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DESCRIPCION

Sintesis de detergentes de glucésidos de calixareno anfifilos y uso de los mismos para extraer y
estabilizar proteinas de membrana funcionales naturales

Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos de glucésidos de calixareno anfifilos, a su
preparacién y a su uso para extraer, solubilizar y estabilizar selectivamente proteinas de membrana.
Técnica anterior

Las proteinas de membrana tales como el Receptor Acoplado a la Proteina G (RAPG), otras proteinas
receptoras, enzimas, proteinas de transporte y canales idnicos u otras proteinas transmembrana o
proteinas ancladas a la membrana biolégica juegan una funcién importante en el funcionamiento de una
célula, especialmente en relacion con su control del crecimiento, la regulacion de las funciones
fisiolégicas, la sefializacién y la mediacion de la transferencia celular [Almen, M. S et al.: "Mapping the
human membrane proteome: a majority of the human membrane proteins can be classified according to
function and evolutionary origin; BMC Biology; 2009; 7; 50]. Las proteinas de membrana son
macromoléculas anfifilas que presentan regiones hidrofilas e hidréfobas las cuales atraviesan una o
varias veces la membrana biol6gica. Las regiones hidréfobas de determinados aminoacidos llevan
cadenas laterales apolares las cuales se pliegan en forma de hélice a y barril 3. Cada una de estas
estructuras secundarias que representan un Dominio TransMembrana (DTM) tienen las partes
hidréfobas de sus aminoacidos dirigidas hacia el exterior de la hélice a y se contraen por interacciones
hidr6fobas no covalentes débiles con las cadenas alifaticas de los lipidos que constituyen la membrana
bioldgica de la célula, bacteria o virus. La cohesién de las proteinas de membrana también es
proporcionada por las cabezas polares cargadas de los lipidos que inducen fuerzas Culémbicas con sus
bucles hidrofilos localizados en las regiones extracelulares [Eva Pebay-Peyroula: Biophysical Analysis
of Membrane Proteins, Wiley-VCH Books, 2008].

Se ha estimado que aproximadamente del 20 al 30 % del genoma humano codifica Proteinas Integrales
de Membrana (PIM) [J. Nilsson et al., “Proteins: Struct., Funct., Genet., 2005, 60, 606] y mas del 50 %
estan implicadas en las vias de sefializacion en las formas mas graves de enfermedades humanas tales
como el cancer, la enfermedad de Alzheimer, la diabetes o la malaria, lo que las convierte en dianas
particularmente prometedoras para el desarrollo de farmacos [John P. Overington et al. : "How many
drug targets are there?"; Nature Reviews Drug Discovery, 5, 993-996, 2006].

Sin embargo, a pesar de los progresos realizados durante los Ultimos afios, la cantidad de estructuras
resueltas tridimensionalmente de proteinas de membrana solamente representa aproximadamente el
2 % de las 92.000 estructuras que se han publicado en la base de datos de proteinas Protein Data Bank
(PDB) en 2014. Las proteinas de membrana pueden incluir una o méas subunidades junto con cofactores
hidr6fobos tales como lipidos, sacéridos, péptidos o proteinas. Para la mayoria de los estudios
bioquimicos y biofisicos in vitro, las proteinas de membrana deben ser extraidas de la bicapa lipidica
mediante el uso de compuestos sintéticos tales como los detergentes.

Los detergentes son compuestos anfifilos con una estructura que comprende distintos dominios tanto
polares como apolares que les confieren una buena solubilidad en agua. Los detergentes tienen
propiedades tensioactivas y son capaces de adsorberse en las superficies de contacto.

El autoensamblaje de detergentes es un fenédmeno bien definido regido por el efecto hidréfobo [C.
Tanford, "The Hydrophobic Effect: Formation of Micelles and Biological Membranes", 12 ed., John Wiley
& Son, Inc., Nueva York, 1973]. A bajas concentraciones, la presencia en solucion de grupos no polares
altera la red de enlaces de hidrogeno entre las moléculas de agua, lo cual las obliga a organizarse
alrededor de las partes apolares de los detergentes y permite su solubilizacién.

Para minimizar esta alteracién desfavorable de las moléculas de agua, los detergentes se intercambian
entre la solucién y la superficie del agua donde forman una pelicula compacta la cual disminuye la
tension superficial del agua. La superficie del liquido es saturada con moléculas de detergente a partir
de una concentracion umbral denominada Concentracion Micelar Critica (CMC). La adicién adicional de
moléculas de detergente induce un autoensamblaje espontaneo y forma ensamblajes agregados en
solucion denominados micelas los cuales se definen por un tamafio, una forma y un ndmero de
agregacion.

La funcién de las micelas a base de detergente es alterar los lipidos constitutivos de las membranas
que estabilizan las proteinas de membrana y solubilizarlas en Complejos de Proteinas/Detergentes
(CPD) manteniendo al mismo tiempo sus estados en cierta medida conformacionales .

Los mondmeros de detergente se insertan en la bicapa lipidica hasta conseguir su saturacién, provocan
fragmentacion y formacion de micelas mixtas de lipido/detergente por accién de interacciones
cooperativas detergente/detergente. Cantidades suficientes de detergente disuelven completamente los
lipidos de la bicapa, lo cual da como resultado una transicion de fase de una fase laminar a una micelar
gue comprende micelas mixtas de lipido/detergente y CPD solubilizados donde sus dominios
transmembrana interactian con las colas hidréfobas de los detergentes [Le Maire et al.: "Interaction of
membrane proteins and lipids with solubilizing detergents”, Biochimica Biophysica Acta (BBA) -
Biomembranes, 2000, 1508, 86-111],

Por tanto, la solubilizacion de las proteinas de membrana requiere el uso de detergentes capaces de
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extraerlas de la membrana biolégica y capaces de mantenerlas en solucién acuosa con una forma
conformacional reproduciendo un entorno alrededor de la proteina similar al de las membranas
bioldgicas con la ayuda de detergentes estructurantes. Este proceso de extraccién presenta adn un
desafio importante relacionado con las dificultades de manipulaciéon durante un periodo prolongado de
tiempo de las proteinas de membrana que tienden a formar agregados en solucién acuosa [M. Caffrey,
"Membrane protein crystallization", J. Structural Biology, 2003, 142, 108-132]. Durante este proceso, las
propiedades de disociacién de los detergentes tienden a alterar las interacciones esenciales
proteina/proteina y proteina/lipido dentro de la estructura cuaternaria de las proteinas las cuales son
esenciales para mantener un plegamiento especifico responsable de sus funciones bioldgicas. La
solubilizacion dentro de las micelas de las diferentes subunidades para proteinas oligoméricas, la
retirada de cofactores lipidicos estabilizadores o una intrusion de colas de detergente en regiones
transmembrana hidr6fobas pueden provocar un plegamiento inadecuado y una desactivacion de la
proteina [J.U. Bowie, Curr. Opin. Struct. Biol., 2001, 11, 397-402; C. Breyton et al., J. Biol. Chem., 1997,
272, 21892-21900],

En este contexto, muchos detergentes comercialmente disponibles conducen a la desnaturalizacion y
la agregacion de la proteina de membrana, lo cual con frecuencia es irreversible [G. Prive: "Detergents
for the stabilization and crystallization of membrane proteins", Methods, 2007, 41, 388-397]. Aunque hay
disponible una amplia gama de detergentes para la investigacion de proteinas de membrana, no existe
un "detergente universal" adecuado para todos los estudios de las proteinas.

De acuerdo con la naturaleza de sus cabezas polares, los detergentes son clasificados habitualmente
como ionicos, zwitteridnicos o neutros. La clase neutra con frecuencia se denomina detergentes suaves
los cuales son menos desnaturalizantes contra las proteinas de membrana.

Los detergentes utilizados en la bioquimica de proteinas de membrana para extraer y purificar dianas
de membrana son en su mayoria detergentes neutros que comprenden grupos glucosidicos en la parte
polar de la estructura anfifila incluyéndose entre los mas utilizados los Dodecil B-D-Maltopirandsido
(DDM) y Octil B-D-Glucdsido (OG).

Trabajando sobre esta base, la comunidad cientifica ha desarrollado un nuevo tipo de topologias anfifilas
con restos de glucdsido en la parte polar diferentes de los detergentes lineales convencionales de
cabeza/cola [Popot, J.-L., Annu. Rev Biochem. 2010, 79, 737-775] tales como los detergentes de
maltdsido de cadena ramificada [Qinghai Zhang, "Design, Synthesis, and Properties of Branch-Chained
Maltoside Detergents for Stabilization and Crystallization of Integral Membrane Proteins: Human
Connexin 26", Langmuir, 2010, 26, 11, 8690-8696], los anfipioles no ionicos [Bazzacco, P. et al,,
"Trapping and Stabilization of Integral Membrane Proteins by Hydrophobically Grafted Glucose-Based
Telomers", Biomacromolecules, 2009, 10, 3317-3326], los tensioactivos fluorados [Breyton, C. et al.,
"Micellar and biochemical properties of (hemi)fluorinated surfactants are controlled by the size of the
polar head", Biophys. J., 2009, 97, 1077-1086], los tripodes anfifilos [Chae, P. Set al., ChemBioChem,
2008, 9, 1706-9], los anfifilos faciales esteroideos [Lee, S. C. et al., "Steroid-based facial amphiphiles
for stabilization and crystallization of membrane proteins”, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2013,
doi:10.1073/pnas. 1221442110], los anfifilos faciales en tandem [Chae, PS; et al., J. Am. Chem. Soc.
2010, 132, 16750-16752], los anfiflos de maltosa neopentilglicol [Pil Seok Chae et al., "Maltose-
neopentyl glycol (MNG) amphiphiles for solubilization, stabilization and crystallization of membrane
proteins”, Nature Methods, 2010, 7, 1003-1008], los anfifilos de glucosa-neopentilglicol [Chae, P. S. et
al. "Glucose-Neopentyl Glycol (GNG) amphiphiles for membrane protein study", Chem. Commun., 2013,
49, 2287-2289], los detergentes Glyco-Triton de Chae [Chae, P. S. et al. "Carbohydrate-containing Triton
X-100 analogues for membrane protein solubilization and stabilization", Mol. BioSyst., 2013, 9, 626] y
los anfifilos de glucodiosgenina esteroideos [Chae, P. S. et al., "A New Class of Amphiphiles Bearing
Rigid Hydrophobic Groups for Solubilization and Stabilization of Membrane Proteins”, Eur. J. Chem.,
2012, 18, 9485-9490]. Recientemente, se ha desarrollado una clase novedosa de detergentes anionicos
basados en una estructura rigida de calixareno la cual permite extraer, solubilizar, estabilizar y purificar
una amplia gama de proteinas de membrana conservando al mismo tiempo su estructura tridimensional
nativa y manteniéndolas en una forma activa funcional [Matar-Merheb, R. et al.: "Structuring Detergents
for Extracting and Stabilizing Functional Membrane Proteins"; Plos One; 2011, 6]. Esta tecnologia
también se expone en la solicitud de Patente US 2011/0144314 Al.

Los calixarenos son compuestos macrociclicos que comprenden unidades fendlicas conectadas por un
puente de orto-orto metileno que forma una cavidad hidr6foba que es capaz de formar complejos de
inclusién con una diversidad de moléculas [C.D. Gutsche; "Calixarenes"; Accounts of Chemical
Research; 1983; 16; 161-170]. Algunos calixarenos ya se han caracterizado, en particular los tetrameros,
hexameros y octameros, asi como varios calixarenos que tienen un ndmero impar de anillos en su
molécula. Se han encontrado varias aplicaciones para los calixarenos en la industria y se aplican, por
ejemplo, en miméticos de enzimas, 6pticas no lineales, electrodos o sensores sensibles a iones y, mas
particularmente, en la extracciéon selectiva de proteinas de membrana. En este Ultimo caso, se han
descrito calixarenos en las solicitudes de patente US 2011/144 314 A1y US 2012/123088 A1l.

