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RESUMEN

En este trabajo de tesis se abordo el problema del disefio y sintesis en fase solida
peptidomimeticos con posible aplicacion a la terapia de la enfermedad de Alzheimer.

Se escogieron los azapeptidos y como candidatos para ser los miméticos del
pentapeptido Ac-L-P-F-F-D-NH,, el cual se ha reportado con buena actividad biologica
como inhibidor de agregacién del péptido beta amiloide (Ap),

Teniendo en cuenta los dos principales puntos de ruptura como lo indicaron
ensayos de hidr¢lisis enzimatica del compuesto de referencia (Ac-L-P-F-F-D-NH,), se
propuso la sintesis de las siguientes moléculas Ac-L-P*-F-F-D-NH,, Ac-L-P-FA-F-D-
NH; y Ac-L-PA-FA-F-D-NH, (El superindice “A” sobre el simbolo de un aminoacido
indica que se trata de un azaaminoacido).

La sintesis de las moléculas propuestas requirié del desarrollo de una nueva
metodologia sintética la cual fue patentada y el autor del presente trabajo es el inventor
principal. Esta nueva metodologia permite reemplazar ya sea parcial o totalmente
atomos de carbono-o, del esqueleto carbonado por 4tomos de nitrégeno, para obtener
azapeptidos o azétidos respectivamente. Los ensayos biolégicos in vitro mostraron que
los compuestos eran activos como inhibidores de agregacion de AB vy que sus
estabilidades frente a hidrélisis enzimatica (En plasma sanguineo y en homogenizado de

cerebro de rata) habia aumentado notoriamente.




SUMMARY

In this thesis the problem of design and solid-phase synthesis of
peptidomimetics with possible application to the treatment of Alzheimer’s disease was

tackled

Azapeptides were chosen as candidates to mimic the pentapeptide Ac-L-P-F-F-D-NH,,
since the latter has been reported as good beta amiloid (AB) peptide aggregation
inhibitor.

Taking into account the main points of cleavage as indicated by the products of
enzymatic degradation of the reference compound, the following molecules were
proposed: Ac-L—PA-F-F—D-NHz, Ac-L-P-FA-F-D-NH, and Ac-L-PA-FA-F-D-NH, (the
superscript “A” on an aminoacid symbol means that this is an azaaminoacid).

The synthesis of the proposed molecules required the development of a new synthetic
methodology which was patented and of which the author is the main inventor. This
new methodology allows the o-carbon atoms in the backbone of a peptide to be
replaced by nitrog_ene atoms either partially or totally in order to get azapeptides or
azatides respectively. The in vitro biological assays showed that the compounds were
active as A} aggregation inhibitors and their stabilities against enzymatic hydrolysis (in

blood plasma and in rat brain homogenate) were strongly increased.




1 INTRODUCCION

1.1 QUE ES LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER |

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden progresivo del cerebro que causz la
pérdida de memoria y cambios en el comportamiento y la personalidad. Esta
enfermedad es la causa mas comtin de demencia en el adulto mayor, estimandose que el
10% de la poblacion mundial que sobrepasa los 65 afios padece demencia senil
ocasionada por la misma."? Esta cifra se incrementa paulatinamente con la edad,
alcanzando un valor cercano al 50% para la poblacién mundial mayor de 85 afios.

En la Figura: 1 se puede observar que en tan sélo 25 afios, 34 millones de personas
padecerdn demencia. Esta cifra gana importancia cuando se coloca dentro del contexto
del incremento de la expectativa de vida y del envejecimiento debido principalmente a
al mejoramiento de la nutricién infantil y la curacién de enfermedades infecciosas de la
poblacién en los paises en desarrollo. Hoy en dia el 66% de las personas con demencia
viven en los paises en desarrollo pero para el 2025 este porcentaje se incrementara al

75%. Mas de la mitad de estas personas padecen la EA.




Figura:
2025°,

Miillones con demencia

PFaises Paises o5 vias
desarroflades cle desarrollo

ORI, 7 S

23

o —

Estimacion dal crecimiento de niimero de
personas con demencia para los anos 2000 - 2025
Fataldo todos los patsos:

e e —

1 Estimacién del niimero de personas con demencia para los afios 2000-




Alois Alzheimer* fue el primero en observar cambios neuronales en los pacientes con la
afeccion que posteriormente recibié su nombre. El rasgo mas importante que encontré
fue la muerte neuronal en regiones especificas del cerebro acompaiiada de la presencia
de depésitos anormales de naturaleza proteica tanto intra como extracelularmente. La
EA se presenta preferentemente (90%) en la forma conocida como esporadica, vale
decir que los pacientes no tienen antecedentes familiares de la enfermedad y al parecer
no hay una modificacién del material genético que sea responsable de su manifestacion.
Por su parte, la forma hereditaria se presenta aproximadamente en un 10% de los casos,
se manifiesta a edades mds tempranas que la EA esporadica y los sintomas clinicos son

mas severos. La edad es el factor de riesgo mds importante para desarrollar la EA.

1.2 CUADRO CLiNICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Una caracteristica patoldgica de la EA es la pérdida progresiva de la funcién cognitiva
que aparece tanto esporddicamente como heredada genéticamente. Esta se manifiesta
inicialmente como una pérdida progresiva de la memoria de corto alcance, vale decir las
personas olvidan cosas que han vivido recientemente. Por otra parte la personalidad y
el cardcter tienden a modificarse, los pacientes suelen ponerse irritables presentando una
gran agitacién, tendiendo a discutir y cuestionar todo y descuidando su apariencia
externa. A medida que la enfermedad avanza, los pacientes presentan problemas a nivel
de la memoria de larga duracién y el pensamiento abstracto. En las etapas mas

avanzadas de la enfermedad los pacientes se vuelven confusos y pierden su orientacién




en el tiempo y el espacio, perdiendo nocién de la fecha en que se encuentran y el lugar
donde viven, asf como el reconocimiento de familiares, etc. Las personas dejan de
conversar, presentan cambios frecuentes en su estado animico, sufren de incontinencia
urinaria y fecal y en casos extremos se vuelven incapaces de cuidarse por si mismas,
terminando en la postracién extrema. Mas exactamente el cuadro clinico de la EA se

puede dividir en las tres etapas que a continuacién se describen.

1.2.1 ETAPA TEMPRANA

Esta primera etapa muchas veces es catalogada de forma incorrecta por profesionales,
familiares y amigos como vejez o como un rasgo normal del proceso de envejecimiento.
Por ser una enfermedad gradual es dificil de precisar el momento exacto de su
comienzo. La persona puede:

Tener dificultades con el lenguaje

Tener pérdida de memoria significativa, especialmente reciente

Estar desorientada en el tiempo

Perderse en lugares conocidos

Tener dificultad en tomar decisiones

Carecer de iniciativa y motivacién

Manifestar sefiales de depresién y agresion

Dormir mal o con el ciclo del suefio cambiado

Perder el interés por ciertas actividades y entretenimientos




1.2.2 ETAPA INTERMEDIA

A medida que avanza la enfermedad los problemas se van haciendo mds evidentes y
restrictivos.

La persona tiene dificultad en la vida cotidiana y puede tornarse muy olvidadiza
especialmente acerca de episodios recientes y nombres de personas

Es incapaz de vivir sola sin problemas

No puede cocinar, limpiar o salir de compras

Puede tornarse extremadamente dependiente

Necesita ayuda para su higiene personal, ir al bafio, lavarse y vestirse

Tiene una acentuada dificultad con el habla, comienza a deambular y muestra otros
comportamientos anormales

Se pierde en la casa y en el barrio

Puede tener alucinaciones

1.2.3 ETAPA TARDIA

Esta etapa es de total dependencia e inactividad, los problemas de memoria son muy
serios y se hace més notable el deterioro fisico. La persona puede:

Tener dificultades al comer

No reconocer a familiares, amigos y objetos conocidos

Tener dificultad en entender e interpretar situaciones

Perderse dentro de su propia casa




Tener dificultades al caminar
Tener incontinencia urinaria y fecal
Comportarse de forma inapropiada en puiblico

Permanecer en silla de ruedas o postrada en cama

1.3 DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Es de suma importancia realizar un diagnéstico precoz. Hay muchos sintomas que
pueden confundirse con un cuadro demencial, sin llegar a serlo. Sélo con un estudio
exhaustivo, minucioso e interdisciplinario, se puede arribar al diagndstico probable de
EA. También es fundamental realizar un buen interrogatorio al familiar mas cercano,
juntamente con estudios de laboratorio, examen fisico y neurolégico completos, tests
neuropsicolégicos, electroencefalogramas e imdgenes (tomografias por Resonancia
Magnética Nuclear, mapeo cerebral), etc.

El diagnéstico de la EA se realiza habitualmente evaluando el cuadro clinico y
descartando otras causas de demencia. De esta forma se tiene un 80 a 90% de
probabilidad de efectuar un diagnéstico adecuado, el cual sélo se confirma mediante ¢l
estudio neuropatolégico del cerebro una vez que el paciente ha fallecido. Una manera
en que se podria tener certeza de un diagnéstico en vida podria ser a través de la biopsia
cercbral, procedimiento que, en general, no se realiza, por los riesgos que involucra. En
los ultimos afios se ha intentado contribuir al diagndstico mediante el uso de diversas
técnicas que permiten obtener imégenes del cerebro y también a través de la

identificacion de marcadores bioquimicos (es decir sustancias que se encuentren




alteradas en sus niveles en los pacientes) en liquidos biolégicos como el plasma o el
liquido cefalorraquideo. Sin embargo, hasta ahora estos métodos solo ayudan en parte a
descartar otras causas de demencia y el diagnéstico se basa fundamentalmente en la

evaluacion clinica.

1.4 LA TERAPIA DE LA ENFERMEDAD

Uno de los sintomas a tratar en la etapa temprana de la enfermedad es la dificultad para
conciliar el suefio, para lo cual se recurre el uso de hipnéticos. Cuando hay demencia,
las pastillas para dormir se usan principalmente cuando la persona ha tomado el habito
de ir a dormir en horarios inusuales, o tiene el “suefio cambiado™ (est4 levantada durante
la noche y duerme durante el dia). La mayoria de los hipnéticos actiian a corto plazo y
son buenos para inducir el suefio, pero no necesariamente mantendran al individuo
dormido durante toda la noche. Entre las drogas mas cominmente empleadas figuran:

Zopiclona (Zimovane, Imovane), Zolpidem (Stillnoct, Nocte), Temazepam (Restoril)

ver Figura: 2
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Figura: 2 Zopiclona, Zolpidem, Temazepam.




Otros compuestos pueden retardar el progreso de la enfermedad en algunos casos. La
investigacién continta identificando tratamientos que pueden demorar la aparicién de
los sintomas de la EA y se busca activamente medicamentos que puedan aliviar la
patologia subyacente. Las estrategias terapéuticas pueden ser clasificadas en los

siguientes tipos:

1.4.1 TERAPIAS COLINERGICAS

Un problema central en la EA es el deterioro del sistema colinérgico central®, Los
mejoradores de la funcién colinérgica: galantamina, tacrina, fisostigmina, rivastigmina,
y donepezilo (ver Figura: 3) basan su efecto terapéutico en la inhibicién de la
acetilcolinesterasa, a excepcion de la galantamina la cual presenta un efecto dual no

A

solo como inhibidor de la acetilcolinesterasa sino también como modulador sindptico

(pre y post) en receptores nicotinicos®”.

