macromolécules complexes en el
passat [5-12]. Amb aquesta idea present, vam comencar a de-
dicar esforcos per a demostrar que la QCD es podia emprar
utilitzant Hep com a plantilla.

Prova de concepte

En aquesta aproximacio, primerament cal triar amb deteni-
ment les caracteristiques ideals que han de tenir els blocs de
construccid que compondran les LCD que s'utilitzaran. Tenint
en compte que la plantilla objectiu amb queé calia interaccio-
nar era Hep, ens vam basar en els motius estructurals que po-
drien afavorir una interaccié no covalent amb Hep en un am-
bient fisioldgic. En primer lloc ens vam inspirar en les lectines,
que poden reconeixer sucres d'una manera selectiva per mitja
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d'interaccions CH-1t [26], de forma que vam incloure grups
aromatics dins els blocs de construccid. Aixi mateix, I'estruc-
tura de Hep conté molts sulfats i carboxilats dins la seva se-
qliéncia. Aquests poden ser reconeguts per poliamines [27]
pel fet d'establir ponts d'hidrogen i altres interaccions ioni-
ques, amb la qual cosa es van incloure dins els components de
les LCD. Com a reacci6 reversible vam utilitzar la formacio
d'imines, ja que és prou rapida per a reaccionar en poc temps
a |'addicio de la plantilla. Llavors, una reaccio6 de reduccio a
amines permet congelar I'equilibri, fet que facilita I'analisi de
la mescla i la comparacio de les diferéncies provocades per la
preséncia de Hep.

Atés que es volia mantenir I'Us de molécules senzilles, vam es-
collir I'espermina com a exemple de poliamina simple, per tal
de fer-la reaccionar amb una petita seleccio d'aldehids aro-
matics. Amb aquest disseny experimental, la natura reversible
de la formacio d'imines permetria a les molécules formades
adaptar-se a la preséncia de la plantilla de Hep (figura 3a).
Aixi, les interaccions no covalents estabilitzarien i seleccio-

narien els millors lligands de la mescla, en un nou equilibri
que podriem congelar en una reduccio in situ. L'analisi per
UPLC-MS de les mescles de reaccio en abséncia/preséncia de
Hep ens va indicar quins components de la mescla es trobaven
amplificats en preséncia del polisacarid, com es pot veure al
grafic dels factors d'amplificacio corresponents en la

figura 36b.

Per tant, haviem identificat uns compostos que podien ser Ili-
gands potencials a Hep. Perd, ho eren de veritat? Per compro-
var-ho vam preparar un dels hits principals (3AL) i els seus
analegs simetrics corresponents, que, curiosament, no presen-
taven una gran afinitat potencial. Un cop preparats, vam con-
firmar que 3AL efectivament interaccionava amb Hep, deter-
minant-ne la constant d'afinitat mitjancant valoracions de
fluorescéncia, ressonancia magnética nuclear i calorimetria
de titulacio isotermica en el rang micromolar baix. Vam trobar
que la constant d'afinitat es correlacionava amb el factor
d'amplificacio i es va confirmar que els analegs simétrics

eren lligands pobres.
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Ficura 3.

a) Esquema de la reacci6 d'aminacio reductora de QCD utilitzada en aquest estudi. b) Grafic dels factors d'amplificacio, definits com la relacié entre la corresponent area

dels pics en analisis d'HPLC (cromatografia de liquids d'alta resolucio), obtingut en reaccions realitzades en preséncia (A) o abséncia (A ) de Hep. Les barres per sobre i per sota la
linia de punts indiquen els compostos amplificats i reduits, respectivament, a causa de la preséncia de Hep. Elaboracid propia.



A partir de simulacions de modelitzacié molecular vam poder
construir un model estructural d'interaccio en qué 3AL s'en-
rotllava al voltant dels glicans de Hep. Aquesta interaccio
s'estabilitzava a partir d'enllacos de pont d'hidrogen i de I'es-
tabliment d'interaccions CH-Tt on era necessaria la presencia
d'un fenol a un costat i d'un naftil a I'altre, i s'explicava aixi
I'estabilitat superior de la interaccié d'aquest compost respec-
te dels seus analegs. La disposicio permetia a més la formacio
d'interaccions T-t entre els grups naftil de diferents molécu-
les de 3AL, fet que conduia a una estabilitzacié encara més
gran de la interaccio.

Pero, aquesta interaccié implicava que tinguessin algun tipus
d'activitat? Vam decidir provar-ho adaptant un assaig enzi-
matic in vitro basat en la coagulacid de la sang que utilitza
proteines recombinants (figura 4a). En aquest assaig, Hep for-
ma un complex ternari amb I'antitrombina Ill i el factor X_ de
coagulacio, que atura la cascada de reaccions. L'addicié d'un
lligand prou potent de Hep provocaria que no es pogués for-
mar el complex, fet que alliberaria el factor X , de manera que

ara podria reaccionar amb un substrat adequat i alliberaria en
aquest cas un compost amb color, del qual podriem mesurar-
ne |'aparicio.