Estas moléculas tienen una plataforma ciclica que comprende cuatro unidades de fenol sobre las cuales
se injerta una parte hidréfoba en el borde inferior y partes hidréfilas en el borde superior. La parte
hidréfoba esta compuesta de una sola cadena alifatica que varia en longitud desde unos dieciséis
atomos de carbono. La parte hidréfila consiste en tres grupos carboxilato.
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Esté relativamente bien comprobado que las proteinas de membrana muestran un mayor nivel de restos
basicos en la superficie de contacto citosol-membrana, creando un enriquecimiento de cargas positivas
en la superficie de contacto de la membrana intracelular [Von Heijne, G.: "Membrane protein structure
prediction: Hydrophobicity analysis and the positive-inside rule"; J. Molecular Biology, 1992, 225, 487-
494]. Ademas, las proteinas de membrana tienen un mayor contenido de residuos aromaticos
localizados en la superficie de contacto membrana-agua en sus segmentos transmembrana o-
helicoidales, lo cual desempefia una funcién importante en el plegamiento y la estabilidad del conjunto
[Hong, H. et al., "Role of Aromatic Side Chains in the Folding and Thermodynamic Stability of Integral
Membrane Proteins"; J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 8320-8327].

Por tanto, estos detergentes de calixareno confieren un mejor empaquetamiento de los dominios
transmembrana de las proteinas de membrana extraidas/purificadas y mas proximo al impuesto por los
lipidos en un entorno de membrana bicapa en comparacion con el obtenido mediante los detergentes
convencionales. Debido a su patrén estructural y a su mayor rigidez, estos detergentes mejoran
significativamente la estabilizacién de las proteinas de membrana en varios niveles: (a) permitiendo una
cobertura eficaz de dominios transmembrana hidréfobos con cadenas alifaticas; (b) estableciendo
interacciones electrostaticas en la superficie de contacto del citosol intracelular entre aminoacidos
cargados positivamente en bucles de proteinas de membrana y grupos carboxilato cargados
negativamente de los detergentes y generando de este modo una red de puentes salinos muy préxima
alrededor de la proteina, y (c) estableciendo un fuerte adsorciéon en dominios hidréfobos por medio de
interacciones de apilado 1 entre componentes fendlicos del nicleo de calixareno y restos de
aminoacidos aromaticos situados en las superficies de contacto.

Los detergentes calixarénicos han demostrado su utilidad para extraer y estabilizar una gama de
proteinas de membrana tanto eucariotas como procariotas, tal como los transportadores ABC de Bacillus
subtilis expresados en Escherichia Coli, RAPG de Clase | de levadura, Receptores Humanos de células
HEK vy proteinas viricas [A. Jawhari et al.: "Native and full length membrane protein isolation for Drug
Discovery"; 122 Conferencia Anual de Descubrimiento de Farmacos en Diana, Boston; Septiembre de
2013]. A pesar de la eficacia y el potencial de estos compuestos de calixareno, algunas de las proteinas
de membrana diana no fueron completamente activas después de la solubilizacién y/o no pueden ser
solubilizados. Es por eso que los actuales inventores querian disefiar otros compuestos que pudieran
complementar los anteriores para mejorar la velocidad de solubilizacién y/o la conservacion funcional
de las proteinas de membrana.

Objetivos de lainvencién

El primer y principal objetivo de la presente invencion es proporcionar una familia de compuestos de
glucosidos de calixareno que permitan la solubilizacion selectiva de proteinas de membrana
conservando, al mismo tiempo, su estructura tridimensional natural.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una familia de compuestos de glucdsidos de
calixareno que permitan la solubilizacion selectiva de proteinas de membrana conservando al mismo
tiempo su funcién natural.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una familia de compuestos de glucdsidos de
calixareno que permitan la estabilizacién selectiva de proteinas de membrana solubilizadas y/o
purificadas conservando al mismo tiempo su funcién natural.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una familia de compuestos de glucdsidos de
calixareno los cuales permitan la estabilizacion selectiva de proteinas de membrana solubilizadas y/o
purificadas conservando, al mismo tiempo, su estructura tridimensional natural.

Otro objetivo de la presente invencion es un método para extraer selectivamente proteinas de membrana
gue comprende una etapa que consiste en poner en contacto una solucién acuosa de la proteina de
membrana que se ha de extraer con al menos un calixareno de la presente invencion.

Estos y otros objetivos se satisfacen mediante un compuesto de calixareno de acuerdo con la formula

(la):
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en la que:

n es un numero entero igual a 1;

R2 representa un &tomo de hidrégeno o un grupo metilo;

R3 es idéntico al grupo R1 0 Ry;

R4 representa un residuo de sacarido, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;

Rs es idéntico a R4 0 esta ausente;

L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcion 1,2,3-triazol,

funciéon amida, funcioén tiourea o esta ausente;

Z es idéntico a L o esta ausente;

0 <x1 <3, en el que x1 s un niimero entero;
0 <yi <3, en el que y1 es un ndmero entero;
X2 es idéntico a X1 o igual a 0;

y2 es idéntico a y1 o igual a 0;

X =0, S o ausente;

Y es idéntico a X 0 esta ausente.

Una representacion equivalente de la formula (la) es la formula (l):

R1 representa un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

(CHoLACHo - X—Ry
X4 Y1

CH2>;2Z-(CH2);;(—R5

(CHoLHCHo X —R,
oo ()

en la que:

R1 representa un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

R2 representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo;

R3 es idéntico al grupo R1 0 Rz;

R4 representa un residuo de sacérido, en el cual los grupos hidroxilo no estéan protegidos;

Rs es idéntico a R4 0 esta ausente;

L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcion 1,2,3-triazol,

funciéon amida, funcién tiourea o esta ausente;

Z es idéntico a L o esta ausente;

0 <x1 <3, en el que x1 €s un nimero entero;
0 <y1 <3, en el que y1 es un nimero entero;
X2 es idéntico a x1 0 igual a O;

y2 es idéntico a y1 o igual a 0;

X =0, S o ausente;

Y es idéntico a X o esta ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

R1 representa un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

R2 representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo;

R3 es idéntico al grupo R1 0 Rz;

R4 representa un residuo de sacarido, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos, los

cuales estan seleccionados del grupo de monosacéridos o disacéridos;

Rs es idéntico a R4 0 esta ausente;
L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcion 1,2,3-triazol,

funciéon amida, funcién tiourea o esta ausente;

Z es idéntico a L o esta ausente;
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- 0=x1=3, enelque x1 es un nimero entero;
- 0<=y1=3, enelquey:esunnimero entero;
- Xz esidéntico a x1 oigual a 0;

- y2esidénticoay: oigual a0;

- X=0, S o esta ausente;

- Y esidéntico a X o esta ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

- Rurepresenta un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

- Rzrepresenta un atomo de hidrégeno o un grupo metilo;

- Rz esidéntico al grupo R1 0 Rz;

- R4 representa un residuo de sacérido, en el cual los grupos hidroxilo no estéan protegidos, los
cuales son seleccionados entre el grupo que consiste en glucosilo, manosilo, galactosilo, maltosilo,
lactosilo;

- Rsesidéntico a R4 0 esta ausente;

- L esun enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcién 1,2,3-triazol,
funciéon amida, funcion tiourea o esta ausente;

- Zesidéntico a L o esta ausente;

- 0=<x1=3, en el que x1 es un nimero entero;

- 0<=y1=3, enelquey:1esunnimero entero

- Xz esidéntico a x1 oigual a 0;

- y2esidénticoayi oigual a0;

- X =0, S o esta ausente;

- Y esidéntico a X o est4 ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

- Rurepresenta un grupo alquilo Cq-16) lineal o ramificado;

- Rz, Rs representan un atomo de hidrégeno o un grupo metilo;

- R4, Rs representan un residuo de sacérido, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos,
los cuales son seleccionados entre el grupo que consiste en glucosilo, manosilo, galactosilo,
maltosilo, lactosilo;

- L esunenlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcién 1,2,3-triazol,
funcion amida, funcién tiourea o esti ausente;

- Zesidéntico aL o esta ausente;

- 0<x12=<3, en el que x1,2 son un nimero entero;

- 0<=y12<3, en el que yi2 son un nimero entero;

- Xrepresenta un &tomo de oxigeno, un &tomo de azufre o esta ausente.

- Y representa un &tomo de oxigeno, un a&tomo de azufre o esta ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

- Rz corresponde a un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

- Rz, R3 son metilo;

- R4, Rs representan un residuo de sacérido, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos,
el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en glucosilo, manosilo, galactosilo, maltosilo,
lactosilo;

- L esunenlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcién 1,2,3-triazol,
funcion amida, funcién tiourea o esta ausente;

- Zesidéntico alL o esta ausente;

- 0<x12<3, en el que x1,2 Son un nimero entero;

- 0<=y12<3, en el que yi son un numero entero;

- Xrepresenta un &tomo de oxigeno, un a&tomo de azufre o esta ausente;

- Y representa un &tomo de oxigeno, un a&tomo de azufre o esta ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

- Rz corresponde a un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

- Rz, Rs son metilo;

- R4, Rs representan un grupo galactosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;

- L esunenlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcién 1,2,3-triazol,
funciéon amida, funcién tiourea o esta ausente;

- Zesidéntico aL o esta ausente;

- 0= Xz12<3, en el que x1,2 Son un nimero entero;

- 0<y12<3, en el que y12 son un nimero entero;

- Xrepresenta un &tomo de oxigeno, un a&tomo de azufre o esta ausente;

- Y representa un &tomo de oxigeno, un &tomo de azufre o esta ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

- Rz corresponde a un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;
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R2, R3 son metilo;

R4, Rs representan un grupo galactosilo, en la cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;
L, Z estan ausentes;

0 < x1,2 < 3, en el que x1,2 son un ndmero entero;

0 <y12 <3, en el que y1,2 SON un nimero entero;

X representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o esta ausente;

Y representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o esta ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

R1 corresponde a un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

R2, R3 son metilo;

R4, Rs representan un grupo glucosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;

L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcion 1,2,3-triazol,

funciéon amida, funcion tiourea o esta ausente;

Z es idéntico a L o esta ausente;

0 < x12 £ 3, en el que x1,2 son un nimero entero;

0 <y12 <3, en el que y1,2 son un nimero entero;

X representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o esta ausente;
Y representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o esta ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

R1 corresponde a un grupo alquilo Cq-16) lineal o ramificado;

R2, R3 son metilo;

R4, Rs representan un grupo glucosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;
L, Z son una funcién 1,2,3-triazol;

0 < x1,2 < 3, en el que x1,2 son un ndmero entero;

0 <y12 <3, en el que y1,2 SOon un nimero entero;

X representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o esta ausente;

Y representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o esta ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

R1, Rs corresponden a un grupo alquilo Cq.-16) lineal o ramificado;

R2 representa un &tomo de hidrégeno o un grupo metilo;

R4 representa un grupo maltosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;

Rs esta ausente;

L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcion 1,2,3-triazol,

funciéon amida, funcién tiourea o esta ausente;

Z esta ausente;

0 <x1 <3, en el que x1 son un nimero entero;
0 <y1 <3, en el que y1 son un nimero entero;
X2 € y2 son iguales a 0

X =0, S o esta ausente;

Y esta ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

R1, Rs corresponden a un grupo alquilo C.-16) lineal o ramificado;

R2 representa un metilo;

R4 representa un grupo maltosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;

Rs esté ausente;

L es un enlazador, que es seleccionado entre el grupo que consiste en funcién 1,2,3-triazol,

funciéon amida, funcién tiourea o esta ausente;

Z esta ausente;

0 < X1 £ 3, en el que x1 son un nUmero entero;
0 <y1 =<3, en el que y1 son un nimero entero;
X2 € y2 son iguales a 0

X =0, S o esta ausente;

Y esta ausente.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:

R1, Rs corresponden a un grupo alquilo Cq.-16) lineal o ramificado;

R2 representa un metilo;

R4 representa un grupo maltosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;
Rs esta ausente;

L es un 1,2,3-triazol;

Z esté ausente;

0 <x1 <3, en el que x1 son un nimero entero;