Esta particulal-:idad de la galantamina que es
uno de los pocos medicamentos aprobados por la FDA en el tratamiento de la EA podria
abrir la puerta al estudio de otros sistemas (glutamatérgico, serotoninérgico por
ejemplo) como base para el desarrollo de nuevos farmacos.

La galantamina, la fisostigmina, la rivastigmina y el donepezilo son los
medicamentos ms utilizados pues producen una mejora, aunque leve y transitoria, en la
pérdida de memoria y en el tratamiento de la demencia. Sin embargo, ninguna de estas
drogas constituye un éxito rotundo en la terapia de la EA® debido a que no afectan de

manera importante la patogénesis y patofisiologia de la enfermedad que atin estin en

discusion’.
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Figura: 3 Galantamina, Tacrina, Fisostigmina, Rivastigmina y Donepezilo.

La accién de estas drogas est4 dirigida a estimular las neuronas colinérgicas que todavia
sobreviven en el cerebro, manteniendo durante més tiempo la acetilcolina liberada en
las sinapsis al inhibir su degradacion. Los ensayos clinicos'®'"'? han demostrado que
esto mejora o estabiliza la funcién cognitiva y el funcionamiento general en las
actividades de la vida diaria en algunas personas. Hay tres sintomas de comportamiento
bien documentados que pueden ser tratados positivamente con estos farmacos, a saber:
la apatia®, la agitacion' y los sintomas psicéticos’ (especialmente alucinaciones

visuales). Esta respuesta s6lo dura mientras atn quedan suficientes neuronas viables

i1




que siguen produciendo acetilcolina, de modo que a medida que la enfermedad
progresa, estos medicamentos pierden su efectividad. Varios inhibidores de
acetilcolinesterasa han demostrado ser faciles de tomar, generalmente en una o dos
dosis diarias y son seguras en tratamientos prolongados. Los efectos colaterales son
relativamente pocos (algunas niuseas y sintomas gastrointestinales).

Otra estrategia que se ha considerado es el uso de agonistas muscarinicos que
han mostrado que pueden aumentar el clearance de AP de fluidos cerebroespinales. Por
ejemplo la Cevimelina'®, un firmaco utilizado en el tratamiento de la xerostomia
(sequedad de la boca) asociada a la enfermedad de Sjegren o la Talsaclidina’.
Desafortunadamente la talsaclidina no pasé de la fase II en los ensayos clinicos, pero
constituye un éxito en el sentido que abri6 la puerta al desarrollo de firmacos para la
terapia de la enfermedad de Alzheimer con mecanismos de accién diferentes tales como

la neurotransmisién glutamatérgica y serotoninérgica (ver Figura: 4).

(i) i)

Figura: 4 (i) Cevimelina (ii) Talsaclidina
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Se han estudiado otros sistemas del cerebro, entre ellos el serotonérgico’®, que estan
estrechamente relacionados con la depresion ya sea en una persona con EA o sin ella.
Los antidepresivos mas empleados en la actualidad son los ISRSs (Inhibidores
Selectivos de Recaptacién de Serotonina), tales como Venlafaxina (Efexor), Fluoxetina
(Prozac), Fluvoxamina (Luvox), Sertralina (Lustral, Zoloft), Citalopram (Cipramil) y
Paroxetina (Paxil, Seroxat) (ver Figura: 5) También se han realizado investigaciones
interviniendo en los sistemas dopaminérgico'” y noradrenérgico®, pero los resultados en

lo que respecta al tratamiento de la demencia no han sido satisfactorios.
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Figura: 5 Venlafaxina, Fluoxetina, Sertralina, Citalopram y Paroxetina.
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Por supuesto estos sistemas estdn implicados en la depresién, con o sin demencia.
También hay evidencia que sugiere que la agresién en la demencia puede responder a
un tratamiento con ISRSs.

El antidepresivo Trazodona® (ver Figura: 6) es utilizado frecuentemente como

tranquilizante en las personas que sufren de demencia.

ZNEN A~
T U

Cl

Figura: 6 Trazodona

La propentofilina (ver Figura: 7 ), un vasodilatador cerebral utilizado en el tratamiento
del asma y los dolores de cabeza, tiene una accién diferente siendo particularmente
significativo su efecto sobre las células gliales””. Generalmente se considera que estas
células son parte del sistema de soporte de las neuronas en el cerebro, pero también
poseen otras importantes funciones y, al ser activadas, pueden liberar sustancias téxicas.
La propentofilina inhibe su activacién, disminuye su participacion en la destruccion de

las neuronas y se piensa que puede retardar el progreso de la enfermedad.
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Figura: 7: Propentofilina
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1.4.3 ANTI-INFLAMATORIOS

Las personas que padecen artritis y las mujeres que reciben tratamientos de reemplazo
hormonal post-menopausico presentan incidencia reducida de la EA. Esto parece
deberse a una modificacién en el proceso inflamatorio, que participaria en la
destruccién neuronal en la EA”. Como consecuencia de estas observaciones se estd
considerando el uso de antiinflamatorios y estrégenos como posibles tratamientos y
ta‘mbién como preventivos de la EA. Hasta el momento no existen suficientes
resultados como para recomendarlos como terapia. Ademds ambas clases de drogas
tienen efectos colaterales si su uso es prolongado y éstos exceden los beneficios

comprobados.

1.44 OTRAS AREAS DE INVESTIGACION

Un drea de interés que cada vez gana mds atencion es el estrés oxidativo® inducido por
la acumulacion de metales de transicién (especialmente hierro) en el cerebro. Esto se
relaciona con la neurodegeneracién causada por la produccion de radicales libres en
cantidades que superan la capacidad de defensa de las células. El conocimiento de estos
procesos esta conduciendo hacia nuevos tratamientos y drogas que interrumpirian los
mecanismos daiiinos que ocurren en el cerebro.

La vitamina E (ver Figura: 8) es un ejemplo de compuestos que parecen proteger el

cerebro del dafio causado por los radicales libres.
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Figura: 8 Vitamina E (a—Tocoferol)

El factor de crecimiento neural (NGF) promueve el desarrollo de neuronas
colinérgicas”, pero lamentablemente, debido a su naturaleza peptidica y elevado peso
molecular (118 aa, 13.26 KDa), tiene todos los inconvenientes asociados a péptidos en
Jo que respecta a baja biodisponibilidad, pobre permeabilidad frente a membranas

bioldgicas, pobre estabilidad frente a proteasas etc .

1.5 LA FORMACION DE AB PODRIA DESENCADENAR LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Como se menciond antes, los depdsitos anormales encontrados en el cerebro de los
pacientes que padecen la enfermedad son de naturaleza proteica y se encuentran tanto
intra- como extracelularmente. Los depdsitos intracelulares 'son agregados de
filamentos rectos y helicoidales compuestos principalmente de una forma
hiperfosforilada de la proteina de citoesqueleto conocida como Tau que posteriormente

se agregan formando los llamados ovillos neurofibrilares™.




Extracelularmente estos depésitos son agregados amorfos insolubles
constituidos de fragmentos proteindceos conocidos como Amiloide beta (AB). El
término amiloide (“semejante al almidén™) fue acufiado por Virchow en el siglo XIX
para describir depésitos amorfos que invaden los espacios extracelulares de un tejido.
Esta definicidn luego se amplio para cubrir las propiedades de tincion del amiloide, que
incluyen su habilidad de presentar una birrefringencia verde brillante después de ser
tefiido con Rojo Congo y su afinidad por el fluorocromo Tioflavina T. Ambas
propiedades de tincidn estén en correlacién con la hipétesis de Glenner” de que las
unidades de proteinas que contienen varios tipos de filamentos de amiloide comparten

una cantidad sustancial de conformacién de hoja plegada-p.

AP aparece en la forma de placas seniles o placas neuriticas y depositos
amiloides cerebrovasculares®™. En la EA, la presencia y frecuencia de las placas
neuriticas se correlacionan bien con la gravedad de la incapacidad cognitiva, la pérdida
de células neuronales y la falta de neurotransmisores que la caracterizan®?®. La pérdida
de memoria y la incapacidad cognitiva han sido relacionadas con la muerte neuronal y
con la destruccién de las sinapsis®, aunque por mucho tiempo los cientificos se han
dedicado el desarrollo de estrategias ya sea para prevenir la formacién de placas o
redisolverlas, También existen evidencias recientes que apoyan la idea de la formacién
de placas como un mecanismo de defensa contra el AP fibrilar®™®. Si estas ideas
prosperasen podrian dar un vuelco rotundo en la direccion del desarrollo de estrategias

para luchar contra tan penosa enfermedad.
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En 1984 Glenner y Wong, usando clorhidrato de guanidina, solubilizaron las
fibras de amiloide de fracciones ricas en amiloide cerebrovascular provenientes de
pacientes con sindrome de Down y de pacientes con EA™. Asi aislaron un péptido
hidrofébico de 4.2-4.5 kDa al que llamaron péptido B-amiloide (BA). Este péptido en
su forma agregada estd compuesto de unidades idénticas del péptido en un arreglo
antiparalelo de conformacién de hoja plegada-B y que exhibe las propiedades de tincion
de un amiloide. La secuencia completa fue elucidada por Kang® en 1987. Existen
pruebas de que su tamafio depende de su origen. Asi: si el BA proviene de placas
seniles tiene mayoritariamente 42-43 aa de largo, en cambio el BA que proviene de los

depdsitos cerebrovasculares tiene 39-40 aa y es més soluble que el anterior™.

Basados en la secuencia aminocidica del BA y usando técnicas de clonacion de

ADNGg, fue posible aislar el ADN complementario que codifica el BA como una parte de

una Proteina Precursora de Amiloide (PPA)***%.

Estos estudios demostraron que el dominio del BA est4 codificado en el extremo

C-terminal de la PPA, como parte de una glicoproteina transmembranar (ver Figura: 9).
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Figura: 9: Representacion esquemsitica de Ia PPA mostrando Ia localizacién
del BA

Por medio de técnicas de mapeo fisico se ha localizado el gen que codifica la PPA en el
cromosoma 21, en el limite de las bandas 21q y 21q22*, Esto pone a la PPA dentro de
la regi6n que caracteriza el Sindrome de Down (SD), lo que sugiere que el desarrollo de
placas neuriticas en pacientes con SD es debido a la sobreproduccion de PPA
ocasionada por el cromosoma 21 adicional. De hecho el 100% de los cerebros
examinados de pacientes de edad mediana que padecen SD contienen grandes
cantidades de placas neuriticas, depésitos cerebrovasculares de amiloide y ovillos

neurofibrilares idénticos a los presentes en pacientes con EA*.

Se han realizado estudios in vitro que demuestran que el péptido BA. de por si ya

tiene las caracteristicas necesarias para agregarse y formar fibras®. La fuerza directora.

de este plegamiento radica principalmente en la region hidrofobica 17-21 que posee la

secuencia aminoacidica LVFFA de BA*™*®, (ver Figura: 10).
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Figura: 10 Representacién estructural del pentapéptido LYFFA.