Aixi ho vam fer i, tal com es pot veure en la figura 4b, 3AL era
capag¢ d'inhibir I'activitat anticoagulant de Hep de manera de-
pendent de la concentracid. D'altra banda, els analegs amb
pitjor afinitat no van tenir cap efecte, ni tan sols després
d'augmentar-ne molt la concentracio.

Per tant, vam poder identificar una molécula petita que ac-
tuava com a lligand de Hep mitjancant QCD, que, a més, era
capac d'inhibir la seva activitat en un assaig enzimatic [28].
Quedava aixi demostrada, com a prova de concepte, la capa-
citat d'aquesta aproximacio per tal de trobar moduladors de
Hep d'una manera facil i simple. Un cop confirmada la hipo-
tesi de partida, quin seria el pas seglient? Doncs optimitzar els
components de les LCD expandint-ne la diversitat estructural
amb la intencio d'obtenir analegs més potents de 3AL que po-
guessin funcionar com a veritables antidots de Hep.
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Optimitzacio de les Ilibreries
dinamiques

Després d'haver demostrat |a viabilitat de la nostra aproxima-
cio, era el moment de veure fins on podiem arribar. Ja haviem
establert les condicions de reaccio ideals per a obtenir ampli-
ficacions amplies i reproduibles i les condicions d'analisi per a
estudiar adequadament els equilibris. Inicialment, haviem op-
tat per mantenir la simplicitat i utilitzar una LCD petita com a
punt de partida. En aquest pas d'optimitzacio, ens vam cen-
trar a augmentar la complexitat dels components de la LCD,

i es va generar aixi I'exploracio per a un espai de reconeixe-
ment molecular més ampli. Sabent que la combinacié de fe-
nol/naftil era adequada, vam assegurar la inclusio d'una va-
rietat d'analegs de fenol amb diferents substituentsi la
preséncia de grups aromatics amb una superficie gran que
poguessin establir interaccions CH-Tt més fortes. D'aquesta
manera, es busca cobrir millor les necessitats estructurals per
a una interaccié optima amb Hep, amb la qual cosa es perme-
tia la identificacio de lligands més potents que poguessin te-
nir una futura aplicacio com a medicaments potencials.

En comptes de partir d'una LCD petita composta d'una desena
de components virtuals, aquest augment de la complexitat

ens va portar a analitzar LCD de més d'un centenar de possi-
bles candidats a interaccionar amb Hep. L'analisi dels seus
factors d'amplificacio ens va permetre identificar una serie de
hits amb una afinitat més gran que la demostrada préviament
per 3AL, que indicava una activitat potencialment molt supe-
rior (figura 5).

Es van preparar els nous compostos i se'n va determinar la
constant d'afinitat. Un altre cop, vam comprovar que es cor-
relacionava amb el factor d'amplificacid, cosa que reforcava
el valor de la QCD com a eina d'identificacid de lligands, amb
els millors compostos (3FF i 3AC) (figura 6a), i demostrava
una afinitat més forta que la determinada per 3AL (nanomo-
lar alt).

Les simulacions de modelitzacié molecular (figura 6d) ens van
dur a comprendre els motius estructurals que explicaven la
seva gran afinitat. Els compostos interaccionaven amb Hep
guiats per les mateixes forces (enllacos de pont d'hidrogen,
interaccions ioniques, CH-t). 3FF incorpora grups naftol, que
presenten propietats dels grups fenol/naftalé alhora, i afavo-
reix aixi una bona disposicio conformacional. D'altra banda,
3AC mantenia la preséncia del fenol, alternat aquest cop amb
un grup aromatic més gran (fluore).
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El pas segiient va ésser comprovar la seva capacitat per a
inhibir Hep, utilitzant el mateix assaig enzimatic que en la
prova de concepte (figura 6b). Els resultats van indicar que
aquest increment d'afinitat tenia correlacié amb una activitat
més potent, i se superava facilment el compost precandidat
(lead) anterior. La conclusié més important no va ésser només
la troballa d'inhibidors més potents, sind també la constatacio
que hi havia una correlacid clara entre el factor d'amplificacio
detectat i I'activitat inhibidora determinada, amb la qual cosa
es provava l'efectivitat de la nostra aproximacié com un meé-
tode per a identificar Iligands actius que s'uneixen a Hep i
compostos de complexitat similar (figura 6¢).

Per comparar la poténcia dels nostres inhibidors amb els es-
tandards del mercat, vam fer estudis amb protamina [19],
I'antidot de referéncia de Hep, en que vam poder comprovar
que els nostres millors hits, 3AC i 3FF, presentaven una major
eficacia a una mateixa concentracio. A més a més, la compa-
racid dels nostres hitsamb ciraparantag [29], una molécula
que ha arribat a assaigs clinics com a antidot de Hep, va mos-
trar que 3FF presentava una activitat similar, mentre que 3AC
era un agent de reversio encara més potent. Es a dir, podiem
comencar a considerar els nostres compostos com a veritables
antidots de Hep.