0 <y1 =<3, en el que y1 son un nimero entero;
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- Xzeyz2soniguales a0
- X=0, S o esta ausente;
- Y esta ausente.
Otro objetivo de la presente invencién es un método para extraer, solubilizar y/o estabilizar
selectivamente proteinas de membrana, que comprende una etapa que consiste en poner en contacto
granulos de membrana que contienen una o mas proteinas de membrana que se han de extraer con
una solucién acuosa que contiene al menos un compuesto de calixareno de acuerdo con la invencion.
La invenciéon proporciona adicionalmente métodos para extraer selectivamente una proteina de
membrana de una bicapa lipidica, por ejemplo, una membrana polar delgada que comprende dos capas
de moléculas lipidicas, poniendo en contacto la bicapa lipidica con al menos un calixareno que se
describe en el presente documento en una solucién acuosa para formar una mezcla, opcionalmente en
presencia de un tampén u otro detergente, formando de este modo un conjunto de los compuestos de
calixareno y la proteina de membrana extraida de la bicapa lipidica. El conjunto puede entonces ser
separada de la mezcla para proporcionar proteina de membrana aislada y/o purificada. La invencion
proporciona adicionalmente métodos para estabilizar selectivamente la proteina de membrana poniendo
en contacto la proteina de membrana aislada y/o purificada con al menos un calixareno que se describe
en el presente documento en una solucidon acuosa. Mas particularmente, el método se caracteriza
porque la proteina de membrana es una proteina seleccionada entre el grupo que comprende: (a) las
proteinas de transporte, preferiblemente el transportador de eflujo de mdltiples farmacos seleccionado
entre el grupo que comprende la proteina de resistencia a Acridina B (AcrB) y una bomba de protones
del grupo que comprende la bacteriorrodopsina (bR); (b) los canales iénicos, preferiblemente un canal
de protones M2 seleccionado entre el grupo que comprende la proteina de matriz 2 del virus de la gripe
(M2); o (c) receptores acoplados a la proteina G (RAPG), preferentemente receptor de adenosina Aza;
o0 (d) enzimas; o (e) glucoproteinas.
De acuerdo con un modo de implementacion particular de la invencién, la etapa de poner en contacto
granulos de membrana que contienen una o mas proteinas de membrana que se han de extraer con
una solucién acuosa que contiene al menos un calixareno de acuerdo con la invencién es efectiado a
un pH que variade 6 a 9.
De acuerdo con un modo de implementacion particular de la invencion, la etapa de poner en contacto
granulos de membrana que contienen una 0 mas proteinas de membrana que se han de extraer con
una solucién acuosa que contiene al menos un calixareno de acuerdo con la invencion es efectuado a
una temperatura que varia de 4 a 25 °C.
De acuerdo con un modo de implementacién particular de la invencion, la etapa de poner en contacto
granulos de membrana que contienen una 0 mas proteinas de membrana que se han de extraer con
una solucién acuosa que contiene al menos un calixareno de acuerdo con la invencion es realizado en
una concentracion de calixareno que varia de 10® a 103 M.
Otro objetivo de la presente invencién es un método para producir una soluciéon de proteinas de
membrana que comprende la extraccion de proteinas de membrana con al menos un compuesto de
calixareno de acuerdo con la invencion y la separacion de dichas proteinas de membrana extraidas con
dichos calixarenos, preferentemente por centrifugacion.
De acuerdo con un modo de implementacion particular de la invencion, la etapa de poner en contacto
proteinas de membrana solubilizadas o purificadas con una solucién tampén que contiene al menos un
calixareno de acuerdo con la invencién se realiza a una concentracion de calixareno que varia de 106
al1l03Mm.
Otro objetivo de la presente invencion es un método para solubilizar y/o estabilizar una proteina de
membrana, poniendo en contacto granulos de membrana que contienen una o mas proteinas de
membrana que se han de extraer con una solucién acuosa que contiene al menos un calixareno de
acuerdo con la invencién y opcionalmente calentando la proteina de membrana y los granulos de
membrana, formando de este modo una proteina de membrana solubilizada o estabilizada. Otro objetivo
de la presente invencién es un método para producir una solucién de proteinas de membrana que
comprende la extraccion de proteinas de membrana con al menos un compuesto de calixareno de
acuerdo con la invencion y la separacion de dichas proteinas de membrana extraidas con dichos
calixarenos, preferiblemente por centrifugacion.
Descripcion detallada de las figuras
Las Figuras la) a 1f) muestran realizaciones preferidas de compuestos de calixareno
correspondientes a la formula (I) de acuerdo con la presente invencion.
La Figura 1a) corresponde a un compuesto de calixareno de formula (I) en la que R1 es un
grupo heptilo; Rz y R3 son grupos metilo; R4 y Rs son iguales y representan un grupo galactosilo
o glucosilo; X, Y estan ausentes; L, Z son una funcién tiourea; xi2=z=1a2,y12=0.
La Figura 1 b) corresponde a un compuesto de calixareno de férmula (I) en la que R1 es un
grupo heptilo; Rz y Rs son grupos metilo; R4 y Rs son iguales y representan un grupo galactosilo
o glucosilo; en la que X, Y = S; L, Z estan ausentes; y X1+y1 = Xa+y2= 3.
La Figura 1c) corresponde a un compuesto de calixareno de férmula (l) en la que R1 es un
grupo heptilo; Rz y Rs son grupos metilo; R4 y Rs son iguales y representan un grupo galactosilo
o glucosilo; X, Y = O; L, Z son una funcion 1,2,3-triazol; xi2 =z =1a 2, e y1,2=1.
La Figura 1d) corresponde a un compuesto de calixareno de formula (I) en la que R1 es un
grupo heptilo; Rz y Rs son grupos metilo; R4 y Rs son iguales y representan un grupo galactosilo
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o glucosilo; X, Y estan ausentes; L, Z son una funcién amida; y xy12=1,ey 12 =0.
La Figura 1e) corresponde a un compuesto de calixareno de férmula (I) en la que: R1 es un
grupo heptilo; Rz y Rs son grupos metilo; Ra y Rs son iguales y representan un grupo galactosilo
o glucosilo; enla que X, Y = O; L, Z estan ausentes; y x1+y1 = xe+y>=z =1 a 2.
La Figura 1f) corresponde a un compuesto de calixareno de férmula (I) en la que: R1 es un
grupo heptilo; Rz y Rs son grupos metilo; R4 y Rs son iguales y representan un grupo maltosilo;
enlaque X, Y = O; L, Z son una funcién 1,2,3-triazol; x12 = 1 e y1,2=1.
La Figura 2 muestra un sigmoide decreciente del tipo Boltzmann obtenido mediante el método
espectrofluorimétrico usando pireno como sonda de fluorescencia para determinar la
concentracion critica de micelas. El eje x representa la concentracién "logaritmica" de
calixarenos; el eje y representa la relacion de intensidad del primer pico (11 a 373 nm) y el tercer
pico (I3 a 384 nm) de pireno. El sigmoide "A" esté relacionado con el calixareno CALX173GALO
disuelto en H20 MilliQ® y el sigmoide "B" esta relacionado con el calixareno CALX173GLUK
disuelto en H20 MilliQ®.
Las Figuras 3a) y 3b) son dos diagramas que muestran el tamafio de particula promedio
obtenido mediante andlisis por DLD (Dispersién de Luz Dinamica) del compuesto de
CALX173GALO (figura 3a) y el compuesto de CALX173GLUK (figura 3b) a 0,47 y 0,08 mM
respectivamente.
Las Figuras 4a) y 4b) muestran el ensayo de solubilizacion de la proteina de membrana Aza
con los calixarenos CALX173GALO y CALX173GLUK de la presente invencién, y también
detergentes conocidos, por ejemplo, n-dodecil-B-D-maltopiranésido (DDM, CMC (H20) =
0,17 mM [VanAken, T. et al, Alkyl glycoside detergents: synthesis and applications to the study
of membrane proteins, 1986, Meth. Enzymol., 125, 27-35]) y sal de sodio de 25-heptiloxi-
26,27,28-tris(hidroxil)calix-[4]-areno-5,11,17-tris(Acido acético) (denominada "CALX173ACE",
CMC (Hz20) = 2,5 mM).
La Figura 5 muestra el efecto de la estabilizacion de la proteina de membrana bR a lo largo del
tiempo a temperatura ambiente y después a 37 °C en diversas condiciones de detergente (OG,
CALX173ACE, CALX173GALO, CALX173GLUK, amphipol A8-35, FA-3 y MNG)
Descripcion detallada de la invencién
1. Definiciones
En el sentido de la presente invencién, se entiende que "alquilo" significa un radical hidrocarbonado
monovalente, saturado, lineal, ramificado o ciclico. Un "alquilo en C1 a C16" es un alquilo que comprende
de 1 a 16 atomos de carbono; esto comprende en particular los grupos metilo y etilo, asi como grupos
propilo, butilo, isobutilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo,
tetradecilo, pentadecilo y hexadecilo lineales y ramificados. El grupo alquilo posiblemente puede estar
sustituido por uno o méas heteroatomos monovalentes seleccionados entre el grupo de atomos de O, S,
N, Py, por tanto, puede llevar diversas funciones tales como -OH, -NOz2, -Nz, -SO2(OH).
En el contexto de la presente invencion, la expresion "sales farmacéuticamente aceptables” comprende
las sales preparadas con acidos o bases atoxicos, dependiendo de los sustituyentes presentes en los
compuestos. Cuando los compuestos de la invencion contienen funciones acidas, las sales
correspondientes pueden ser obtenidas mediante la adicién de una base orgénica o inorganica al
compuesto en forma neutralizada, posiblemente en presencia de un disolvente preferiblemente inerte.
Los ejemplos de sales de adicion de una base pueden ser las sales de sodio, potasio, calcio, amonio,
amino (organico) o magnesio. Cuando los compuestos de la invencién contienen funciones bésicas, las
sales correspondientes pueden ser obtenidas mediante la adicién de un acido organico o inorganico
posiblemente en un disolvente preferentemente inerte. Los ejemplos de sales de adicion de acido
inorganico pueden ser las sales de clorhidrato, bromhidrato, nitrato, carbonato, monohidrégeno
carbonato, fosfato, monohidrégeno fosfato, dihidrogenofosfato, sulfato, monohidrégeno sulfato o
yodhidrato. Los ejemplos de sales de adicion de &cido organico pueden ser las sales de acetato,
propionato, isobutirato, maleato, malonato, benzoato, succinato, suberato, fumarato, lactato, mandelato,
eftalato, bencenosulfonato, p-tolilsulfonato, citrato, tartrato o metanosulfonato.
En el sentido de la presente invencion, un resto de sacarido se refiere a un resto de azdcar, tal como un
monosacérido, disacérido, oligosacéarido o polisacérido. Los monosacéaridos normales incluyen alosa,
altrosa, glucosa, manosa, gulosa, idosa, galactosa o talosa. Los disacaridos normales incluyen
galactosa, lactosa, maltosa, sacarosa, trehalosa y celobiosa. Los disacéaridos pueden tener cualquier
enlace adecuado entre la primera y la segunda unidad del disacarido. Otros sacéridos adecuados
incluyen &cido glucurdnico, sorbasa, ribosa y similares. Los sacaridos pueden unirse a la formula (1) a
través de su oxigeno anomérico o a cualquier otro grupo hidroxilo disponible. Dependiendo del contexto,
como entenderia un experto en la materia, el sacarido puede incluir el oxigeno que lo une a otro grupo
o excluir el oxigeno que lo une a otro grupo.
En el sentido de la presente invencion, se entiende que "proteina de membrana" significa una proteina
asociada a membranas biolégicas o membranas artificiales (tales como Particulas Similares a Virus o
liposomas), en otras palabras, anclada, o integral, y no libre para la difusion en medios acuosos e
inestable en esos medios, y también proteinas solubles las cuales son inestables en esos medios. Entre
las proteinas de membrana, por ejemplo, pueden citarse las proteinas de las membranas plasmaticas y
las proteinas de las membranas intracelulares (tales como, por ejemplo, las proteinas de las membranas
mitocondriales, nucleares y lisosémicas). Las proteinas de membrana son a menudo clasificadas
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basandose en las estructuras las cuales les permiten interactuar con las membranas y la manera en la
cual estas estructuras son unidas entre si. Las proteinas de membrana pueden ser proteinas politopicas
0 proteinas monotépicas.
En el sentido de la presente invencidn, se entiende que "solucién acuosa de la proteina de membrana"
significa una solucién acuosa que comprende una o mas proteinas de membrana. Por ejemplo, ésta
puede ser una suspension o una dispersion, en las que las proteinas pueden estar en una forma no
disuelta o no difusa o pueden, por ejemplo, combinarse con una fraccion de membrana biolégica.
Se usan las siguientes abreviaturas:

Ac = Acetilo Bz = Benzoilo tBu = terc-Butilo Me = Metilo

Et = Etilo Ph = Fenilo Tf = Triflato
2. Descripcion
La presente invencion proporciona una familia de compuestos de calixareno definidos por la férmula (1):