Existen fuertes indicios de que una anomalfa relacionada con el péptido BA es el evento
central que desencadena el proceso de la EA. Entre estas evidencias, se puede sefialar el
hecho de que algunos de los individuos que desarrollan EA de tipo hereditaria,
presentan mutaciones en el gen que codifica la PPA, localizado en el cromosoma 21.
Ademas, se ha encontrado que las personas adultas que presentan el SD caracterizado
por la existencia de 3 copias del cromosoma 21, padecen de la EA en pricticamente un
100% de los casos y a una edad mucho menor que las personas que no presentan esta
trisomia, lo que sugiere que un mayor nimero de copias del gen de la PPA seria
responsable de la temprana aparicion de la enfermedad. Por otra parte, estudios en
personas con altas posibilidades de presentar la EA, ya sea por tener antecedentes
familiares o por padecer del SD, han determinado que la primera sefial de la enfermedad
es la aparicion de depdsitos del péptido AR en la corteza cerebral. Finalmente, se ha

descrito la creacién de modelos animales de Ia EA, en las que se ha sobreexpresando el
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gen humano de la PPA alterado con mutaciones asociadas a la EA hereditaria®. Estos
animales desarrollan tipicas placas amiloides en el cerebro, las cuales inducen dafio
neuronal y alteraciones conductuales.

Hace unos afios se descubrio que el péptido AP, ademas de encontrarse en forma
de agregados fibrilares en los depdsitos de amiloide, estd también normalmente
circulando en una forma soluble (sAB) en el plasma y liquido cefalorraquideo, tanto de
individuos normales como de aquellos afectados por EA**. Considerando que AB es
un producto normal del metabolismo, producido en muchos tipos celulares distintos,
una de las preguntas fundamentales en la biologia basica de la EA es: ;Cual es el
mecanismo, y qué factores determinan que un péptido que normalmente se encuentra en

forma soluble llegue a adoptar una forma fibrilar que resulta ser toxica para las

neuronas?

Considerando la importancia del amiloide en la EA, muchos grupos de
investigacién se han dedicado al disefio de estrategias para inhibir la formacién de
depésitos amiloidogénicos. Existen varios niveles en los que se podria intervenir para

bloquear el efecto negativo del amiloide sobre el cerebro (ver Figura: 11):
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Figura: 11 Etiologia de la amiloidosis cerebral ¥y posibles niveles de
intervencién en el desarrollo de estrategias terapéuticas®

Inhibir la expresion del gen que codifica la PPA.
Disminuir el procesamiento de la PPA que da origen a Ap.
Bloguear la formacidn y depésito de amiloide.

Ayudar a la eliminacién del amiloide del cerebro.

Prevenir el efecto téxico del amiloide.

1.6 LA CONFORMACION DE AB DETERMINA LA FORMACION
DE AMILOIDE

El péptido AP consiste de al menos dos secciones con diferentes propiedades: un

fragmento hidrofobico que se estructura ordenadamente como lo que Se conoce como
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hoja-B y un segmento cuya composicién permite tanto que se mantenga en forma
desordenada o se estructure como hoja-B. Una hipdtesis de trabajo es que la estructura
adoptada por este ultimo fragmento de Af determina las propiedades de agregacion del
péptido”’. Para evaluar esta hipétesis se han realizado experimentos que conducen a
analizar el efecto de sustituciones aminoacidicas puntuales en esta regién sobre la
estructura del péptido y su capacidad de formacidén de amiloide. Con el objetivo de
producir un cambio relativo en la tendencia de AP para ordenarse o desordenarse, se
disefiaron en forma tedrica mutaciones que no produjeran cambios significativos en las
propiedades iénicas o hidrofébicas de AP, pero que indujeran un cambio detectable de
la tendencia de AP para adoptar la conformacién de hoja-§*°. Un péptido sintético
homologo a la secuencia 1-40 de AP conteniendo el tinico reemplazo de la valina 18 por
una alanina, mostré un descenso importante en su tendencia a adoptar la estructura de
hoja-p en comparaci6n al péptido sin modificaciones. Este cambio en la estructura se
correlacion6 con una disminucién notable en la habilidad del péptido modificado para
dar origen 2 fibras de amiloide. Otra substitucién aminoacidica que se estudio en el
mismo trabajo fue el cambio de 4cido glutdmico 22 por glutamina. Esta mutacién esta
presente en los individuos que padecen una enfermedad relacionada a la EA conocida
como hemorragia cerebral con amiloidosis del tipo holandés. Un péptido homélogo a
AP que contiene esta substitucién forma fibrillas de amiloide en mucho mayor cantidad
y en forma més répida que el péptido normal (sin modificaciones) y presenta un mayor
porcentaje de estructura de hoja-B. Estos resultados sugieren que la tramsicién

conformacional entre la estructura desordenada y la ordenada como hoja-p modula la




formacién de amiloide dando origen a dos especies conformacionales en solucién: una
capaz y la otra incapaz de formar fibras amiloides. Estos resultados permiten suponer
que la secuencia de aminodcidos de AP posibilita la adopcién de dos estados
conformacionales alternativos y que la forma soluble de AP que normalmente se
encuentra circulando en plasma y liquido cefalorraquideo humano corresponde a la del
péptido con estructura desordenada, que podria de esta manera ser considerado como la
forma normal (no téxica) de AB. Por otro lado el estado ordenado en hoja - seria la
forma patolégica de AP que da origen a los toxicos depositos de amiloide en el cerebro.

Como se discutié anteriormente las pruebas existentes indican que la formacién
de amiloide estarfa modulada por al menos dos propieaades intrinsecas de la proteina
amiloidogénica: un alto grado de hidrofobicidad v la tendencia a adoptar una estructura
de hoja-B. La hidrofobicidad seria importante para provocar la agregacion de la
proteina, debido a la necesidad de los fragmentos hidrofébicos de asociarse con otros
grupos de caracteristicas similares. Por su parte, la conformacién en hoja - es la que
daria a los agregados formados la morfologia fibrilar y sus propiedades téxicas.

1.7 PROPIEDADES FiSICAS DE LAS PROTEINAS AMILOIDES

La presencia de agregados de fibras de proteinas no es una caracteristica Gnica de la
EA®. También es tipica de amiloidosis sistémicas. Los depdsitos de amiloides de
diferentes fuentes son en su mayoria insolubles bajo condiciones fisiologicas. Ellos
tienen en comun las propiedades de tincién ya mencionadas, una ultraestructura fibrilar

no ramificada y un patron caracteristico de difraccién de rayos X*, pero debido a que el
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amiloide es insoluble pero no cristalino, no existen datos de alia resolucién que
permitan establecer en forma satisfactoria su estructura molecular. Ademas no existen
secuencias comunes que caractericen a todas las proteinas amiloides. Existen estudios
in vitro de plegamiento de proteinas que indican la existencia de una correlacion casi
perfecta entre la insolubilizacion y la formacién de estructuras de hoja B, pero
también se han observado muchas proteinas insolubles con poca o ninguna estructura de
hoja-B. La insolubilidad de los depositos de amiloide puede ser debida mds a un arreglo
intermolecular comtin que a una estructura secundaria comin®, y aqui se pone de
manifiesto nuestro desconocimiento frente a las bases fisico-quimicas de la
insolubilidad de esta clase de proteinas.

Como se menciond antes, el tamafio del péptido BA depende de su origen. Asi,
el BA que proviene de placas seniles contiene tres aa adicionales (43 aa) en el dominio
C-terminal comparado con el BA recuperado de depodsitos cerebrovasculares, el cual
tiene 40 aa y es mds soluble que el anterior. Los residuos 1-28 corresponden al
dominio N-terminal que se encuentra extracelularmente. La region 29-42 del BA, que
corresponde al dominio C-terminal, se encuentra inserto en la membrana y es rica en aa
hidrofébicos como valina y leucina los que comtnmente se encuentran en proteinas con
estructura de hoja plegada-B y raramente se encuentran en proteinas con estructuras de
a-hélices o de plegamiento aleatorio. En la Figura: 12 se puede observar la secuencia

primaria del BA (1-43).
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Figura; 12 Secuencia primaria del péptido beta amiloide (1-43)

Algunos calculos basados en la secuencia anterior permiten proponer las siguientes
caracteristicas estructurales para la forma soluble de fA:
La probabilidad de encontrar una conformacion de hebra-p es alta dentro de la region
C-terminal mas all2 del residuo 28.
Laregién 9-21 tiene mayor posibilidad de ser una a-hélice que una hebra-f
Es posible que existan dos vueltas-3 entre los residuos 6-8 y los residuos 23-27

Con estas predicciones empiricas y ayudados por un programa de modelacion
molecular se propuso un modelo tedrico que optimizado consiste de dos hebras-p

separadas por una vuelta-§ que forma una pequefia hélice-o*°.

Un acercamiento bastante productivo para estudiar la solubilidad de BA ha sido

525 Es interesante

la sintesis de fragmentos o de la secuencia completa de este péptido
ver como los fragmentos pequefios se parecen en su forma de agregarse al amiloide que
se encuentra naturalmente. De hecho, Gorevic mostré que las secuencias 1-28, 12-28 y
14-28 conducen a la formacién de fibras in vitro; también mostrd que no es necesario el
dominio hidrofébico que estd mas alla del residuo 28 para la formacioén de fibras sino

que éste mas bien sirve para insolubilizar el BA. Se ha mostrado que el dominio C-

terminal del BA determina la velocidad de formacion de fibras amiloides mas que la
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estabilidad y las propiedades estructurales del amiloide™. La sustitucién de algunos de
los residuos hidrofébicos por otros hidrofilicos en la regién 17-21 del BA generd un
péptido incapaz de agregarse™, lo que sugiere que la insolubilidad de BA. se debe
principalmente a sus residuos hidrofGbicos
Con todos los anteriores antecedentes se puede pensar que el proceso patogénico
que conduce a la EA podria ser interrumpido por firmacos que tengan uno o varios de
los siguientes mecanismos terapéuticos:
¢ Inhibicion de proteasa para inhibir la formacién de Ap4 a partir de la PPA®,
* Alteracion del metabolismo de PPA por manipulacién farmacol6gica de las rutas
de transduccién de sefiales™.
* Inhibicion de la formacién de fibras por moléculas pequeiias.
* Incremento en el proceso de remocién (clearance) del péptido AP o de los

depdsitos de BA y la inhibicién del efecto neurotdxico del amiloide.

1.8 LA INHIBICION DE LA AGREGACION DE AP COMO UNA
ESTRATEGIA EN EL DESARROLLO DE FARMACOS PARA
LA TERAPIA DE LA EA

Como se ha discutido antes, el AB soluble es un componente normal de los fluidos
bioldgicos. Su agregacion inicialmente para formar la llamadas fibrillas neurotéxicas y
después las placas neuriticas sc')n procesos estrechamente relacionados con la patologia
de la enfermedad, asi que la inhibicién de la agregacion aparece como una de las

alternativas posibles para el desarrollo de firmacos orientados a la terapia de la EA.
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Hasta ahora en la literatura se han reportado compuestos de muy diversa naturaleza
quimica y/o perfil farmacolégico. Aqui, para simplificar, esos compuestos seran

clasificados solamente con respecto a su naturaleza ya sea peptidica o no peptidica.