Per tal de comprovar I'efectivitat dels nostres antidots

en un entorn més representatiu, vam provar 3FF i 3AC en
assaigs de coagulacié en mostres de sang provinent de co-
nill i de ratoli (figura 7a). Vam observar que I'addicio de
Hep prevenia la coagulacio sanguinia normal, pero que, si
els nostres antidots també hi eren presents, es recuperava
una coagulacié correcta, especialment a la concentracio
més alta utilitzada. Finalment, vam dur a terme uns primers
assaigs in vivo, provant l'activitat dels nostres antidots de
Hep en ratolins per mitja d'un assaig de transseccid de cua
(figura 7b). Els vam injectar Hep o sérum, vam fer-los un
petit tall a la cua i llavors vam mesurar la quantitat de sang
perduda. D'aquesta manera vam poder veure |'efecte anti-
coagulant de Hep i com els nostres antidots eren capacos
de recuperar una coagulacio sanguinia normal. A més, la
seva citotoxicitat reduida en diferents linies cellulars els
convertia en bons candidats per a esdevenir futurs medi-
caments.

Aixi doncs, la QCD ens havia permés realitzar el viatge com-
plet d'investigacid en un laboratori: des de la identificacio
dels primers hits fins al desenvolupament d'antidots de Hep
que han provat la seva utilitat en assaigs biologics en animals
model [30].
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Ampliacio a altres heparinoids

Dintre del mon dels anticoagulants, Hep és un dels actors
principals, perd amb el temps s'han desenvolupat un gran
nombre d'analegs de mida més curta i definida, dits hepari-
noids [31]. Aquests compostos presenten una série d'avantat-
ges farmacocinétics i farmacodinamics [32], com poden ser
una accio meés rapida i més facil de predir. No obstant aixo,
tenen un problema important: els antidots descrits per a Hep
son bastant menys efectius contra ells. En el cas de la prota-
mina [33] —el principal antidot de Hep—, la seva activitat bai-
xa a la meitat en el cas de variants de Hep de mida mitjana i
arriba a ser inexistent contra el fondaparinux (Fond), I'nepari-
noid més petit [34]. Obviament, aquesta falta d'antidots ple-
nament efectius ha disminuit la seva introduccié dins I'ambit
hospitalari, especialment en el cas del Fond [35].

Nosaltres haviem desenvolupat una série d'antidots contra
I'efecte anticoagulant de Hep i coneixiem que el seu mecanis-
me d'inhibicié consistia en la formacié d'un complex antidot-
Hep. Tenint en compte les similituds estructurals entre els
heparinoids, vam considerar que, probablement, els dos /eads
(3FF i 3AC) també haurien d'esser bons antidots contra I'acti-
vitat dels heparinoids més petits [36].

Es aixi que vam decidir comprovar-ho utilitzant una adaptacio
de I'assaig enzimatic que haviem fet servir previament. Tal com
es pot veure en la figura 8, els nostres antidots eren capagos
de recuperar la coagulacié sanguinia normal en preséncia
d'una quantitat equimolar de Fond, la qual cosa millorava I'ac-
tivitat del ciraparantag (recuperacio parcial) i la de la protami-
na (cap efecte). Es va detectar el mateix efecte en experiments
ex vivo a partir de sang provinent de ratoli. Experiments de va-
loracié mitjancant ressonancia magnetica i de fluorescéncia i
simulacions moleculars van confirmar un mecanisme d'inhibi-
cio analeg al que haviem descrit per a Hep, a partir de la for-
macio d'un complex antidot-Fond, amb la qual cosa es valida-
va la hipotesi de partida. Per tant, els dos antidots de Hep
també constituien agents de reversio contra el Fond.

Conclusions

En I'ambit d'aquesta recerca, la quimica combinatoria dinami-
ca ha demostrat ésser una eina extremament convenient per
a identificar potents lligands que s'uneixen a biomacromolé-
cules amb una estructura dificil de determinar, amb un objec-
tiu heterogeni, flexible i sense llocs actius clarament definits,
com en el cas de I'heparina. A més, hem trobat una correlacid
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minim de tres cops. Elaboracio propia.

excellent entre els resultats del cribratge per mitja de Ilibre-
ries dinamiques i la poténcia d'inhibicio d'heparina. Els anti-
dots desenvolupats han demostrat tenir una activitat superior
a la de qualsevol altre antidot d'heparinoids provat in vitro, ex
vivoi invivo. A partir de la formacié d'un complex entre I'he-
parinoid i els nostres antidots hem confirmat el mecanisme
d'inhibicio. Tenint en compte la seva prometedora activitat
contra heparinoids d'un gran ventall de mides moleculars,
preveiem el seu alt potencial com a antidots universals tnics
contra I'efecte de tot tipus d'anticoagulants similars a I'hepa-
rina, aplicacio que estem estudiant actualment.
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