(CHo}-L{CHy-X—R4
Xq Y1

CHZ};:QZ—(CHZ);Z'—&

(CH,-L~{CHa)-X—R4
X4 Y1

Férmula (1)

en la que:
- R1 representa un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;
- Rz representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo;
- Rz es idéntico al grupo R1 0 Rz;
- R4 representa un residuo de sacérido, en el cual los grupos hidroxilo no estan
protegidos;
- Rs es idéntico a R4 o esta ausente;
- L es un enlazador, que es seleccionado entre el grupo que consiste en funcién 1,2,3-
triazol, funcion amida, funcion tiourea o puede estar ausente;
- Z es idéntico a L o esta ausente;
- 0 < x1 <3, en el que x1 s un nimero entero;
- 0 <yi1 <3, en el que y1 es un nimero entero;
- X2 es idéntico a x1 o igual a O;
- y2 es idéntico a y1 o igual a O;
- X =0, S o ausente;
- Y es idéntico a X o esta ausente.
De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el compuesto de calixareno corresponde a la
férmula (1), en la cual:
- R1 representa un grupo alquilo C1-16) lineal o ramificado;
- Rz representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo;
- R3 es idéntico al grupo R1 0 Rz;
- R4 representa un residuo de sacarido, en el cual los grupos hidroxilo no estan
protegidos, los cuales estan seleccionados entre el grupo de monosacaridos o disacaridos;
- Rs es idéntico a R4 o esta ausente;
- L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcion
1,2,3-triazol, funcién amida, funcion tiourea o puede estar ausente;
- Z es idéntico a L o esta ausente;
- 0 < x1 <3, en el que x1 s un nimero entero;
- 0 <y1 <3, en el que y1 es un nimero entero;
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- X2 es idéntico a x1 o igual a O;

- y2 es idéntico a y1 o igual a 0;

- X =0, S o ausente;

- Y es idéntico a X o esta ausente.
Mas precisamente, debido a su férmula quimica, los calixarenos de férmula (I) presentan una geometria
molecular en forma de un cono o cono truncado, en la que la regiéon ensanchada es hidréfila mientras
gue la cola es hidréfoba. Esta forma particular de los calixarenos de férmula (l) permite la formacién de
micelas, lo cual facilita la transferencia de las proteinas desde un entorno de membrana hacia un medio
acuoso, Y lo cual también promueve la conservacién de su estructura tridimensional y, por tanto, su
actividad bioldgica. La introduccién de unidades de sacarido en una molécula puede realizarse mediante
una reaccion de glucosilacién a través de una funcién alcohol. Estos compuestos de calixareno como
estan ilustrados en la figura 1e (denominados en el presente documento "CALX1N3GALO" donde N es
un nimero entero de 1 a 16 correspondiente a la longitud de la cadena alquilica) son accesibles a través
de la reaccién de glucosilacion tal como se representa en detalle en el Esquema de Reaccién 1. Se
mencionan reactivos y condiciones de reaccion como ejemplos, lo cual no limita el alcance de la
invencion.

Esquema de Reaccién 1: Preparacion de CALX173GALO (5)

OAc OAc OBz OBz
2 = &y
—
AcO OAc BzO SEt
OAc 0Bz
1 2

—— 4,R =-C7H15; R'=-Bz

— 5, R=-C7H15; R'=-H

Reactivos y condiciones en relacion con el Esquema de Reaccion 1:
(@) CH2Cl2/BF3.Et20,EtSH,2 h a temperatura ambiente, después tBuOK/MeOH, 2 h, a
temperatura ambiente, después BzClI/Piridina,1 h a temperatura ambiente; Rendimiento = 87 %
(b) Cu(OTf)2/MeCN, Argon/TM 3A (Tamiz Molecular), 2, 2 h a temperatura ambiente, después
(c) MeOH/CH2Cl2/MeONa, pH 12, Argdn, 16 h a temperatura ambiente; Rendimiento = 20 %
Puede sintetizarse CAL173GALO 5 mediante una reaccion de glucosilacion entre el intermedio de calix-
[4]-areno triol 3 y el derivado etil 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-1-tio-B-D-galactopirandsido 2 seguida de la
retirada de los grupos protectores de benzoilo mediante una reaccion de transesterificacion. El tioetil
tetrabenzoil-B-D-galactopirandsido 2 fue sintetizado de acuerdo con la bibliografia [Dondoni, A. et al,
Synthesis and Properties of O-Glycosyl Calix[4]Arenes (Calixsugars), Chem. Eur. J., 1997, 3, 1774-
1782]. El calix-[4]-areno triol 3 puede ser sintetizado a partir de 4-terc-butilfenol 6 (NUmero de CAS 98-
54-4) como se representa en el Esquema de Reaccién 2. Se mencionan reactivos y condiciones de
reaccion como ejemplos, los cuales no limitan el alcance de la invencion.
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Esquema de Reaccion 2: Preparacion del intermedio calix-[4]-areno 3

R=-C7His

(©)
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Reactivos y condiciones en relacion con el Esqguema de Reaccién 2:

(a) NaOH/HCHO, 2 h a 120 °C, después difenil éter, 3 h a 250 °C; Rendimiento = 52 %

(b) AICIs/PhCHs, PhOH, 3 h a temperatura ambiente; Rendimiento = 95 %

(c) C7H1sl/NaHCOs, DMF, 5 dias a 40 °C; Rendimiento = 75 %

(d) AcOH/Me2NH, HCHO/THF, 3 dias a temperatura ambiente, cuantitativo

(e) DMSO/Mel, argdén, 30 min a 40 °C después NaCN, argén, 48 h a 80 °C; Rendimiento = 50 %

(f) KOH/H20, EtOH, 3 dias a 120 °C; Rendimiento = 75 %

(g) NaH (60 %), DMF/Mel, 16 h a temperatura ambiente; Rendimiento = 80 %

(h) LiIAIH4/THF, 2 h a temperatura ambiente; Rendimiento = 75 %
Sin embargo, dependiendo del nimero de unidades que se han de insertar en el compuesto de
calixareno, de las condiciones experimentales y, mas particularmente, de los efectos estéricos, resulta
gue puede ser dificil introducir eficazmente todas las unidades de sacéarido, lo que inevitablemente da
como resultado rendimientos globales bajos (véase el rendimiento del 20 % en la etapa de glucosilacion
para la sintesis de compuestos de CALX173GALO), una sintesis ineficiente y la formaciéon de mezclas
en bruto donde es dificil purificar compuestos de interés a gran escala.
Para resolver estos problemas, los inventores han desarrollado otra via de sintesis para insertar
unidades de sacéarido en la plataforma a base de calixareno.
Mas particularmente, de acuerdo con la invencion, una reaccion 1,3-dipolar, catalizada por cobre (1),
entre un alquino y una azida (cicloadicién alquino-azida catalizada por cobre (I): CUAAC) representa un
método adecuado para insertar unidades de sacarido en la plataforma a base de calixareno. Estos
compuestos de calixareno como se ilustran en la figura 1f (denominados en el presente documento
"CALX1IN3GLUK" donde N es un namero entero de 1 a 16 correspondiente a la longitud de la cadena
alquilica) son accesibles a través de la secuencia de reaccion que se muestra en el Esquema de
Reaccion 3. Se mencionan reactivos y condiciones de reaccion como ejemplos, los cuales no limitan el
alcance de la invencion. Puede sintetizarse CALX173GLUK 18 a partir del calix-[4]-areno sustituido con
tris-azidopropilo 16 y la propargil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosa 15 preparados de acuerdo con
la bibliografia [Mereyala, H.B. y Gurrala, S.R., Carbohyd. Res., 1998, 307, 351-354].
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Esquema de Reaccién 3: Preparacion de CALX173GLUK 18

OAc OAc
0 (a) 0
AcO e ACO Y
CAcgm,OAc Acmo\//
OAc OAc
14 15

—— 17,R=-C;Hy5; R =-Ac

(d)

> 18, R :-C7H15 ; R'=-H

Reactivos y condiciones en relacion con el Esqguema de Reaccién 3:

(a) Alcohol propargilico, BF3.Et2O/CH2Cl2, 2 h a temperatura ambiente; Rendimiento = 90 %

(b) DMF/NaNs, DBU/difenilfosforilazida, 14 h a 120 °C; Rendimiento = 84 %

(c) DMF/iPrEtzN, Argén, Cul/TM 3A, 15, 4 h30 a 90 °C, después

(d) MeOH/CH2Cl2/MeONa; Rendimiento = 71 %
La unién entre las unidades de sacérido y la plataforma a base de calix-[4]-areno a través de anillos
aromaticos de 1,2,3-triazol puede tener un efecto estabilizador, como los anillos fenélicos del calixareno.
Este efecto puede explicarse por interacciones de "apilamiento " con residuos aromaticos hidréfobos
de proteinas de membrana. Ademas, la distancia de las unidades de sacérido desde la plataforma a
base de calixareno proporciona mas libertad de movimiento a los residuos de sacarido, lo cual les
permite tomar la conformacién mas favorable para estabilizar una proteina de membrana.
El método de la invencion permite la extraccién de una proteina dada, selectivamente en relacion con
otras proteinas de membrana, en particular mediante la modulacion de la longitud de la cola hidréfoba
de los compuestos de calix-[4]-areno sintetizados. El método de la invencidn permite la extraccion y la
separacion de fracciones solubles e insolubles de una amplia gama de proteinas de membrana,
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dependiendo de los sustituyentes insertados en la plataforma a base de calix-[4]-areno.

De acuerdo con la invencion, la proteina de membrana puede ser seleccionada entre el grupo que
comprende las proteinas de transporte, los canales ionicos, los receptores acoplados a proteina G
(RAPG), las enzimas o las glucoproteinas. En el sentido de la presente invencién, se entiende que
"proteina de transporte", significa una proteina de membrana cuya funcién es el transporte de diversas
sustancias (iones, esteroles, macromoléculas, etc.) a ambos lados de la membrana.

La etapa de poner en contacto granulos de membrana que contienen una o mas proteinas de membrana
gue se han de extraer con una solucién acuosa que contiene al menos un calixareno de férmula (1)
puede realizarse a un pH que varia de 5,5 a 10, preferentemente de 6 a 9.

El método de extraccién puede realizarse a una temperatura que varia de 0 a 100 °C, preferiblemente
de4a25°C.

Los métodos de extraccion y estabilizacién utilizan una concentracién de calixareno de féormula (1) que
varia de 10%a 102 M.

El método de extraccion de acuerdo con la invencidon puede realizarse con calixarenos en solucién o
calixarenos en agregados coloidales por causa de su propiedad tensioactiva.

En el sentido de la presente invencién, se entiende que agregado coloidal significa grupos de unas
pocas moléculas a unos cientos de moléculas de calixareno que se organizan sobre la base de fuerzas
de repulsion hacia el disolvente. Dada su naturaleza, los calixarenos de formula (I) son capaces de
formar mezclas en un medio apropiado, tal como, por ejemplo, en agua, en una solucién acuosa, en un
medio isotdnico o en un medio bioldgico.

La mezcla puede ser seleccionada entre el grupo que comprende micelas, liposomas y nanoparticulas
lipidicas. Preferiblemente, los calixarenos estan en forma de micelas.

El término micela designa una mezcla esferoidal de moléculas de calixareno de férmula (1) la cual se
organiza en funcion del disolvente utilizado. Por ejemplo, en agua o en un disolvente acuoso, los
extremos lipéfilos son girados hacia el interior de la micela, mientras que los extremos hidréfilos forman
la superficie de contacto de la micela con el disolvente. En un disolvente organico, por ejemplo, aceite,
la disposicion es invertida. El término liposoma designa vesiculas pequefias hechas artificialmente, en
particular constituidas por laminas delgadas de fosfolipidos, separadas entre si por compartimientos
acuosos. Pueden tener una estructura muy proxima a la de las membranas biologicas.

En el contexto de la presente invencion, el término nanoparticula significa un conjunto de unos pocos
cientos a unos pocos miles de moléculas de calixareno de formula (1), dando como resultado un objeto
de cuyas dimensiones al menos una es de tamafio nanométrico, por ejemplo, entre 1 y 300 nm.

Las proteinas de membrana que formaron complejos con los calixarenos de férmula (1) y las proteinas
de membrana que no formaron complejos pueden separarse por centrifugacion, por ejemplo, durante 2
horas a 4 °C y a una velocidad de 100 000 g. Las condiciones de centrifugacion dependeran de la
naturaleza de la proteina. Los expertos en la materia sabran como seleccionar las condiciones 6ptimas
de centrifugacion.