1.8.1 INHIBIDORES NO PEPTIDICOS

En los tltimos 10 afios se ha informado acerca de una cantidad apreciable de
compuestos de naturaleza quimica muy diversa y todos con la propiedad de inhibir la
formacién de fibras o de disminuir la toxicidad del péptido AB, como puede observarse
(ver Figura: 13). Dentro de la clase de compuestos no peptidicos se tienen substancias
que van desde sales inorgénicas como el silicato de sodio™ NaySiO4 (el cual fue descrito
como inhibidor de la agregacion de AP inducida por Al'*), el fluorocromo rojo congo®,
el esteroide estradiol usado en el tratamiento para compensar la pérdida hormonal que

sufre la mujer con la menopausia®®, la hormona pineal melatonina, que ha mostrado

tener propiedades protectoras frente a células de neuroblastoma que han sido expuestas
al péptido AP, el alcaloide nicotina ® que también presenta propiedades
neuroprotectoras, ¢l antibidtico rifampicina ©, utilizado en el tratamiento de la
tuberculosis y Ia lepra, que inhibe la agregacion y formacidn de fibras en un ensayo in
vitro utilizando AB1-40 de origen sintético, y tambien una serie de benzofuranos que se
han descrito como sustancias promisorias en el desarrollo de inhibidores de agregacién

de AP. Como puede observarse, la naturaleza quimica de las sustancias es tan diversa

que aparentemente no tienen ninguna caracteristica comuin. Un tema interesante a
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desarrollar en el futuro seria buscar esas similaridades que no saltan a la vista, tal vez

con la ayuda de programas computacionales de calculos tedricos.
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Figura: 13 Inhibidores de agregacién de AP no peptidicos

1.8.2 INHIBIDORES PEPTIDICOS

Péptidos sintéticos que contienen ya sea en forma parcial o total la secuencia de A han

sido muy usados para estudiar la formacién de amiloide in vitro, ya que al ser incubados

hY
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en condiciones apropiadas forman agregados semejantes a fibras amiloides, exhibiendo
las caracteristicas morfolégicas y estructurales tipicas de ellas. Una estrategia que ha
dado buenos resultados en el entendimiento de las relaciones estructura-actividad con
respecto a la agregacion de AP, ha sido estudiar el efecto de reemplazar algunos
aminodcidos especificos en la secuencia de AB. Utilizando esta técnica se ha descrito
que al reemplazar aminoécidos hidrofébicos por otros mas hidrofilicos en la porcion
interna de AP (residuos 17-21), disminuye la tendencia del péptido resultante para
generar amiloide. La formacién de amiloide es también dependiente de la acidez del
medio. Asi por ejemplo, se ha demostrado que el pH de la solucién determina la
velocidad de formaciéon de amiloide . Es importante destacar que en estos
experimentos se observé una relacion directa entre la modificacién de la conformacion
de AP en solucién y su habilidad para formar amiloide.

La idea de inhibir el proceso de agregacion del BA usando moléculas peptidicas
pequefias es una alternativa que ha sido evaluada por varios laboratorios*'. Por ejemplo,
C. Hilbich trabajé con péptidos sintéticos orientados a identificar los factores
estructurales implicados en la agregacion del BA. Descubri6 un par de péptidos de 32
aa y 33 aa analogos de los segmentos de BAM'” y BA™ y de BA"” y pA'F
respectivamente que podian inhibir la actividad amiloidogénica del PA.

En 1996 L. O. Tjernberg®™*® usé un modelo sistematico para la identificacién de
secuencias de union en el BA y disefié ligandos estables frente a proteasas que se unen a

tales secuencias con la hipétesis de que inhibirfan el proceso de agregacion de fA. La




estructura de la molécula més efectiva de esta serie se representa a continuacion (ver

Figura: 14):
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Figura: 14 Representacion estructural de la secuencia peptidica Ac-
QKLVFF-NH,.

En el mismo afio C. Soto™ disefié una serie de péptidos basados en Ia hipdtesis de que
“la formacién de amiloide podria ser inhibida por péptidos homologos a BA pero con
baja probabilidad de formar hoja plegada-B”. En ese trabajo se disefiaron péptidos de
entre 4 y 11 aa de largo, presentando resultados muy alentadores no solo frente a la
inhibicion de la formacién de fibras sino también por su capacidad de redisolver placas
neuriticas ya formadas. La base de su disefio se centrd en la regién mas hidrofobica en
¢l dominio N-terminal del BA (17-21; LVFFA) que por trabajos anteriores se habia
demostrado que era la regién que dirige el proceso de plegamiento en hoja-B del PA®.

La secuencia de dos de sus mejores péptidos (ifAs) es la siguiente(ver Figura: 15):
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Figura: 15 (I) Secuencia 17-21 del BA y (II) Secuencia del inhibidor de
agregacion ifAs

Se puede observar que el ifAs presenta 2 cambios de aa en total y que dentro de la
region 17-21 antes mencionada se sustituyé la valina 18 y la alanina 21 por una prolina
v un aspartato respectivamente. La razon del primer cambio se debe a las caracteristicas

tnicas de la prolina que puede considerarse como un aa rompedor de hojas-p del

péptido (iBAs). En lo que respecta al cambio de la alanina 21 por el aspartato, este
ultimo también tiene el mismo efecto de romper hojas beta por ser un residuo cargado,
ademas de favorecer la solubilidad de la molécula en agua. También evalio su
enantiémero, formado integramente por D-amino4cidos, que soluciéné el problema de

la baja resistencia de los péptidos formados por L-aminoécidos frente a la protedlisis,
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obteniendo 1a misma actividad. Aunque los resuitados de los trabajos detallados
anteriormente son impresionantes, también dejan la sensacién de que aun falta mucho
por hacer para superar las desventajas inherentes al uso de péptidos en el desarrollo de
farmacos como su pobre farmacocinética (incluyendo rapida proteolisis, metabolismo,

pobres propiedades para el transporte y rapida excrecion).

1.8.3 PEPTIDOMIMETICOS Y EL DESARROLLO DE FARMACOS.

J. Gante en 1994 definié un peptidomimético®® como una sustancia que tiene una
estructura secundaria asi como también otras caracteristicas estructurales andlogas a las
de un péptido, las cuales le permiten desplazar el péptido original de enzimas o
receptores. Como resultado el efecto del péptido original puede ser inhibido
(antagonista o inhibidor) o duplicado (agonista). A través del concepto de
peptidomiméticos se pueden modular las interacciones del analogo (el peptidomimético)
con enzimas o receptores. Ademsas se puede alargar la duracién de la accién pucs cl
producto sintético puede resultar ser menos suceptible a la répida degradacion
enzimética que sufre un péptido. La generacién de peptidomiméticos esta basada en el
conocimiento de las propiedades conformacionales, topolégicas y electrénicas del
péptido original y del sitio activo o enzima con el cual éste interactia. En el discfio de
peptidomiméticos como sustancias potencialmente bioactivas se deben tomar en cuenta

dos factores estructurales fundamentales:
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e Un “docking” favorable: es decir, se debe favorecer una conformacién que
encaje lo mejor posible en el sitio activo. Si es necesario, la conformacion
puede ser estabilizada introduciendo elementos de rigidez.

¢ La ubicacion de grupos funcionales (hidrofilicos ¢ hidrofdbicos) en posiciones
definidas tales que se favorezcan las interacciones requeridas (por ejemplo,

enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas o hidrofébicas).

1.8.4 CLASES DE PEPTIDOMIMETICOS

Existen muchas modificaciones posibles sobre un péptido para obtener un
peptidomimético. De acuerdo con el tipo de modificacién y desde un punto de vista
estructural, a grosso modo los peptidomiméticos pueden ser clasificados en dos grupos
principales:

¢ Los que presentan modificaciones de la cadena lateral.

* Los que presentan modificaciones del esqueleto amidico.
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1.8.4.1 MODIFICACIONES DE LA CADENA LATERAL

HZNI o)
3~COH ", ]/IL
o O
NH,
1

2)

Figura: 16 Obtencion de peptidomiméticos por modificacion de Ia cadena
lateral: 1) uso de aa no naturales; 2) sustiticion de L aa por D-aa

Una estrategia posible y bastante conocida para modificar las cadenas laterales consiste
en remplazar un aminodcido natural por otro no natural. es decir con su cadena lateral
modificada. La prictica méds comuin es el uso de D-aminodcidos. Otros casos son
modificaciones como la introduccién de grupos metilos en las posiciones 2’ y 6” de la
tirosina. Se ha reportado que esta modificacién restringe los grados de libertad
rotacional del anillo aromitico con respecto a los de la tirosina, lo que puede favorecer

conformaciones bioactivas® (ver Figura: 16).
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1.8.4.2

Cetometilen—(CQ)-CH;~

MODIFICACIONES DEL ESQUELETO AMIDICO

+

Intercambio individual de grupos funcionales

0
.
depsi —0O— ——H— aza —Cs— tio
—C alquil—

g ~—~CH;- reducido

—50Q- 805~

Figura: 17 Obtencién de peptidomiméticos por medio de modificaciones del
esqueleto amidico originados por intercambio individual de grupos
funcionales o dtomos.

Cuando se habla de modificaciones al esqueleto amidico se hace referencia ya sea al

intercambio individual isostérico o isoelectronico de unidades en la cadena peptidica

(por ejemplo el carbono-a, el nitrogeno amidico, el oxigeno del carbonilo, el carbonilo

completo, etc) o a la introduccion de fragmentos adicionales que alargan el esqueleto

amidico. Ejemplos de intercambios se pueden observar en la Figura: 17
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Figura: 18 Obtencion de peptidomiméticos a través de modificaciones del
esqueleto amidico.

La introduccién de fragmentos adicionales que alargan el esqueleto amidico, la
sustituciéon completa de la funcion amida y las N-alquilaciones son los casos mas
importantes en esta clase de peptidomiméticos (ver Figura: 18).

En el caso de los peptidomiméticos generados por el intercambio individual de un
atomo o un grupo de atomos de ‘la cadena peptidica por otros se pueden citar los
depsipéptidos, peptidomiméticos en los cuales el nitrogeno ha sido reeplazado por
oxigeno. Compuestos de este tipo son encontrados en forma natural, presentan
interesantes propiedades antibidticas y su sintesis en fase solida ha sido recientemente

publicada’. Los tiopéptidos son péptidos en los cuales el oxigeno del grupo carbonilo
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ha sido reemplazado por un 4tomo de azufre. Estos han servido de modelo interesante
en el estudio teodrico del proceso de isomerizacion (racemizacidn) de aa naturales’',

La Sulfomicina, un antibiético aislado en 1978 por Abe y col™ a partir de
Streptomyces viridochromogenes, constituye otro ejemplo de tiopéptido que debido a su
excelente accion antibiotica y estructura tinica ha despertado interés sintético” y

bioquimico’ (ver Figura: 19).
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Figura: 19 Sulfomicina, un antibiético natural.

Se ha reportado también la sintesis en fase sélida de los que se conocen como péptidos
reducidos. En este caso el grupo carbonilo ha sido reemplazado por un grupo

metileno”. Otra modificacién que ha sido ampliamente explotada la constituyen los
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que se conocen como péptidos retro-inverso (PRI). Para entender la naturaleza de los
PRI es necesario recordar que el enlace peptidico le confiere al esqueleto amidico una
direccion. Asi los péptidos y proteinas son estructuras no palindromicas. Por
convencidn la descripcion y escritura de un péptido o proteina se debe hacer desde cl
lado N-terminal {escrito a la izquierda) hacia el lado C-terminal (escrito a la derecha) y
de esta definicion se puede intuir que un isémero retro de un péptido es aquél en el cual
la direccién de la secuencia aminoacidica esta invertida’®. Muchos péptidos retro-
inverso con significativa actividad bioldgica han sido reportados. Por ejemplo, en 1979
se sintetiz6 el primer analogo’’ del tipo retro-inverso de la Leu-encefalina, un
pentapéptido que se une a receptores de opiaceos. El nuevo compuesto resultd ser no

solamente mds activo sino también mas estable frente a la degradacion enzimatica (ver

Figura: 20).

OH

o] o]
HN H\)Lu/\nxﬁ\s/u\”in,"“ Leu-Encefalina (YGGFL)
o o g o

OH
o]
“ H ﬂ\/n Anélogo retro-inverso
N N/ﬁ]/ N Y.dA-G-F-(NHCO)L-NIE2
0 o N o

Figura: 20 Leu-encefalina y uno de sus analogos retro-inverso, un caso
exitoso del uso de peptidomiméticos.
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Una alternativa que serd mas adelante explicada en detalle sera el concepto de los
azapéptidos.

Los oligémeros de glicina N-alquilada o peptoides son peptidomiméticos en los
cuales los grupos alquilo corresponderian a las cadenas laterales del péptido que se
quiera optimizar por este método. Si se considera una secuencia cualquiera (ver Figura:
21), su analogo en versién peptoide tendria las cadenas laterales desplazadas en una
posicién en direccién hacia el extremo N-terminal. La sintesis de peptoides y algunas
78,79

de sus propiedades biologicas han sido publicadas

Direccion del esqueleto

Co

O R3 O R35
R1 H H
HzN)\ﬂ/N\s/l‘Lﬁ)\[rN\g)Lﬁ/l\f( Péptido normal
o R2 O R4 o)

R2 O R4 o
R1\ I‘l\l\/“\ [EI\/U\ OH
YT s v
A I [}]/\r( alogo en versién
0 i R3 O Rs O

peptoide

_—

Desplazamiento de
las cadenas laterales

Figura: 21 Estructura representativa de un peptoide comparado con un
péptido normal.

Los B-péptidos son oligdbmeros constituidos por PB-aminodcidos. A su vez un B-

aminoécido constituye la minima modificacion en alargar el esqueleto carbonado. En
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otras palabras, se ha introducido un grupo metileno entre ¢l nitrégeno amidico y el
carbono alfa. Los B-péptidos constituyen uno de los modelos no naturales que mas han

contribuido al entendimiento de la estructura de proteinas y al plegamiento de la

mismas.

1.9 AZAPEPTIDOS Y AZATIDOS

1.9.1 AZAPEPTIDOS Y SU IMPORTANCIA BIOLOGICA

El termino azapéptido®® se refiere a una clase de peptidomimético de modificacién del
esqueleto amidico en el cual uno o varios atomo(s) de carbono-o del esqueleto amidico
ha(n) sido remplazado(s) por nitrogeno, pero manteniéndose en la molécula estructuras
de naturaleza claramente peptidica. Desde el punto de vista bioldgico los azapéptidos

han demostrado ser una clase muy util de péptidomiméticos®’.

Hess® y colaboradores
fueron los primeros en sintetizar un analogo aza de un producto natural, la azavalina-3-
angiotensina II bovina (ver Figura: 22). Usando un protocolo estandar disefiado para

evaluar la presion sanguinea, este producto fue menos activo que la sustancia de

referencia, pero presentd una mayor duracién de accion.
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Figura: 22 Azavalina-3-angiotensina II bovina, primer azaandlogo de un
producto natural.
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En andlogos de la hormona peptidica oxitocina se observé tanto pérdida como
incremento en la eficacia dependiendo de la posicién de la introduccion del
azaaminoécido incorporado. Asi, por ejemplo, aunque el andlogo (Aza-G5)-oxitocina
no tuvo efecto en utero de rata, el andlogo (Aza-G9)-oxitocina fue 1.5 veces mas

potente que la hormona natural® (ver Figura: 23).
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Figura: 23 (Aza-G9)-oxitocina: la introduccién de nitrégeno en el lugar del
C-o de la glicina 9 produjo un compuesto con 1.5 veces la actividad
producto natural,
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Otro caso de importancia en la aplicacién del concepto de azapéptidos como
peptidomimeéticos es la eleidosina®*®>%. En este caso se observé no solo un incremento
de entre 3 v 4 veces de la actividad sino también un prolongacién de la misma debido a

]a inhibicion de la degradacion enzimatica (ver Figura: 24).

H,N
0 olllln 0 0
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ﬁ\ JJ\ H\)'I\ n\/u\ N\)L
W Ny 7 A
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H,N s\

4 5 6 7 8 8 10 11

Figura: 24 Aza-analogo de la eleidosina

Mis recientemente se han disefiado azapéptidos para modular la respuesta inmune en

células T (CD4M)* ¢ inhibidores de proteasas de cisteina®®.
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1.10 SINTESIS DE AZAPEPTIDOS

La sintesis de los residuos de azaaminoacidos gencralmente se basa en una combinacién

entre la quimica de la hidracina y la quimica de los péptidos. En la Figura: 25 se

presentan posibles rutas sintéticas para la obtencién de azapéptidos.
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AN |
NH
(o] “ NH/
1,3,4-Oxadiazol Cloruros de acilo
-2(3h)-onas i
N cl
\ NH \Ir
A o N _Cl
Cloruros de acjlo \ﬂ/
N.__
H

Figura: 25 Rutas para la sintesis de azapéptidos.
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1.10.1 SINTESIS DE AZAPEPTIDOS USANDO ISOCIANATOS

Una de la précticas mas comunes para unir un azaaminodcido y un aminoacido consiste
en agregar hidracinas o hidracidas a o-isocianatos de ésteres de acidos grasos. Usando
hidrato de hidracina y alquilhidracinas se obtienen los correspondientes diaazapéptidos
meodificados en el residuo correspondiente al lado N-terminal. La reaccién del £rupo
amino sustituido estd favorecida, lo que conduce preferentemente a la sustitucién en
alfa®. En este caso se obtiene el lado N-terminal libre, pero si lo que se requiere €s
obtener el compuesto andlogo con el lado N-terminal protegido, entonces se utilizan las
correspondientes hidracidas con el grupo benciloxicarbonilo (Z) o r-butiloxicarbonilo
(Boc) como compuestos de reactividad apropiada para tal acoplamiento®®! (ver Figura:
26)
R1

O=C=N

Figura: 26 Uso de isocianatos en la obtencion de azapéptidos: a) Con
alquilhidracinas; b} Con alquithidracidas.

La sintesis de los materiales de partida como las alquilhidracinas protegidas ha sido

descrita’™%, Tales materiales, es decir las unidades que introducen el azaaminoacido.
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se preparan por la reaccion de hidracina protegida con un aldehido o cetona que genera,

tras reduccion, la cadena lateral del azaaminodcido en cuestién.

1.10.2 SINTESIS DE AZAPEPTIDOS USANDO ESTERES ACTIVADOS

La inclusién de ésteres activados de azaaminoacidos y azapéptidos con activacién en el
lado C-terminal o en el lado N-terminal (ver Figura: 27) es una estrategia
considerablemente mas flexible para la preparacién de azapéptidos comparada con el
uso de isocianatos que en ocasiones son de dificil manejo o de dificil acceso. Hasta el
momento los ésteres activados que se han usado son de fenilo®, nitrofenilo®* {NP) o

2,4,5-triclorofenilo® (Tcp)
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Activacion del lado C-terminal Activacion del lado N-terminal
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Figura: 27 Sintesis de azapéptidos usando Ya sea activacion sobre lado N- o
C-terminal,

Los ésteres C-activados son preparados mediante la reaccién de hidracidas con
cloroformiatos de arilo, mientras que los ésteres N-activados se preparan mediante la
reaccion de un grupo amino terminal libre de un aminodcido o un azaaminoacido,
también con cloroformiatos. El uso de esta ruta permite una gran flexibilidad desde el
punto de vista sintético. Por ejemplo, se pueden preparar no solo azapéptidos sino, en

teoria, se pueden preparar también oligémeros de azaaminoscidos.
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1.10.3 SINTESIS DE AZAPEPTIDOS USANDO AZOLIDOS

De la misma manera que los ésteres N-activados, los correspondientes azdlidos (1-
acilazoles) pueden ser usados para la sintesis de azapeptidos. Entre ellos se incluyen
imidazoélidos y 1,2,4-triazélidos los cuales pueden ser preparados a partir de o-
isocianatos de dcidos grasos e imidazol o 1,2,4-triazol. El método es basicamente el
mismo, es decir, estos intermediarios reaccionan con hidracidas y liberan imidazol o

1,2,4-triazol (ver Figura: 28).
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Figura: 28 Sintesis de azapéptidos usando azélidos.

48




1.10.4 SINTESIS DE AZAPEPTIDOS USANDO CLORUROS DE ACILO

El método del cloruro de acilo para unir dos aminoécidos tiene su paralelo en la sintesis
usando dos azaaminoacidos. Por ejemplo, se ha reportado que la Z-hidracina reacciona
con fosgeno para producir el cloruro de azaglicina-Z, pero el acoplamiento de este
producto con residuos de aminoacidos o azaaminoacidos no es factible *>. Como se
verd mas adelante, uno de los principales logros de esta tesis fue el hecho de haber
demostrado la factibilidad de este tipo de reacciones.

Los derivados N-alquilados cémo el cloruro de Z-azaleucina son més estables
(que la azaglicina-Z) y el primero pudo ser acoplado con el éster metilico del tripéptido
leucil-valil-fenilalanina para producir el correspondiente azatetrapéptido (el que fue un

inhibidor de renina’®) (ver Figura: 29).

i P Qe Ik
L e YOV Y Y™
o o _A

Figura: 29 Sintesis de un inhibidor de renina aza-modificado por medio del
método del cloruro de acilo.
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1.11 ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DE LOS AZAPEPTIDOS

El conocimiento profundo de los parimetros estructurales y fisicoquimicos de una
familia de compuestos es el arma mds importante para el disefio de moléculas o la
interpretacién de propiedades biolégicas de las mismas. En el caso de los azapéptidos
subsiste el mismo problema y, aunque existen muy pocos experimentos con esa
modificacién, recurrir a las analogias y diferencias entre un 4tomo de carbono con
hibridacién sp® y una amina terciaria pueden ayudar mucho. El cambio aC/N que
representa el paso de un péptido a un azapéptido, desde el punto de vista meramente
estructural, no representa un gran cambio en el estado estérico de la molécula. Esto se
debe a las distancias atémicas y dngulos de enlace similares, e idénticas cadenas
laterales. Sin embargo, debido al hecho de que el centro quiral se pierde y que la
naturaleza del fragmento ~RN-CO-NH- es tan diferente comparada con un péptido
normal, se podria decir que las relaciones isostéricas entre péptidos y azapéptidos no
son muy cercanas. Por ejemplo, en un azapéptido existe una mayor 4rea mesomérica lo
que debido al par libre adicional de electrones del nuevo nitrégeno puede conducir a
una extension de la planaridad® en el esqueleto comparado con la de un péptido
cualquiera. Esta limitacién de los grados de libertad rotacionales les permite a las
cadenas laterales de los azapéptidos adoptar un conformacién intermedia entre las de un
aminoécido de configuraciéon L y uno de configuracién D. También se han realizado
mediciones que demuestran que la acidez del grupo NH unido a un N es mayor en los
azapéptidos™ comparada con la de los péptidos correspondientes. Este hecho puede

favorecer la formacién de puentes de hidrégeno mds fuertes y ademds es mas dificil
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protonar el grupo NH a pH fisiolégico . Todos los cambios mencionados
anteriormente modifican indudablemente la absorcion, el transporte, la distribucion, la
unién con enzimas o receptores y la estabilidad metabélica de estos analogos

(azapéptidos) de una molécula biolégicamente activa.