Se entendera que dentro del alcance de la presente invencion, pueden efectuarse diversas
modificaciones a las realizaciones que se describen en el presente documento. Por ejemplo, debe
garantizarse que los compuestos de calixareno tengan una solubilidad relativamente buena y se
consideren aceptables para su uso en la extraccion, solubilizacion y estabilizacion de proteinas de
membrana.

Por tanto, la descripcion anterior no debe interpretarse como limitativa, sino simplemente como
ejemplificaciones de realizaciones preferidas. Por ejemplo, para modular la solubilidad y las propiedades
fisico-quimicas de los compuestos de calixareno, los expertos en la materia tendran la capacidad de
modificar la naturaleza de las unidades de sacarido (es decir, monosacarido, por ejemplo, disacéarido de
galactosa, por ejemplo, maltosa) y la multiplicidad de las cabezas polares y/o la longitud de la cadena
alifatica hidréfoba. Los expertos en la materia preveran otras modificaciones dentro del ambito y el
espiritu de las reivindicaciones adjuntas.

3. Ejemplos

La invencion es ilustrada mediante dos ejemplos de compuesto de calixareno los cuales, sin embargo,
no limitan la invencion. El ejemplo 1 se refiere a la preparacion del compuesto de CALX173GALO
especifico con una cadena de heptilo que pertenece a la serie CALXIN3GALO y el ejemplo 2 se refiere
a la preparacion del compuesto de CALX173GLUK con una cadena de heptilo la cual pertenece a la
serie CALX1IN3GLUK.

3.1 Ejemplo 1 (CALX173GALO)

La siguiente sintesis de multiples etapas estan de acuerdo con los esquemas de reaccion 1y 2.

a) Sintesis de 5,11,17,23-Tetra-terc-butil-25,26,27,28-tetrahidroxicalix-[4]-areno (7)

La sintesis del compuesto 7 es realizado como se describe en la referencia de Gutsche CD et al.,
"Calixarenes. 4. The synthesis, characterization, and properties of the calixarenes from p-tert-
butylphenol", 3. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 3782-3792 y las siguientes modificaciones: En un matraz
Erlenmeyer de 5L se calienta a 240 °C una mezcla de 4-terc-butilfenol (500 g, 3,33 mol), solucién
acuosa de formaldehido al 35 % p/v (300 mL, 3,78 mol) y granulos de NaOH (2,4 g, 60 mmol) hasta la
formacion de una espuma de color amarillo. La mezcla es enfriada, después es recuperada y el sélido
es triturado con un mortero para obtener un polvo fino de color amarillo de precursor lineal (540 g). En
un matraz de fondo redondo de dos bocas de 2 L son afiadidos 200 g de precursor lineal y 1 L de difenil
éter. Se adapta un montaje Dean-Stark y se envia un flujo de aire con una bomba, después la mezcla
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es calentada a temperatura de reflujo durante 3 horas. Después, la mezcla de reaccion es enfriada a
temperatura ambiente. La suspension de color marrén oscuro es vertida en 1 L de acetato de etilo y se
deja reposar durante la noche. La suspension es filtrada, aclarada dos veces con AcOEt y después dos
veces con metanol. El solido es secado al aire libre y después mediante vacio a presion reducida. Se
obtienen 120 g de un solido de color blanquecino como complejo de inclusion con una molécula de
AcOEt con un rendimiento del 52 %.

RMN H (500 MHz, CDCI3); d (ppm): 1,2 (s, 12H, tBu), 1,26 (t, 3H, J = 10 Hz, -CHs AcOEt), 2,04 (s, 3H,
CH3CO- AcOEt), 3,5 (d, 4H, J = 15 Hz, puentes -CH3-), 4,12 (c, 2H, J = 5 Hz, -CH2CO- AcOEt), 4,26 (d,
4H, J = 15 Hz, puentes -CH3-), 7,05 (s, 8H, CHar), 10,34 (s, 4H, ArOH).

RMN 13C (500 MHz, CDClz); d (ppm): 31,4 y 32,7 (puentes -CH2-), 34,8 (fBu), 125,8, 127,7, 144,4, 146,6
(CHar). Espectro de masas de ionizacion por electronebulizacion (IEN) para CasHs504 (CHCIs/MeOH 1:1,
HCOOH al 1 %); Calculado: 648,4; Encontrado: m/z = 671,5 [M+Na]*y 693,6 [M+2Na-H]*.

b) Sintesis de 25,26,27,28-Tetrahidroxicalix-[4]-areno (8)

La sintesis del compuesto 8 es realizado como se describe en la referencia de Gutsche, C. D. y Levine,
J. A.: "Calixarenes. 6. Synthesis of a functionalizable calix-[4]-arene in a conformational rigid cone
conformation”, J. Am. Chem. Soc., 1982, 104, 2652-2653 y las siguientes modificaciones: En un reactor
de 6 L se afiaden 3 L de tolueno y 200 g de 5,11,17,23-Tetra-terc-butil-25,26,27,28-tetrahidroxicalix-[4]-
areno 7 (0,27 mol) en complejo de inclusién con AcOEt. La mezcla es agitada con un agitador mecanico
y el sistema es purgado con nitrégeno durante 15 minutos. Una vez que se ha disuelto el producto, se
afiaden 30,6 g de fenol (0,34 mol) y 162,8 g de AICI3 (1,22 mol) en este orden. La solucion se vuelve
rapidamente de color naranja y se forma un material viscoso de color rojo en las paredes del reactor. La
mezcla de reaccién es agitada vigorosamente durante 3 horas. Después, se afiaden 2,5 L de agua
destilada para neutralizar el exceso de AICls. La fase organica es separada y concentrada en un
evaporador rotativo para obtener una solucién heterogénea de color naranja. Después, es afiadido 1 L
de metanol y la solucion es sometida a ultrasonidos durante 1 hora en un bafio ultrasénico. La
suspension es filtrada; el soélido es lavado con MeOH (200 ml, 2 veces) y éter (200 ml). Después, el
sdlido es secado al aire libre y después al vacio a presion reducida para recuperar 105 g de un polvo de
color crema con un rendimiento del 95 %.

RMN *H (500 MHz, CDClIs); & (ppm): 3,55 (s ancho, 4H, puentes -CH:-), 4,26 (s ancho, 4H, puentes -
CHz2-), 6,73 (t, 4H, J = 9 Hz, CHa), 7,06 (d, 8H, J =9 Hz, CHar), 10,2 (s, 4H, ArOH).

RMN 13C (500 MHz, CDCIz); d (ppm): 31,8 (puentes -CH»-), 122,3, 128,3, 128,8, 148,9 (CHa).
Espectro de masas de IEN para C23H2404 (CHCI3/MeOH 1:1, HCOOH al 1 %); Calculado: 424,2;
Encontrado: m/z = 447,0 [M+Na]*.

¢) Sintesis de 5,11,17-tris-[(ciano)metil]-25-heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno (11)

La sintesis del compuesto 11 se realiza como se describe en la referencia de Suwinska, K. et al.,
"Trianionic calix[4]arene monoalkoxy derivatives: synthesis, solid-state structures and self-assembly
properties”, New J. Chem., 2008, 32, 1988-1998 y las siguientes modificaciones: En un matraz de dos
bocas de 250 ml, se disuelven 30 g de 25,26,27,28-Tetrahidroxicalix-[4]-areno 8 (70,7 mmol) con 100 ml
de dimetilformamida (DMF). El sistema es purgado con argon y la solucion es calentada 40 °C. Después
de 15 minutos, se afiaden 6,3 g de NaHCOz (74,24 mmol) en la solucién. La solucidon es agitada
vigorosamente en una corriente de argén. Después de 15 minutos, se afladen 17 mL (106 mmol) de
yodoheptano de una sola vez. Después, la mezcla de reaccidn es calentada a 40 °C sin flujo de argon.
Después de 5 dias, la solucion de color verde es enfriada a temperatura ambiente y es vertida en 1 L
de agua. La fase acuosa turbia es extraida con CH2Clz2 (200 mL, 3 veces). Las fases organicas son
recogidas y lavadas con agua (200 mL, 2 veces) y después 200 mL de salmuera. La fase organica es
secada sobre una solucién de MgSO4 y después la suspension es filtrada y concentrada en un
evaporador rotativo. Se obtiene un residuo de pasta de color amarillo después de secar al vacio
reducido. Se realiza una cromatografia ultrarrapida con una cantidad de silice veinte veces superior a la
del residuo recuperado y un gradiente de elucidn de ciclohexano puro a CH2Clz/ciclohexano (4:6) para
obtener 35 g de un polvo de color blanco que contiene una mezcla de un 5 % p/p de 25,26,27,28-
Tetrahidroxicalix-[4]-areno sin reaccionar, un 80 % p/p de 25-heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno
y un 15 % p/p de 25,27-bisheptiloxi-26,28-bishidroxicalix-[4]-areno. Las proporciones en peso de la
mezcla aislada son definidas mediante un experimento de RMN 'H que ayuda a las integraciones de
singuletes ubicados en el espectro a 10,3, 9,9 y 8,3 ppm que corresponden respectivamente a las
conformaciones de cono de 25,26,27,28-Tetrahidroxicalix-[4]-areno,  25-heptiloxi-26,27,28-
trishidroxicalix-[4]-areno y 5,27-bisheptiloxi-26,28-bishidroxicalix-[4]-areno. Las proporciones en peso
son también calculadas considerando las integraciones de singuletes a 9 y 8,1 ppm que corresponden
respectivamente a las conformaciones 1,2-alternada y 1,3-alternada de 5,27-bisheptiloxi-26,28-
bishidroxicalix-[4]-areno.

En un matraz de dos bocas de 2 L, la mezcla es afiadida, purificada y disuelta en 700 mL de THF. El
sistema es purgado con argén y son afiadidos 115 mL de &cido acético glacial (1,99 mol), 75 mL de
solucién acuosa de dimetilamina al 40 % p/p (0,6 mol) y 56 mL de una solucién acuosa de formaldehido
al 35 % p/p (0,6 mol) en este orden. Se continta burbujeando argdn en la mezcla de reaccion durante
1 horay se agita adicionalmente a temperatura ambiente sin flujo de argén. Después de 5 dias, la mezcla
de reaccion es concentrada en un evaporador rotativo y es afiadida gota a gota 1 L de una solucién
acuosa de Na2COsz al 10 % p/v al residuo de color blanco heterogéneo obtenido. Una vez que es
completada la adicion, se afiaden 500 mL de agua al gel de color blanco formado, después se extrae
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con CH2Cl2 (500 mL, 3 veces). Las fases organicas son recogidas, secadas sobre MgSQOyg, filtradas y la
solucion transparente es concentrada en un evaporador rotativo para proporcionar 44 g de un polvo fino
de color blanco después de secar a presion reducida.

En un matraz de dos bocas de 1L se introduce el residuo de polvo de color blanco que contiene
predominantemente el 5,11,17-tris-[(dimetilamino)metil]-25-heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno,
después se afiaden 430 mL de DMSO. La solucion heterogénea es purgada con argon y calentada a
40 °C. Después, se afiaden gota a gota 10 mL de yodometano (161 mmol) lentamente durante un
periodo de 5 minutos y la solucién es agitada 1 hora a 40 °C. Después de que se completa la
solubilizacién, son afiadidos 15,8 g (322 mmol) de cianuro de sodio a la solucion de color amarillo.
Después, la mezcla de reaccion es calentada en flujo de argén a 80 °C. Después de 48 horas, la mezcla
de reaccion es enfriada a temperatura ambiente y la mezcla de reaccion es vertida en un matraz
Erlenmeyer de 5 L que contiene 2 L de agua helada y 400 mL de una solucién acuosa de HCI 1 N para
neutralizar el exceso de cianuro de sodio. La suspension de color blanco es extraida con CH2Cl2
(500 mL, 3 veces). Las fases organicas son recogidas, lavadas con agua (500 mL, 2 veces) y después
con salmuera (500 mL), después son secadas sobre MgSQyu, filtradas y concentradas en un evaporador
rotativo para proporcionar 33 g de un residuo sélido de color marrén. El residuo sélido es purificado con
una cromatografia ultrarrdpida sobre gel de silice con un gradiente de elucion de AcOEt/ciclohexano de
3:7 a 1:1 para recuperar 21,4 g de un polvo de color amarillo con un rendimiento del 47 %.