1.12 AZATIDOS

Los azétidos (también conocidos como oligémeros de azaaminodacidos) son compuestos
en los cuales dtomos de nitrégeno reemplazan fodos los dtomos de carbono-ct en el
esqueleto amidico de un péptido. Por lo tanto, en la estructura molecular no existe
ninguna parte de naturaleza peptidica (ver Figura: 30). Con este cambio isostérico en el
esqueleto se tiene un polimero que es mids resistente a la accién enzimatica, lo que ha
probado ser 1itil en el desarrollo de inhibidores de proteasas de cistefna y serina®®. Con
la sustitucién de un carbono estereogénico por un nitrégeno resuita una molécula

aquiral en la que la orientacién de los grupos de la cadena lateral es mas flexible.
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Figura: 30 Esquema de un péptido, un azapéptido y un azatido
Una de las ventajas de esta clase de peptidomiméticos es su amplia y directa
accesibilidad sintética, lo que no es el caso de otros peptidomiméticos de modificacién
en el esqueleto. En principio esto posibilita que cualquier aa o grupo de aa sea

incluido.

1.13 SINTESIS DE AZATIDOS

Aunque la quimica y propiedades farmacol6gicas de los azapéptidos se conocen desde
hace mas de treinta afios, la sintesis de un verdadero oligébmero de azaaminodcidos (un
azétido) recién fue publicada por K. D. Janda en 1996”, de manera que la historia de
este tipo de compuestos es muy corta y se carece de informacién acerca de aspectos tan
importantes como sus propiedades estructurales, reactividad, actividad biolégica,

toxicidad, etc.
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Janda describe la sintesis en fase liquida de azitidos a través del acoplamiento
de mon6meros protegidos con estructura de alquil- o arilhidracina. Esos monomeros se
conocen como o-aza-aminodcidos. Aunque la sintesis de diazatidos (o sea,
azadipéptidos) en solucion realizada por Janda presenta rendimientos muy alentadores
(82-92 %), siendo los valores mds altos para los compuestos con los grupos alquilo
menos demandantes estericamente hablando, la sintesis de oligémeros superiores
requiere de la versatilidad que produce una sintesis secuencial, ya sea usando sintesis en
fase sélida o sintesis en fase liquida.

K.D. Janda patent6 % una metodologia y publicé un articulo” en los que
reclama ser el primero en desarrollar una sintesis en fase liquida de azétidos

A diferencia de la sintesis en fase sélida, que se realiza sobre un soporte
insoluble, la sintesis corrientemente designada como en fase liguida se realiza usando el
¢ter monometilico del polietilenglicol (PEG) de 5000 g/mol el cual se comporta como
un soporte polimérico soluble. Sin embargo, debido a problemas de precipitacion
inoportuna o solubilizacién incompleta, su uso no se ha difundido mucho en el zmbito
de la sintesis organica.

La metodologia usa unidades (azaaminoacidos) de la misma manera secuencial
con la que se sintetizan péptidos. La metodologia descrita se ilustra en el siguiente

esquema sintético (ver Figura: 31).
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Figura: 31 Sintesis soportada en fase liquida de un azatido.

En esta sintesis se utilizaron de manera iterativa como unidades estructurales
azaaminoacidos presintetizados. La preparacion de éstos se basé en Ia reaccién de
hidracina con haluros de alquilo y la posterior proteccién del nitrégeno alquilado con el
grupo Boc.  Finalmente la reaccién del azaaminodcido protegido, con el bis-
(pentafluorofenil)carbonato conduce a un carbamato suficientemente activado para
favorecer la reacci6n de acoplamiento con otro componente de la misma naturaleza (

Figura: 32).
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Figura: 32 Sintesis de azaaminoscidos protegidos y activados para la
obtencién de un azitido segiin ref 99.

En ese articulo la molécula a ser mimetizada fue la Leu-encefalina (YGGFL), un
pentapéptido con afinidad por receptores de opioides. Desafortunadamente los ensayos

bioldgicos con el azétido indicaron que la molécula no presentaba la actividad esperada

(ver Figura: 33).
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Figura: 33 (i) Leucina-encefalina; (ii) Version azitida de (i).

Es una verdadera lastima que hasta la actualidad, el trabajo de K.D. Janda es el (mico
desarrollado en el 4mbito de los azatidos, pues aunque sus resultados biolégicos sean
decepcionantes, esta clase de péptidomimeticos representa un fértil campo de
investigacion.

1.14 SINTESIS EN FASE SOLIDA

En 1963 Merrifield propuso una ingeniosa técnica para la sintesis de péptidos la que le

valié el premic Nobel en quimica en 1986'°". En ella la sintesis de una cadena
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aminoacidica se efectiia de manera més eficiente y mas ficil de automatizar s el primer
aminoécido se une covalentemente a un soporte insoluble (un polimero) y luego se va
alargando la cadena a través de pasos de proteccidn, acople y desproteccion. Con esta
estrategia se reduce el paso de la purificacién de los intermediarios a una simple
filtracién o lavado del soporie. Ademas permite realizar sintesis complejas o de muchos
pasos todas en un solo reactor disminuyende asi las pérdidas al {rasvasar.
Esqueméticamente los elementos principales para el desarrollo de sintesis en fase sélida
son:

Un soporte polimérico, un espaciador (opcional) y un conector (ver Figura: 34). Mis
adelante se realizard un andlisis més detallado acerca de los tipos de soportes y
conectores. Los espaciadores no seran considerados separadamente ya que aunque se
utilizan muy ampliamente su diversidad no es grande. El caso mas clasico es el uso de
resinas que son copolimeros de polietileno/divinilbenceno/polietilenglicol.  Estas
resinas fueron desarrollados y comercializadas por Bayer con nombres como Tentage]®
(TG) y Argogel® (AG).

El PEGA (PoliEtilenGlicol/dimetilAcrilamida) es otro material muy polar el
cual produce un soporte con propiedades de hinchamiento y absorciéon de agua sin
precedentes y posee un interior flexible que permite el acceso de una variedad de
macromoléculas tales como enzimas. Sin embargo su baja estabilidad mecanica y su
alto costo hace dificil su manejo. En el caso del TG y AG el polietilenglicol (PEG) es

un espaciador que se utiliza con el objetivo de :
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Aumentar la hidrofilia del soporte y favorecer la solvataciéon de sustratos en medios
polares.
Disminuir la rigidez asociada a una matriz polietilénica, posibilitando la interaccion de

sustratos unidos al soporte con macromoléculas como enzimas.

GF  Grupo funcional

Soporte

Polimérico Espaciador Conector

Figura: 34 Representacién esquematica de los elementos involucrados en
una sintesis en fase sélida

El incremento masivo en el nimero de publicaciones describiendo el uso de soportes
poliméricos solo en el década pasada es una clara demostracion del impacto de la

sintesis en fase sélida en la comunidad quimica. Ningin otro desarrollo en lo que a

metodologia se refiere ha generado tal efervescencia de crecimiento o ha tenido tan.

profundas implicaciones en la manera como la sintesis se realiza en sintesis organica.
Las ventajas ganadas con esta metodologia son sorprendentes, entre las cuales se
podrian mencionar cuatro como las més importantes:

La facilidad con la que la sintesis se realiza, ya que las reacciones pueden ser

completadas en solo tres pasos: adicién de reactivos; filtrado y lavado de la resina.
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La eliminacién de los pasos de purificacién en medio de la sintesis, porque para cada
paso de una sintesis de varios pasos la tinica purificacién necesaria es un lavado de la
resina y solo cuando el producto es liberado de la resina se realiza una purificacién
contvencional,

La posibilidad de utilizar concentraciones altas de reactivos con el fin de forzar buenos

rendimientos.

La inherente naturaleza de sintesis en paralelo de la fase sélida.

Para que una sintesis en fase sélida sea practica se deben considerar muy detenidamente
varios factores tales como la eleccidn correcta del soporte solido y el modo de unién v
liberacion del producto de la resina. La eficiencia en el anclaje y la posterior remocion

del producto en condiciones que no lo degraden exigen una correcta eleccién del grupo

conector (“Linker”).

1.14.1 TIPOS DE SOPORTES UTILIZADOS EN SINTESIS EN FASE
SOLIDA

Las perlas de poliestireno entrecruzado con divinilbenceno han sido el material mas

usado desde que Merrifield describié su empleo en 1963 (ver Figura: 35).
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Resina de Merrifield

Figura: 35 Representacién estructural de Ia resina de Merrifield mostrando
una porcién del copolimero poliestireno/DVB.

Las resinas que se utilizan en la actualidad en sintesis en fase sélida han cambiado muy
poco desde entonces. Esos soportes insolubles tienen una estructura tipo gel la cual
permite facilmente la penetracion de los solventes y reactivos a los sitios donde la
sintesis se realiza. Existe un delicado balance entre el grado de entrecruzamiento y la
propiedades del soporte. Asi por ejemplo las resinas entrecruzadas con un 5 % de DVB
son muy estables mecénicamente, pero no se hinchan bien al tratarlas con solventes
reduciendo asf los sitios accesibles. Por otro lado, si el entrecruzamiento es muy bajo,
la estabilidad mecénica del soporte empieza a ser un problema. Por lo general los
soportes mas utilizados tienen entre 1 y 2 % de entrecruzamiento con DVB. Los tres

soportes poliestirénicos mas comunes son:
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a) El clorometil poliestireno,0 resina de Merrifield, originalmente preparado por
postderivatizacién de la resina usando clorometil metil éter y SnCly. Més recientemente
ha sido preparado usando mezclas de clorometil estireno/estireno/DVB. Esta resina es

ampliamente utilizada para el anclaje de conectores por formacién de éteres (ver Figura:

36).

Cl

Figura: 36 Resina de Merrifield o clorometil.

b) El hidroximetilpoliestireno preparado a partir de la resina de Merrifield por

esterificacion con acetato de potasio seguido por la saponificacién o la reduccién del

102

ester  (ver Figura: 37).

OH

Figura: 37 Resina hidroximetil.
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c) El aminometilpoliestireno, preparado por medio de la sustitucién por la ftalimida de
potasio de la resina de Merrifield y la posterior hidracinélisis. Esta resina permite unir
numerosos conectores a la resina por medio de enlaces amidicos, los cuales son estables
bajo condiciones fuertemente 4cidas. Hasta hoy constituye uno de los soportes mds

utilizados (ver Figura: 38)

Figura: 38 Resina amino metil.

Estds resinas son las que se denominan como resinas integrales pues el conector, ya sea
el clorometilo, aminometilo o hidroximetilo, se introducen en el proceso de elaboracién
del polimero. Luego, una vez obtenido el polimero, estas resinas integrales se
derivatizan y asi se ha generado una gran variedad de conectores suplementarios que

permiten la fijacion de casi cualquier grupo funcional a la resina.