RMN *H (500 MHz, CDClz); & (ppm): 0,97 (t, 3H, J = 6,2 Hz, -CHs3), 1,45-1,76 (m, 8H, cadena de -CH>-
heptilo), 2,19-2,26 (m, 2H, -CH2-CH3), 3,5 (dd, 4H, J =6,2 Hz y J = 13,8 Hz, puentes -CHz-), 3,59 (s, 2H,
-CH2CN), 3,6 (s, 4H, -CH2CN), 4,2 (t, 2H, J =7 Hz, OCH2-), 4,28-4,44 (dd, 4H, J = 13,2 Hz y J = 18,6 Hz,
puentes -CH2-), 6,93-7,3 (m, 9H, CHar), 9,5 (s, 2H, ArOH), 9,75 (s, 1H, ArOH).

RMN 13C (CDCls); & (ppm): 14,1 (-CHs), 22,6 (-CH2-CN), 22,8, 25,8, 29,1, 29,9 (cadena de -CH- alquilo),
31,4, 32,0 (puentes -CHz-), 77,5 (ArOCH>-), 118,3 (-C=N), 122,1, 123,2 (Car-CH2-CN), 126,4, 128,3,
128,5, 128,7, 129,4, 129,5, 133,9 (CHar), 149,2, 150,6 (Car-OH), 151,5 (Car-OCHa-).

Espectro de masas de IEN para Ca1H41N304(CHCIs/MeOH 1:1, HCOOH al 1 %); Calculado: 424,2;
Encontrado: m/z = 662,1 [M+Na]*.

d) Sintesis de 5,11,17-tris-[(carboxilato)metil]-25-heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno (12)

La sintesis del compuesto 12 se realiza como se ha descrito en la referencia de Suwinska, K. et al.,
"Trianionic calix[4]arene monoalkoxy derivatives: synthesis, solid-state structures and self-assembly
properties”, New J. Chem., 2008, 32, 1988-1998 y las siguientes modificaciones: En un matraz PFA de
500 mL se introducen 21,4 g de 5,11,17-tris-[(ciano)metil]-25-heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno
11 (33,45 mmol) y son solubilizados con 300 mL de mezcla EtOH/THF (5:1); después se afiaden 120 mL
de una solucion acuosa de KOH 3 M. La mezcla de reaccion es calentada a reflujo con una agitacién
vigorosa. Después de 48 horas, la mezcla de reaccién es enfriada a temperatura ambiente y la solucion
es vertida en un matraz Erlenmeyer de 2 L que contiene 800 mL de una solucién acuosa helada de HCI
1 N. La suspension de color amarillo es extraida con CH2Cl2 (200 mL, 3 veces). Las fases orgénicas son
recogidas, secadas sobre MgSOs, filtradas y concentradas en un evaporador rotativo para recuperar
24,4 g de un polvo de color amarillo. El residuo es purificado mediante cromatografia ultrarrdpida sobre
gel de silice con un gradiente de elucion con AcOH/MeOH/CH:Clz> de 1:2:97 a 1:6:93 para producir
20,4 g de un polvo de color crema después de secar a presion reducida. El residuo es solubilizado con
1L de éter y es lavado con agua (200 mL, 10 veces) para retirar las trazas de acido acético. La fase
orgénica es secada sobre MgSOu, es filtrada y se concentrada en un evaporador rotativo. El residuo es
secado durante la noche en un desecador a presién reducida para recuperar 17,9 g de un polvo de color
blanco con un rendimiento del 77 %.

RMN *H (500 MHz, CDClIz); & (ppm): 0,97 (t, 3H, J = 6,2 Hz, -CH3), 1,43-1,69 (m, 8H, cadena de -CH:-
heptilo), 2,18 (m, 2H, -CH2-CH3), 3,42 (m, 10H, puentes -CH2- y -CH2CO2H), 4,16-4,37 (m, 6H, puentes
OCHz- y -CH2-), 6,89-7,1 (m, 9H, CHar), 9,44 (s, 2H, ArOH), 9,69 (s, 1H, ArOH).

RMN 23C (CDClz); & (ppm): 14,1 (-CHs), 22,7, 25,9, 29,4, 29,9 (cadena de -CH:- alquilo), 31,5, 32,0
(puentes -CHz-), 40,2 (-CH2-CO2zH), 76,7 (ArOCHz2-), 125,4, 126,2 (Ca-CH2-CO2H), 126,5, 128,4, 128,5,
128,8, 129,5, 129,7, 134,0 (CHar), 148,5, 150,1 (Car-OH), 151,5 (Car-OCHz2-), 177,9 (-COzH).

Espectro de masas de IEN para CaiH44010 (CHCIs/MeOH 1:1, HCOOH al 1 %); Calculado: 696,3;
Encontrado: m/z = 719,2 [M+Na]*, 741,2 [M+2Na-H]*, 763,1 [M+3Na-2H]* y 785,0 [M+4Na-3H]*.

e) Sintesis de éster de 25-heptiloxi-26,27,28-trismetoxicalix-[4]-areno-5,11,17-trisacetato de metilo (13)
En un matraz de fondo redondo de dos bocas de 100 mL son introducidos 59 de 5,11,17-tris-
[(carboxilato)metil]-25-heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno 12 (7,18 mmol), después son
disueltos con 50 ml de DMF. El sistema es purgado burbujeando nitrégeno a través de la mezcla de
reaccion y son afladidas pequefas porciones de 2,07 g de hidruro de sodio al 60 % p/p en aceite mineral
(51,7 mmol) durante un periodo de 5 minutos. Después, se afiaden 9,8 ml de yodometano (157,4 mmol)
a la solucién de color amarillo durante un periodo de 10 minutos y la mezcla de reaccion es agitada a
temperatura ambiente en un flujo de nitrégeno. El progreso de la reaccion es controlado mediante CCF
con eluyente AcOEt/ciclohexano (3:7). Después de 16 horas de reaccién, la mezcla de reaccién es
vertida en 500 mL de agua y la fase acuosa es extraida con CH2Cl2 (200 ml, 3 veces). Las fases
organicas son recogidas y lavadas con agua (200 mL, 2 veces) y después con 200 mL de salmuera. La
fase organica es secada sobre MgSOQu, filtrada y concentrada en un evaporador rotativo para recuperar
15,5 g de un liquido de color amarillo. El residuo es purificado mediante cromatografia ultrarrapida sobre
gel de silice con un eluyente AcOEt/ciclohexano (2:8) para proporcionar 3,85 g de un polvo de color
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amarillo con un rendimiento del 75 %.

RMN 1H (500 MHz, CDClz); & (ppm): 0,91 (t, 3H, J = 6,63 Hz, -CH3), 1,25-1,56 (m, 8H, cadena de -CHa-
heptilo), 1,86-1,91 (m, 2H, -CH2-CH3), 3,0 (s, 2H, -CH2-CO2Me), 3,04-3,34 (m, 5H, puentes -CH-), 3,54-
3,73 (m, 22H, 2x -CH2-CO2Me, 3x -CO2CHs, ArO-CH2-, puentes -CH2-, 2x 2x ArO-CHs), 3,87 (s, 3H,
ArO-CHj3), 4,04 (t, J = 15 Hz, 1H), 4,32 (t, J = 15 Hz, 1H, puentes -CHz-), 6,05-6,53 (m, 3H, calixareno
CHar), 6,75-7,33 (m, 6H, calixareno CHar).

RMN 23C (CDClIs); & (ppm): 14,1 (-CHs), 22,7, 26,4, 29,2, 29,3 (cadena de -CH3- alquilo), 30,5 (puentes
-CH3-), 30,7, 31,9 (cadena de -CHz- alquilo), 35,9, 40,6 (-CH2-CO2Me), 40,8 (puentes -CHz-), 51,8, 52,0
(-CO2CH3), 59,5, 60,7 (ArO-CH3), 8 74,2, 75,2 (ArO-CHz>-), 121,5, 126,4 (Car-CH2-), 127,2-137,0 (CHar),
156,0-157,9 (Car-OMe, Car-OCHz-), 172,5, 172,6 (-COz2Me).

Espectro de masas de IEN para Ca7Hs6010 (CHCIs/MeOH 1:1, HCOOH al 1 %); Calculado: 780,4;
Encontrado: m/z = 781,4 [M+H]*, 803,3 [M+Na]* y 819,4 [M+K]*.

f) Sintesis de 5,11,17-tris-(2-hidroxietil)-25-heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno (3)

En un matraz de fondo redondo de dos bocas de 250 mL son introducidas 3,85 g de éster de 25-
heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno-5,11,17-tris-(acetato de etilo) 13 (4,93 mmol), después son
disueltos con 150 ml de THF. El sistema se purga burbujeando nitrégeno a través de la mezcla de
reaccion y se le afiaden pequefias porciones de 681 mg de LiAlH4 (17,94 mmol). La suspension
resultante es agitada a temperatura ambiente en un flujo de nitrégeno. El progreso de la reaccién es
controlado mediante CCF con eluyente AcOEt/ciclohexano (3:7). Después de 2 horas de reaccion, la
mezcla de reaccion es vertida en 200 mL de una solucion helada de HCI 1 Ny la suspension es extraida
con CH2Cl2 (150 mL, 3 veces). Las fases organicas son recogidas, secadas sobre MgSOa, filtradas y
concentradas en un evaporador rotativo para recuperar 4 g de un polvo de color blanco después de
secar a presion reducida. El residuo es purificado mediante cromatografia ultrarrapida en gel de silice
con un gradiente de elucion con AcOEt/ciclohexano de 6:4 a 7:3 para proporcionar 2,63 g de un polvo
de color blanco con un rendimiento del 76 %.

RMN H (500 MHz, CDCls); d (ppm): 0,91 (t, J = 6,2 Hz, 3H), 1,25-1,62 (m, 8H, cadena de -CHz-heptilo),
1,71-2,04 (m, 5H, ArOCH2-CHz-, 3x -CH2-OH), 2,36 (t, J = 15 Hz, 1H, puentes -CH-), 2,52 (t, J = 15 Hz,
1H, puentes -CH>-), 2,68 (s a, 1H, puentes -CH>-), 2,8-2,87 (m, 3H, puentes -CHa-, -CH2-OH), 3,01-3,19
(m, 6H, 2x-CH2-OH, puentes -CHz-), 3,44-3,95 (m, 17H, 3x ArCHz-, 3x ArO-CHs, ArO-CH3-), 3,99-4,08
(m, 1H, puentes -CH2-), 4,35 (d, J = 13,8 Hz, 1H, puentes -CH2-), 6,17 (d, 1H, J = 5 Hz, calixareno CHa),
6,36-6,58 (m, 2H, calixareno CHar), 6,77-7,19 (m, 6H, calixareno CHa).

RMN 3C (CDClIz); & (ppm): 14,1 (-CHs), 22,6, 26,3, 29,3 (cadena de -CH3- alquilo), 30,2, 30,6, 30,8
(puentes -CHz>-), 31,9 (cadena de -CH3- alquilo), 36,2, 36,5 (Ar-CH2-), 38,1, 38,4, 38,7 (puentes -CH>-),
59,0, 59,7, 61,2 (ArO-CHg), 63,4, 63,6, 63,9 (-CH2-OH), 73,2, 74,5 (ArO-CHz-), 122,3 (Car-CH2-), 127,0-
136,8 (CHar), 155,7-156,8 (Ca-OMe, Car-OCHz-).

Espectro de masas de IEN para CasHssO7 (CHCIs/MeOH 1:1, HCOOH al 1 %); calculado: 696,4;
Encontrado: m/z = 697,4 [M+H]* y 719,2 [M+Na]*.

g) Sintesis de 5,11,17-Tris[2-(B-D-galactopiranosiloxi)etil]-25-heptoxi-26,27,28-trismetoxi-calix[4]areno
(CALX173GALO =5)

La sintesis del compuesto de CALX173GALO es realizada mediante un procedimiento de glucosilacion
descrito en la referencia "Dondoni, A. et al, "Synthesis and Properties of O-Glycosyl Calix[4]Arenes
(Calixsugars)", Chem. Eur. J., 1997, 3, 1774-1782 y las siguientes modificaciones: En un matraz de
fondo redondo de 100 mL, son introducidos 372 mg de 5,11,17-Tris-(2-hidroxietil)-25-heptiloxi-26,27,28-
trishidroxicalix-[4]-areno 3 (0,534 mmol) y se destilan azeotropicamente en tolueno (10 mL, 3 veces) en
un evaporador rotativo. De la misma manera, se pesan 2,05 g de 2,3,4,6-tetra-0-benzoil-1-tio-b-D-
galactopiranosido 2 (3,3 mmol) en otro matraz y se destilan azeotrépicamente en tolueno (20 ml, 3
veces) en un evaporador rotativo. Los polvos residuales se secan en un desecador durante la noche.
La cantidad de compuesto seco 2 es dividida en tres fracciones iguales (aproximadamente 685 mg,
1,1 mmol). En un matraz de fondo redondo de dos bocas de 25 mL es introducido el compuesto 3 seco
y el sistema es purgado con argén. El compuesto seco 3 es disuelto con 8 ml de acetonitrilo recién
destilado y son afiadidos tamices moleculares 3A activados mientras se burbujea argon a través de la
suspension. La mezcla de reaccion es agitada durante 15 minutos en una corriente de argon y después
es afiadida una fraccion de compuesto 2. El medio heterogéneo es sometido a ultrasonidos 1 minuto en
un bafio ultrasénico con el flujo de argén. Después de 15 minutos, son afiadidos 401 mg de triflato de
cobre (II) (1,2 mmol) y tamiz molecular 3A. El medio heterogéneo de color verde es sometido a
ultrasonidos durante 1 minuto en un bafio ultrasénico y es continuado el flujo con argén. Cada 15
minutos, sucesivamente son afiadidos 1,1 mmol de 2, 1,1 mmol de triflato de cobre (l) y tamiz molecular
3A, y la mezcla de reaccién es sometida a ultrasonidos durante 1 minuto en un bafio ultrasénico. Esta
operacion se repite dos veces y la reaccion continda a temperatura ambiente en un flujo de argon.
Después de 30 minutos, la reacciéon se completa de acuerdo con el control por CCF con eluyente
AcOEt/ciclohexano (3:7). Después, son afiadidos 10 ml de TEA a la mezcla de reaccion, después la
suspension de color marrén oscuro es filtrada a través de Celite y es lavada varias veces con AcOEt, y
es concentrada en un evaporador rotativo, después es secada al vacio reducido para recuperar 6,28 g
de un residuo de color marrén. El residuo se disuelve con una cantidad minima de AcOEt y se hace
pasar a través de una capa de gel de silice (dxh, 10x5 cm?) y se eluye con AcOEt (150 ml, 3 veces). El
filtrado es concentrado en un evaporador rotativo para proporcionar 3,42 g un residuo de polvo de color
amarillo. El residuo es purificado mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice con un
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gradiente de elucion de AcOEt/ciclohexano de 25:75 a 3:7 y produce 729 mg de un polvo de color
amarillo. El residuo se purifica mediante cromatografia de exclusion por tamafio en Sephadex LH-20
con una mezcla de MeOH/CH2Cl2 (1:1) para proporcionar 341 mg de un polvo de color amarillo. El polvo
es disuelto en 10 mL de una mezcla de disolventes destilados MeOH/CH2Cl> (1:1). La mezcla de
reaccion es purgada con argén y afiadida una cantidad catalitica de metéxido de sodio para obtener un
pH de 10-12 en la mezcla de reaccioén. La reaccion es controlada mediante CCF con un eluyente
AcOEt/iPrOH/H20 (5:3:2). Después de 20 h, el medio es neutralizado con Amberlite IR-120 (H+) y
después la solucion de color rosa es filtrada y concentrada en un evaporador rotativo. El residuo es
purificado mediante cromatografia de exclusion por tamafio en Sephadex LH-20 con una mezcla de
MeOH/CH:Cl2 (1:1). El residuo purificado es disuelto en 5 mL de agua MilliQ® y la muestra congelada
es liofilizada. Después de 4 dias es liofilizacion, se recuperan 123 mg de un polvo de color marrén claro
(0,104 mmol) con un rendimiento del 20 %.

Espectro de masas por espectrometria de masas de desorcién-ionizacion por laser asistida por matriz/
tiempo de vuelo (MALDI/TOF) para Ces2HssO22 (matriz DTCB + Nal): Calculado: 1182,6; Encontrado: m/z
=1206,7 [M+Na]*.

3.2 Ejemplo 2 (CALX173GLUK)

La siguiente sintesis de multiples etapas esta de acuerdo con la reaccion del esquema 3.

a) Sintesis de 5,11,17-tris-(2-azidoetil)-25-heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno (16)

La sintesis del compuesto 16 es realizado como el procedimiento de Mitsunobu descrito en la
Publicacién de Dondoni, A. y Marra, A: "C-Glycoside Clustering on Calix[4]arene, Adamantane, and
Benzene Scaffolds through 1,2,3-Triazole Linkers", The Journal of Organic Chemistry, 2006, 71, 7546-
7557 y las siguientes modificaciones: En un matraz de fondo redondo de 50 mL con dos bocas son
introducidos 3,19 de 5,11,17-tris-(2-hidroxietil)-25-heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno 3
(4,45 mmol) y son disueltos con 20 mL de DMF. El sistema es purgado burbujeando nitrégeno a través
de la mezcla de reaccion, después se afiaden 1,78 g de azida de sodio (27,4 mmol), 6 mL de
difenilfosforilazida (26,5 mmol) y 2 mL de 1,8-diazabiciclo-[5.4.0]-undec-7-eno (13,4 mmol). La mezcla
de reaccion es agitada vigorosamente a 120 °C en un flujo de nitrégeno durante 22 horas. El progreso
de la reaccion es controlada mediante CCF con eluyente AcOEt/ciclohexano (7:3). La reaccion de color
marrén es enfriada a temperatura ambiente y después la mezcla es vertida en 200 mL de agua helada.
La mezcla de reaccion es extraida con CH2Cl2 (100 mL, 3 veces). Las fases orgénicas son recogidas,
lavadas con H20 (100 mL, 2 veces) y salmuera (100 mL), secadas sobre MgSOs, filtradas y
concentradas en un evaporador rotativo para recuperar un liquido de color marrén después de secar a
presion reducida. El residuo es purificado mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice con un
eluyente AcOEt/ciclohexano 5:95 para proporcionar 2,73 g de un aceite incoloro con un rendimiento del
80 %.

RMN *H (500 MHz, CDClIz); & (ppm): 0,92 (t, J = 6,4 Hz, 3H, -CH3), 1,12-1,72 (m, 8H, cadena de -CH:-
heptilo), 1,87-1,90 (m, 2H, ArOCH2-CH>-), 2,29 (t, J = 10 Hz, 1H, puentes -CHz-), 2,42-2,61 (m, 1H,
puentes -CH-), 2,79 (t, J = 10 Hz, 1H, puentes -CH>-), 2,83-3,21 (m, 9H, 3x -CH2-N3s, puentes -CHa-),
3,46-3,94 (m, 17H, 3x ArO-CHs, ArO-CH>-, 3x Ar-CH>-), 4,05 (d, J = 10 Hz, 1H, puentes -CH>-), 4,28-4,4
(m, 1H, puentes -CH3-), 6,02-6,56 (m, 3H, calixareno CHar), 6,72-7,18 (m, 6H, calixareno CHar).

RMN %3C (CDClIz); & (ppm): 14,1 (-CHs), 22,6, 26,3, 29,3 (cadena de -CH:- alquilo), 30,5, 30,6, 30,8
(puentes -CHz>-), 31,9 (cadena de -CH3- alquilo), 34,2, 34,4, 34,7 (puentes -CHz>-), 35,8, 36,0 (Ar-CH>-),
52,8, 52,9, 53,0 (-CH2-Ns), 58,9, 59,6 (puentes -CHz-), 60,8, 61,0, 62,4 (ArO-CHs), 74,2, 75,3 (ArO-CHz-
), 121,6, 121,9 (Car-CH2-), 127,2-137,0 (CHar), 155,9-157,7 (Ca-OMe, CA-OCHz-).

Espectro de masas de IEN para Ca4HssNgO4 (CHCI3/MeOH 1:1, HCOOH al 1 %); Calculado: 771,4;
Observado: m/z = 794,5 [M+Na]*.

b) Sintesis de 5,11,17-Tris{2-[4-(B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-etil}-25-heptoxi-26,27,28-
trismetoxicalix[4]areno (CAL173GLUK = 18)

La sintesis del compuesto de CALX173GLUK es realizado como el procedimiento CUAAC descrito en
la publicacion de Dotrdoni, A. y Marra, A: "C-Glycoside Clustering on Calix[4]arene, Adamantane, and
Benzene Scaffolds through 1,2,3-Triazole Linkers", The Journal of Organic Chemistry, 2006, 71, 7546-
7557 y las siguientes modificaciones: En un fondo redondo de 100 mL son introducidos 2,73 g de
5,11,17-tris-(2-azidoetil)-25-heptiloxi-26,27,28-trishidroxicalix-[4]-areno 16 (3,54 mmol) y son disueltos
con 50 mL de DMF anhidro. El sistema es purgado burbujeando nitrégeno a través de la mezcla de
reaccion y son afiadidos tamices moleculares 4A activados. Después, la suspension es agitado 5
minutos en un flujo de argdn, después son afadidos 6,13 g de propargil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
glucopiranosa 15 (15,87 mmol), 4,8 mL de DIEA destilada (27,56 mmol) y 498 mg de Cul (2,61 mmol)
en este orden. La mezcla de reaccion es sometida a ultrasonidos durante un minuto. La mezcla de
reaccion es protegida de la luz y es agitada a temperatura ambiente en un flujo de argén. El progreso
de la reaccion es controlado mediante CCF con el eluyente AcOEt/ciclohexano (5:95). Después de 24 h,
la suspensién de color naranja se filtra a través de Celite y es lavada con AcOEt (100 mL, 3 veces). El
filtrado es lavado con agua destilada (500 mL), una solucién de fosfato de sodio 1 M pH 7 (100 mL, 2
veces) y salmuera (100 mL). La fase organica es secada sobre MgSOs, filtrada y concentrada en un
evaporador rotativo para recuperar 9,27 g de un polvo de color marrén después de secar a presion
reducida. El residuo es purificado mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice con una elucion
en gradiente de AcOEt/ciclohexano de 95:5 a AcOEt puro y es obtenido 6,76 g de un polvo de color
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amarillo. El residuo es purificado mediante cromatografia de exclusion por tamafio en Sephadex LH-20
con una mezcla de MeOH/CH2Cl2 (1:1) para proporcionar 5,35 g de un polvo de color marrén claro. El
residuo es disuelto en 50 mL de MeOH recién destilado. La mezcla de reaccién es purgada con argén
y se le aflade una cantidad catalitica de metdxido de sodio para obtener un pH de 10-12 en la mezcla
de reaccion. La reaccién se es controlada mediante CCF con un eluyente AcCOEt/MeOH/H20 (7:2:1).
Después de 16 h, el medio es neutralizado con Amberlite IR-120 (H+), la solucién de color amarillo es
filtrada y concentrada en un evaporador rotativo para recuperar 4,73 g de un polvo de color amarillo
después de secar a presion reducida. El residuo es purificado mediante cromatografia de exclusion por
tamafio en Sephadex LH-20 con una mezcla de MeOH/CH2Cl2 (1:1) para proporcionar 4,64 g de un
polvo de color marrén claro. El residuo es disuelto en 60 mL de agua MilliQ® y la muestra congelada es
liofilizada. Después de 4 dias de liofilizacion, se recuperan 3,61 g de un polvo de color blanco
(2,53 mmol) con un rendimiento del 71 %. Espectro de masas MALDI/TOF para C71HosNoO22 (matriz
DTCB + Nal); Calculado: 1426,6; Encontrado: m/z = 1448,1 [M+Na]* y [M+K] 1464,7.
3.3 Propiedades de CALX173GALO y CALX173GLUK
a) Propiedades tensioactivas de CALX173GALO y CALX173GLUK
Como muestra la Figura 2, CALX173GALO y CAL173GLUK se comportan como detergentes con una
Concentracion Micelar Critica (CMC) la cual puede variar de 0,02 mM a 0,15 mM. Se entiende que la
Concentracion Micelar Critica (CMC) significa la concentracion mas alla de la cual la concentracién de
las moléculas de detergente ya no aumenta puesto que dichas moléculas estan implicadas en las
micelas.
b) Tamafio de los agregados (Figuras 3a y 3b)
Las Figuras 3a y 3b muestran el estado de agregacion de CALX173GALO y CALX173GLUK. Como se
ilustra, todos los sistemas observados forman agregados del tipo micelar.
dparticulas (CALX173GALO) =5,46 nm
dparticulas (CALX173GLUK) = 5,53 nm
¢) Mediciones de fluorescencia
Se registraron espectros de emision de fluorescencia de compuestos de calixareno sintetizados que
contenian 20 uM de pireno usando una longitud de onda de excitacion de 335 nm y las intensidades 11
e 13 se midieron a las longitudes de onda que correspondian a las bandas vibratorias primera y tercera
ubicadas cerca de 373 y 384 nm. La relacion 11/13 es la denominada relacion 1:3 de pireno.
d) Capacidad de Solubilizacién de Membranas Biol6gicas de CALX173GALO y CALX173GLUK
- Ensayo de solubilidad de proteina de interés: Adenosina Aza.
El contenido de proteina se ajusté a 20 mg/ml (Tris-Cl 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, glicerol al 10 %).
La solubilizacion es efectuada a 4 °C. Las fracciones proteinicas solubilizadas o no solubilizadas son
separadas mediante una etapa de centrifugacion de 100 000 g durante 1 hora a 4 °C.
Las Figuras 4a) y 4b) muestran el ensayo de solubilizacion de proteinas de membrana enriquecidas en
proteina de adenosina Aza con calixarenos CALX173GALO (Transferencia Western "C") y
CALX173GLUK (Transferencia Western "D" y "E") de la presente invencion, y también detergentes
conocidos, por ejemplo, n-dodecil-B-D-maltopiranésido (denominado DDM, Transferencia Western "A")
y sal de sodio de 25-heptiloxi-26,27,28-tris(hidroxil)calix-[4]-areno-5,11,17-tris(acido acético)
(denominada en el presente documento "CALX173ACE", Transferencia Western "B").
La solubilidad de la proteina de adenosina Aza es parcial con DDM, CALX173GALO y CALX173ACE a
20 CMC y no existe con CALX173GLUK a 8 CMC. Parece que la solubilizacién de la proteina Aza es
mejor con CALX173GALO que los compuestos de referencia, es decir, DDM y CALX173ACE
(aproximadamente el 20 %). El uso de CALX173GLUK a 20 CMC potencia la solubilizacién de la
proteina Aza.
- Ensayo de estabilidad de la proteina de interés: Proteina bacteriorrodopsina (bR).
El estudio de estabilizacion de la proteina bR fue realizado durante varios meses, a temperatura
ambiente y a 37 °C, con siete condiciones de estabilizacion para la proteina bR mediante el uso de
diferentes estabilizadores anfifilos que han demostrado su interés en la bibliografia; La Figura 5 muestra
el efecto de la estabilizacion de la proteina de membrana bR a lo largo del tiempo a temperatura
ambiente y después a 37°C en diversas condiciones de detergente: Octil glucosido (OG),
CALX173ACE, CALX173GALO, CALX173GLUK, Amphipol A8-35, Anfifilico facial FA-3 y Maltosa-
Neopentil Glicol (MNG). El control de la conformacion de la proteina mediante la medicion caracteristica
de la absorbancia a 550 nm muestra que después de 1 mes y medio de exposicion de la proteina a
37 °C en la oscuridad (véase la Figura 5):
. CALX173GLUK mantiene la proteina bR en solucién en una forma conformacional no
agregada a con una absorbancia alta de 0,75;
. los estabilizadores CALX173GALO, A8-35 y MNG-12 tienen un valor de absorbancia
de aproximadamente 0,4;
. la estabilidad de la proteina bR es inexistente mediante el uso de los estabilizadores
OG Yy FA-3.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de calixareno de acuerdo con la formula (1):