1.14.2 LLOS CONECTORES (“LINKERS”)

El punto de uni6n entre el conector y el soporte sélido deberia ser quimicamente estable
durante la sintesis y Ia liberacion de la molécula de la resina, tal como para cualquier
grupo protector para quimica en solucién. El rendimiento para su acoplamiento y
liberacion deberia ser tan cuantitativo como sea posible. En combinacién la unidad
RESINA-ESPACIADOR-CONECTOR debe ser entonces considerada en sintesis en
fase s6lida como un grupo protector insoluble e inmovilizador. En los tltimos 15 afios

se han desarrollado mas de 200 conectores diferentes, lo que permite que hoy se pueda
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realizar un amplio rango de reacciones complejas permitiendo que se tenga una gran
diversidad en términos de condiciones de liberacién de productos de una manera
selectiva'1%4

Es muy frccuente que en la bibliografia especializada los coneclores se
clasifiquen de acuerdo a las condiciones de reaccién necesarias para la liberaéién del
producto. Es asi como se conocen siete grupos:
a) Conectores liberados en condiciones 4cidas: la mayoria de los conectores labiles
frente a dcidos fueron desarrollados para la sintesis de péptidos y tienen su origen en el
uso de los grupos protectores mono- o dialcoxibencilo o tritilo. Fueron desarrollados
para permitir la liberacién bajo condiciones 4cidas pero no tan extremas como las
necesarias en el caso de la resina de Merrifield (HF, TFA, TFMSA). La fortaleza del
acido requerido para inducir la liberacién estd relacionada con los sustituyentes
electrodonores del anillo aromdtico que estabilicen el catién bencilico que se forma

como intermediario. Asi, a mayor estabilizacién por resonancia debida a los grupos

arilo o alcoxiarilo, méds débil podra ser el acido necesario para la liberacion.

& X
R 0 O o—
O, a

X
O_...
Resina de Wanga R = H; X= OH Resina Rink amida, X = NH,
Resina de Sheppard R = OMe; X= OH Resina Tricloroacetimidato, X = OC(NH)CCt,

Figura: 39 Algunas resinas sensibles a condiciones dcidas.




La Resina de Wang: es sin duda una de las resinas mas utilizadas. La liberacién de
ésteres se realiza normalmente con mezclas de TFA/DCM liberando 4cidos
carboxilicos. Se ha publicado un método '™ mediante el cual se pueden liberar
alcoholes (primarios secundarios o terciarios). En ese método se funcionaliza la resina
de Wang para obtener el tricloroacetimidato el cual se acopla con el alcohol. La
liberacidn se logra tratando la resina con TFA/DCM y un catalizador de Lewis. FEl
conector de Wang también se ha utilizado para la inmovilizacién de aminas al
derivatizar primero la resina con el 4-nitrofenil-cloroformiato® para unir los producto
como carbamatos. Otra posibilidad para unir aminas es la aminacién reductiva del
aldehido de Wang. Otro conector muy popular es el de Sheppard el cual al portar un
grupo metoxilo adicional permite que la liberacién se realice con TFA/DCM al § % (ver
Figura: 39).

La Resina de Rink fue también desarrollada para la sintesis de péptidos con el lado C-
terminal como amida. Luego se extendi6é su uso para inmovilizar aminas'”, amidas
sustituidas, tioles y alcoholes'% (ver Figura: 39).

Otros: el conector tritilo se utiliza también para la inmovilizacién de acidos aminas y
alcoholes tiene buena resistencia a 4cidos. A partir de este sistema y para obtener una
resistencia a dcidos mayor atin se disefié el conector fenilfluorenilo. Este conector
difiere del tritilo en que dos de los anillos fenilos estin unidos formando un sistema
fluorenilo. En ese sistema el catién formado para la liberaci6 estd desestabilizado por
su caracter antiaromdtico y como resultado el conector es maés estable comparado con el

sistema tritilo (ver Figura: 40).
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Figura: 40 1) Conector clorotritilo; 2) Conector fenilfluorenilo

Conectores liberados nucleofilicamente: en esta clase se encuentran resinas en las que
la liberacién del producto se realiza con el uso de bases, lo que implica que al final se
requiere un operacion adicional de purificaciéon. La resina hidroximetilo después de ser
transformada en el cloroformiato unido a la resina fue utilizada para producir
dihidropiridonas. Las condiciones de clivaje aplicadas fueron NaOH en metano]'%,
Los anteriores conectores son los més ampliamente usados y entre ellos se encuentra el

que se usé en este trabajo de tesis. Ya que éste no pretende ser un trabajo detallado en

el drea de la sintesis en fase solida solo se hara mencién de la existencia de otras clases.

de conectores con sus referencias para que el lector interesado pueda dirigirse a tépicos
especificos: Conectores liberados fotoliticamente!'®'!!; liberados por procedimientos
con asistencia de metales''?; liberados en condiciones reductivas'"; liberados en
condiciones oxidativas''*; liberados sobre la base de reacciones de cicloadicién y

cicloconversion!!?

- Existe un excelente articulo de revision bibliografica en -el cual
Bradley''® y colaboradores han cubierto en forma detallada el tema de los conectores en

fase s6lida, sus aplicaciones, sus ventajas, desventajas y condiciones de liberacién.
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1.15 OBJETIVO GENERAL

Disefiar y sintetizar peptidomiméticos (azapéptidos y azatidos), partiendo del prototipo
Ac-L-P-F-F-D-NH,, que se espera que inhiban la agregacion de BA v que sean estables

frente a proteasas.

1.16 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefiar secuencias azapeptidicas que pudieran ser de interés para
mejorar la farmacocinética de la secuencia Ac-L-P-F-F-D-NH,.

2. Sintetizar y caracterizar los azaaminoacidos protegidos necesarios para
obtener las moléculas propuestas.

3. Sintetizar la secuencia Ac-L-PA—F-F-D-NHz, con la intencién de estudiar
el efecto sobre la actividad inhibitoria de la agregacion de AB y la
resistencia frente a proteasas al introducir un nitrégeno muy cerca de un
enlace peptidico que se quiere proteger (el enlace peptidico entre Ia

prolina 2 y la fenilalanina 3).

4. Sintetizar la secuencia Ac-L—P-FA-F-D-NHz, con la intencion de estudiar
el efecto sobre la actividad inhibitoria de la agregacion de AB y la
resistencia frente a proteasas al introducir un nitrégeno sobre el enlace
peptidico entre la fenilalanina 3 y la fenilalanina.

5. Sintetizar la secuencia Ac-L-PA—FA-F-D~NH2, con la intencién de
estudiar el efecto sobre la actividad inhibitoria de Ia agregacion de AP y

la resistencia frente a proteasas de la introduccion de dos azaaminoacidos
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que combinan en una sola molécula las modificaciones presentadas en
los dos compuestos precedentes, lo que permitiria ademds de estudiar las
consecuencias sobre la actividad inhibitoria y la resistencia frente a
proteasas demostrar la generalidad de la metodologia sintética aqui
aplicada.

Familiarizarse con las técnicas de evaluacién de la actividad inhibitoria
de agregaciéon de AP en ensayos in vitro de los compuestos asi como
interpretar los resultados obtenidos.

Familiarizarse con las técnicas de evaluacién de la resistencia a hidrélisis
enzimética de los compuestos en ensayos in vitro asi como interpretar los

resultados obtenidos.

1.17 HIPOTESIS DE TRABAJO

Debido a las caracteristicas estructurales y eclectrénicas tan particulares de los
azapapéptidos, seria posible obtener compuestos andlogos de Ac-L-P-F-F-D-NH, que
conserven la actividad inhibitoria de Ia agregacion de AP mostrada por la secuencia a

mimetizar, pero que presenten una mejor estabilidad frente a proteasas,
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2 MATERIALES Y METODOS

Todos los anilisis se realizaron en los equipos que se describirdn a continuacion:
HPLC. Columna Waters Symmetry C8, 50 x 4.6 mm, condiciones MeCN/H;0, 5 a
100% (8 min), lectura de absorbancia 230-400 nm.

LC-MS: Waters ZMD (ES).

ESPECTROMETRO DE MASAS: PE-SCIEX API 150 EX (APl y ESI).
HPLC-PREP: Waters Prep LC4000 sis:.tema equipado con columnas Prep Nova-Pak®
HR C186 pm 60 A, 40 x 30 mm (mueétras hasta 100 mg) o 40 x 300 mm (muestras
hasta 1 g).

"H-NMR: Bruker DPX-300.

2.1 LA SINTESIS DE LOS MONOMEROS

Como se puede observar en el esquema general de reaccion la obtencién de mondmeros

protegidos y activados consta de tres pasos (ver Figura: 41)

b} REDUCCICN DE HIDRAZONAS

0 0 0
)\\OJ\H’NHz + R1JLR2 — A\OJLE’N\Y i
R2

a) OBTENCION DE HIDRAZONAS

<] ACTIVACION DE LOS
MONOMEROS

0 RZY
%0 /U\ﬁ/nwg/x

Figura: 41 Sintesis de monémeros activados.
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2.1.1 OBTENCION DE HIDRAZONAS PROTEGIDAS

THF o Ciclohexano JJ\
/kOJLN/NHz + R17 Rz . >~ /ko N/NY Rl
H ta H
R2

(1-8)

Figura: 42 Obtencion de las hidrazonas

El procedimiento general fue el siguiente: fert-butil carbazato fue disuelto en
ciclohexano o THF (ver Figura: 42). A esta solucién se le agregd gota a gota y a
temperatura ambiente otra solucidn de un equivalente del aldehido o cetona
correspondicnte disuelto en el mismo solvente y la mezcla fue magnéticamente agitada
por el tiempo indicado en la Tabla: 1. En los casos donde la reaccién condujo a la
aparicion de cristales, éstos se filtraron ¥ se recristalizaron en el solvente indicado. En
los demds casos, después de evaporar el solvente el residuo aceitoso fue cristalizado en
el solvente indicado.

La sintesis de los compuestos (1-13) y su caracterizacion ya habian sido
reportados en 19757 asi que la identidad de los productos se relaizo por la asignacion
de homologacion de sus espctros de protones, carbono trece y/o pundos de fucién o
ebullicién. Sin embargo, en esa oportunidad sélo se aislaron los productos mayoritarios
sin considerar la posible formaci6n de isémeros geométricos. En el trabajo actual, al
analizar los espectros de RMN de 'H de las mezclas crudas de reaccion, se detect6 en
algunos casos la formacién de pares de compuestos muy semejantes que parecian ser
isomeros E/Z alrededor del doble enlace carbono-nitrégeno. Una observacidn asi no

parece haber sido descrita antes, si bien tedricamente cabria esperarla. Por lo tanto, se
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decidié intentar la separacién y caracterizacion de los posibles isémeros. Esta tarea

resulté ser mas laboriosa de lo esperado puesto que en algunos casos la concentracion

de uno de los isémeros era muy baja o porque su separacion por CC no fue exitosa.

P | Precursor | R, Ry Pf (°C) |Rend. |t Solvente
(#) | del aaa (%) (h)

I | Boc-V® [CH; CH; | 104 81 6 | CeHja

2 |Boc-L® [ CH(CHs), H |90-91 85 6 | CeHy,

3 | Boc® CH,CHj CH; | 76-78 |93 12 | CeHjz

4 | Boc-F* CeHs H |184-186 | 80 2 | THF/C4H)a
5 |[Boc-Y* |CeHyp-OCH,CeHs |H | 154-155 | 79 2 | THF/C¢Hy,
6 |Boc-K* | CH,CH,CH,NHBoc |H |120-122 | 43 12 | CeHpa

7 |Boc-D* | COOEt H [111-113 |60 12 | Tolueno

8 %C-DA COOEt H |106-109 |10 12 | Tolueno

DATOS ESPECTROSCOPICOS

Tabla: 1 Hidrazonas obtenidas, P (#) = Producto niimero; Pf = Punto de
fusién; Rend. = Rendimiento de Ia reaccidn; aaa = azaaminodcido.

Compuesto 1

'H NMR (CDCl, 300 MHz): 3 1.48 (s, 9H, t-Butilo); 1.79 (s, 3H, CHs); 2.00 (s, 3H

CH;) 7.43 (bs, 1H, CO-NIH-).