(CHoFL{CH - X—R,
R ¥1

{CHy-LCH X —R,
oo ()

en la que:

- R1 representa un grupo alquilo Ca-16) lineal o ramificado;

- Rz representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo;

- Rs es idéntico al grupo R1 0 Ry;

- R4 representa un residuo de sacarido, en el que los grupos hidroxilo no estan protegidos;
- Rs es idéntico a R4 0 esta ausente;

- L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcién 1,2,3-triazol,
funcién amida, funcién tiourea o esta ausente;

- Z esidéntico a L o esta ausente;

-0 =x1 =3, en el que x1 €s un nimero entero;

-0<y1 <3, en el que y1 es un nimero entero;

- X2 es idéntico a x1 o igual a 0;

- y2 es idéntico a y1 o igual a O;

- X =0, S o esta ausente;

- 'Y es idéntico a X o esta ausente.

2. Compuesto de calixareno de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque:

- R1 representa un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

- Rz representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo;

- Rs es idéntico al grupo R1 0 Ry;

- R4 representa un residuo de sacarido, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos, el
cual es seleccionado entre el grupo de monosacaridos o disacaridos, y preferiblemente es
seleccionado entre el grupo que consiste en glucosilo, manosilo, galactosilo, maltosilo,
lactosilo;

- Rs es idéntico a R4 0 est4 ausente;

- L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcién 1,2,3-triazol,
funcién amida, funcion tiourea o esta ausente;

- Z es idéntico a L o esta ausente;

-0 < X1 =<3, en el que x1 €s un nimero entero;

-0=<y1 <3, en el que y1 es un nimero entero;

- X2 es idéntico a x1 o igual a O;

- y2 es idéntico a y1 o igual a 0;

- X =0, S o esta ausente;

- 'Y es idéntico a X o esta ausente.

3. Compuesto de calixareno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizado

porque:

- R1 representa un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

- R2, Rs representan un atomo de hidrégeno o un grupo metilo;

- R4, Rs representan un residuo de sacérido, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos,
gue se selecciona entre el grupo que consiste en glucosilo, manosilo, galactosilo, maltosilo,
lactosilo;
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- L, Z son un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcién 1,2,3-
triazol, funcion amida, funcién tiourea o esta ausente;

-0 <x1,2 =3, en el que x1,2 SON un nimero entero;

-0<y12<3, en el que y12 son un numero entero;

- X representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o esta ausente;

- Y es idéntico a X o esta ausente.

4. Compuesto de calixareno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado
porque:
- R1 corresponde a un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;
- Rz, R3 son metilo;
- R4, Rs representan un residuo de sacérido, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos,
gue se selecciona entre el grupo que consiste en glucosilo, manosilo, galactosilo, maltosilo,
lactosilo;
- L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcion 1,2,3-triazol,
funcion amida, funcion tiourea o esta ausente;
- Z es idéntico a L o esta ausente;
-0 <x1,2 < 3, en el que x1,2 son un nimero entero;
-0<=y12<3, en el que y12 son un numero entero;
- X representa un atomo de oxigeno, un atomo de azufre o esta ausente;
- 'Y es idéntico a X o esta ausente.

5. Compuesto de calixareno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado
porque

- R1 corresponde a un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

- R2, Rz son metilo;

- R4, Rs representan un grupo galactosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;

- L, Z estan ausentes;

-0 = x12 < 3, en el que x1,2 Son un nimero entero;

-0 <y12<3, en el que y1,2 Son un nimero entero;

- X representa un atomo de oxigeno, un &tomo de azufre o esta ausente;

- 'Y es idéntico a X o esta ausente.

6. Compuesto de calixareno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado
porque:

- R1 corresponde a un grupo alquilo C-1e) lineal o ramificado;

- R2, Rz son metilo;

- R4, Rs representan un grupo glucosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;

- L, Z son una funcién 1,2,3-triazol;

-0 < X1,2 =3, en el que x1,2 SON un niMero entero;

-0=y12< 3, en el que y1,2 SOn un numero entero;

- X representa un 4tomo de oxigeno, un &tomo de azufre o esté ausente;

- 'Y es idéntico a X o esta ausente.

7. Compuesto de calixareno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizado
porque:

R1, Rs corresponden a un grupo alquilo Cq.16) lineal o ramificado;

- Rz representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo;

- R4 representa un grupo maltosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;

- Rs est4 ausente;

- L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcion 1,2,3-triazol,

funcién amida, funcion tiourea o esta ausente;

- Z esta ausente;

-0 < X1 =<3, en el que x1 €s un nimero entero;

-0 <y1 <3, en el que y1 es un nimero entero;

- X2 e y2sonigualesa0

- X =0, S o esta ausente;

- 'Y esté ausente.

8. Compuesto de calixareno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 7,
caracterizado porque:

- R1, R3 corresponden a un grupo alquilo C-16) lineal o ramificado;

- Rz representa un metilo;

- R4 representa un grupo maltosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estan protegidos;

- Rs est ausente;

- L es un enlazador, el cual es seleccionado entre el grupo que consiste en funcién 1,2,3-triazol,

funcién amida, funcion tiourea o esta ausente;
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- Z esta ausente;

-0 <x1 =3, en el que x1 €s un nimero entero;
-0 <y1 <3, en el que y1 es un nimero entero;
- X2 € y2 soniguales a0

- X =0, S o esta ausente;

- 'Y esta ausente.

9. Compuesto de calixareno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 7 u 8,
caracterizado porque:

- R1, Rs corresponden a un grupo alquilo C1-16) lineal o ramificado;

- Rz representa un metilo;

- R4 representa un grupo maltosilo, en el cual los grupos hidroxilo no estén protegidos;

- Rs esta ausente;

- L es una funcién 1,2,3-triazol;

- Z esta ausente;

-0 =< x1 =3, en el que x1 es un nimero entero;

-0 <y1 <3, en el que y1 es un nimero entero;

- X2 e y2 soniguales a0

- X =0, S o esta ausente;

- 'Y esté ausente.

10. Un método para extraer, solubilizar y/o estabilizar selectivamente proteinas de membrana, que
comprende una etapa que consiste en poner en contacto granulos de membrana que contienen una o
mas proteinas de membrana que se han de extraer con una solucidn acuosa que contiene al menos un
compuesto de calixareno de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 9, seleccionandose dicha proteina de
membrana preferiblemente entre el grupo que comprende: (a) las proteinas de transporte,
preferentemente el transportador de flujo de salida de mdltiples farmacos seleccionado entre el grupo
gue comprende la proteina de resistencia a Acridina B (AcrB) y una bomba de protones del grupo que
comprende la bacteriorrodopsina (bR ); (b) los canales i6nicos, preferiblemente un canal de protones
M2 seleccionado entre el grupo que comprende la proteina de matriz 2 del virus de la gripe (M2); o (c)
receptores acoplados a proteina G (RAPG), preferiblemente receptor de adenosina Aza; o (d) enzimas;
o (e) glucoproteinas.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la etapa de poner en contacto granulos de
membrana que contienen una o0 mas proteinas de membrana que se han de extraer con una solucién
acuosa que contiene al menos un calixareno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 se
efectlia a un pH que varia de 6 a 9 y/o a una temperatura que varia de 4 a 25 °C.

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11, en el que la etapa de poner
en contacto granulos de membrana que contienen una o0 méas proteinas de membrana que se han de
extraer con una solucién acuosa que contiene al menos un calixareno de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 es realizada a una concentracion de calixareno que varia de 106 a 103 M.

13. Un método para solubilizar y/o estabilizar una proteina de membrana, poniendo en contacto granulos
de membrana que contienen una o més proteinas de membrana que se han de extraer con una solucién
acuosa que contiene al menos un calixareno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, y
opcionalmente calentando la proteina de membrana y los granulos de membrana, formando de este
modo una proteina de membrana solubilizada o estabilizada, y preferiblemente un método en el que se
usa el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12.

14. Un método para estabilizar una proteina de membrana, poniendo en contacto proteinas de
membrana solubilizadas o purificadas en soluciéon con una solucién acuosa que contiene al menos un
calixareno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, formando de este modo una proteina
de membrana estabilizada.

15. Un método para producir una solucion de proteinas de membrana que comprende la extraccion de
proteinas de membrana con al menos un compuesto de calixareno de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 y la separacion de dichas proteinas de membrana extraidas con dichos
calixarenos, preferiblemente por centrifugacion.
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Figura 1a) Figura 1b)

R=-C;Hi5,z2=1-2

Figura 1c)

Figura 1e)

R=-C/Hy5;2=1-2
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