H

C NMR (CDCl3, 75 MHz): § 15.8(CHy) 25.2 (CHs) 28.2(C(CHa)s 80.7(C, t-Butilo)

149.7 (C=N) 152.8 (CO).
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Compuesto 2

'"H NMR (CDCl, 300 MHz): 6 1.09( d, 6H, J=6.84 Hz, (-(CH3)2) 1.42(s, 9H, t-Butilo);
2.6 (oct, 1H,CH); 7.05(d, 2H, J=5.7 Hz, -N=CH-) 7.72(bs, 1H, CO-NH-)

“C NMR (CDCl, 75 MHz): 19.8 ((CHy),) 28.3((CH3)sC ) 31.28(CH), 80.84 (C, -
Butilo), 152.28 (C=N) 153 (CO).

Compuesto 3

'"H NMR (CDCls, 300 MHz): 8 1.11( t, 3H, J=7.52 Hz, -CH»-CHj) 1.51(s, 9H, t-Butilo);
1.79 (s, 3H,C=CH3); 2.32(Q, 2H, J=7.49 Hz, -CH>CHs) 7.38(bs, 1H, CO-NH-)

*C NMR (CDCl;, 75 MHz): § 23.16 (CH;CHy) 28.52((CH3)5C ) 29.71( CH;3-C=N)
32.53 (CH3CH.), 81.13 (C, t-Butilo), 153.36 (CO 0 C=N) 154.24 (C=N o CO).
Compuesto 4

'"H NMR (CDCls, 300 MHz): § 1.53 (s, 9H, t-Butilo); 7.32 (m, 3H, 2m, 1p); 7.65(m, 2H,
20); 7.88(bs,1H,CONH); 8.32(bs, 1H, N=CH-Ph).

PC NMR (CDCl3, 75 MHz): & 28.26((CH3)sC ) 81.37 (C, t-Butilo), 127.14(Cj,,)
128.50(C2,) 129.73 (C,) 133.97 (Cipso), 143.66(-N=CH-Ph), 152.54 (CO).

Compuesto 5

'H NMR (CDCls, 300 MHz): & 1.52(s, 9H, t-Butilo); 5.04 (s, 2H, O-CH,-Ph); 6.92(d,
2H, J = 8.8Hz, 20, sistema bisustituido); 7.36(m,5H, protones arométicos sistema
monosustituido) 7.58(d, 2H, J = 8.8Hz, 2p, sistema bisustituido); 7.78(bs,1H,CONH)
8.13(bs, 1H, N=CH-Ph).

'*C NMR (CDCl3, 75 MHz): § 28.23((CH3);C ) 69.95(-0-CH-Ph), 81.10 (C, t-Butilo),

127.14(Cz,) 128.50(C;,) 129.73 (Cp) 133.97 (Cjpso), 143.66(-N=CH-Ph), 152,54 (CO).
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Compuesto 6

'H NMR (CDCl3, 300 MHz): 3 1.45 (s, 9H, t-Butilo) ; 1.51 (s,9H, t-Butilo); 1.73 (m,
2H, CHy); 2.35 (m, 2H, CH3); 3.17 (m, 2H, CHy); 4.70 (bs, 111, -C-NH-Boc); 7.19 (m,
1H, CH=N-); 7.71 (s, 1H, CO-NH-N),

C NMR (CDCl3, 75 MHz): & 156.51(CO); 155.99 (CO) 146.19(-N=CH-); 81.07 (C, t-
Butilo) 80.27 (C, t-Butilo); 39.87(CH,) 29.49 (CHy); 28.48(C(CHs)3); 28.34(C(CHa)3);
26.99 (CH,).

Compuesto 7

'H NMR (CDCls, 300 MHz): & 1.32(t, 3H, .J = 7.2Hz., —CH3); 1.51 (s, 9H, t-Butilo);
4.30 (q, 2H, J="7.2 Hz,-CH2-); 7.53 (s, 1H, E)O-NH—N); 8.98 (s, 1H, N=CH-COQ)

C NMR (CDCl3, 75 MHz): 8 13.93( -CH3) 28.07(C(CH3)s); 61.31(0-CH2); 82.30(C,
t-Butilo); 126.13 (-N=CH-); 151.91(N=CH-C0-0) 162.05(0-CO-N)

Compuesto 8

'H NMR (CDCl3, 300 MHz): § 1.33(t, 3H, J= 7.2 Hz, —~CHs); 1.52 (s, 9H, t-Butilo);
4.30 (q, 2H, J=7.2 Hz, -CH2-); 7.53 (s, 1H, CO-NH-N); 8.73 (s, 1H, N=CH-CO)
BCNMR (CDCls, 75 MHz): & 14.16(CH3) 28.12(C(CHz)3); 61.52(0-CH?2); 82.83(C, t-

Butilo); 134.13 (-N=CH-); 151.51(N=CH-C0-0) 162.50{0-CO-N).
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2.1.2 REDUCCION DE HIDRAZONAS

o 0
H., Pd/C, THF H R
M ner,  mopacTE L
ey ~ ey
R Rz

2

(9-13)
Figura: 43 Reduccién de las hidrazonas.
El procedimiento general para la obtencién los compuestos (9-13) fue el siguiente (ver
Figura: 43): la hidrazona protegida fue disuelta en el solvente indicado en la Tabla: 2 y
se agregd paladio metalico (al 10%) soportado sobre carbén activado. La suspension
fue hidrogenada con agitacién en un hidrogenador de Parr convencional con reactor de
vidrio (60-80 PSI) a temperatura ambiente por el tiempo indicado en la misma tabla, la
mezcla de reaccién se filtr6 a través de Celite®, el solvente se evapord a sequedad y el
producto (todos fueron liquidos) fue purificado, ya sea por cromatografia en colu,mna de

gel de silice o por destilacién a presién reducida.

P#) | aaaProtegido R, R Solvente [ Rend. |t (h)
(%)

9 Boc-V# CH; CH; | THF 78 5

10 Boc-L* CH(CHs), H THF 48 3

11 Boc-I* CH,CH; CH; | THUF 52 4

12 Boc-F* Cel;s H THF/ 87 0.25
MeOH

13 Boc-Y* C¢Hs-p-OCH,C4Hs | H THF/ 100 0.25
MeOH

Tabla: 2 Reduccién de las hidrazonas.
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Compuesto 9:

'H NMR (CDCls, 300 MHz): & 0.98(d, 6H, J = 6.25Hz , CH(CH;),); 1.42 (s, OH, t-
Butilo), 3.10 (m, TH, CH(CHs)y), 3.79(bs, 1H, N-NH-), 6.30(bs, 1H, CO-NH-N).

PC NMR (CDCl;, 75 MHz): & 20.28(CH(CH3);), 28.07(C(CH3);), 50.45(NH-CH-),
79.89(C, t-Butilo), 156.70(CO).

Compuesto 10

'H NMR (CDCl;, 300 MHz): § 0.93( d, 6H, (-(CHy),) 1.46(s, 9H, ¢-Butilo): 1.73(sep,
1H, J=6.70 Hz,CH); 2.66 (d, 2H, J = 6.8 Hz, -N-NH-CH;-) 3.88(bs, 1H, CO-N-NH-),
6.25(bs, 1H, -CO-NH-NH-)

“C NMR (CDCl;, 75 MHz): 8 20.57((CHy),) 26.88(CH2), 28.38((CH3)sC ), 59.97(-
CH-), 80.33 (C, t-Butilo), 156.83 (CO).

Compuesto 11:

'H NMR (CDCls, 300 MHz): § 0.91(t, 3H, J = 7.45 [z, -CH,-CH3) 1.00(d, 3H, J =
6.26 Hz CH-CHj), 1.46(s, SH, 1-Butilo); 2.91 (m, 1H,-CH-); 4.03(bs, 1H,CO-N-NF.)
7.14(bs,1H, CO-NH-)

“C NMR (CDCl;, 75 MHz): & 9.95 (CH-CH3) 17.73(-CH-CHj), 25.501(-CH>-),
28.29((CH3)sC ), 56.56(-CH-), 80.21 (C, t-Butilo), 156.82 (CO).

Compuesto 12

"H NMR (CDCls, 300 MHz): & 1.51(s, OHL t-Butilo); 3.94 (s, 2H, O-CH-Ph); 4.11(bs,
1H,-CO-N-NH)); 6.67(bs, 1H,-CO-NH-NH), 7.26(m, 5H, phenyl)

C NMR (CDCls, 75 MHz): & 28.56(C(CH3)s3 ) 56.11(-O-CH2-Ph), 80.71(C, t-Butilo),

127.83(Cipso), 128.80(Czm), 129.47 (Cz,), 138.10 (C,), 157.18(CO).
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Compuesto 13

1 16
e
O N 3
18% ' H
18 )

Figura: 44 Sistema de numeracion del compuesto 13
'H NMR (DMSO, 300MHz): & 1.40(s, 9H, t-Butilo); 3.80 (s, 2H, NH-CH;-); 5.09(s,

13

=T

2H, O-CH»Ph) 6.96(d, 2H, J = 9.00Hz, 2o, sistema AB); 7.24(d, 2H, J = 9.00Hz, 2p,
sistema AB);  7.38(m,5H, protones  aromaticos  sistema  monosustituido)
8.22(bs,1H,CONH).

C NMR (CDCls, 75 MHz): 5 28.5(C18); 54.3(C4) 69.9(C10) 81.1(C17);114.8(C7);

127.9(C12);128.1(C14); 128.7(C13); 130.0(C6); 130.2(C5); 152.7(C8); 157.1(C1)
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2.1.3 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 16
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Figura: 45 Esquema general para la sintesis de 16

La formacion del anillo de 5 miembros con dos nitrégenos vecinos (pirazolidina) de la
azaprolina fue lograda bésicamente de acuerdo con una metodologia ya descrita (Dutta
y col.)’! En este método el primer paso consiste en la proteccion del nitrégeno libre del
t-butilcarbazato, con Z. Luego de la remocién de los dos protones amidicos con la
formacion (evidenciada por la formacion de una especie coloreada) de un dianidn
usando una base fuerte como el hidruro de sodio se forma el anillo al agregar 1,3-
dibromopropano y una amina terciaria para capturar el HBr formado. El altimo paso es
la remocion del grupo Z por medio la hidrogenacion catalitica. A continuacion se
detallan los procedimientos experimentales para la sintesis de la molécula (4) vy de sus

intermediarios (ver Figura: 45).
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2.1.3.1 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 14

Yoy C.J\of\© + /IZNJ\ I ﬁ/o\ﬂ/“\ﬁko

Figura: 46 Sintesis del intermediario 14

Se disolvieron 10 g (75,7 mmoles) de fert-butil-carbazato en 400 ml de DCM, Inego se
agregd gota a gota una solucién de 25.9 ml (151,3 mmoles) de DIPEA en 100 ml de
DCM. Finalizada la adicién y en la misma forma se agregd una solucion de 11.8 ml
(83,23. mmoles) de cloroformiato de bencilo (Z-Cl) en 100 ml de DCM. Esta mezcla
fue agitada magneticamente por 12 horas, extraida con HCI 0.1 N (5 x 200 n;l), con
salmuera (5 x 200 ml), la fase orgéanica fue secada con MgSOQ, anhidro y el solvente
cvaporado al vacio. El residuo fue un aceite amarillento (20.2 g, 99% de rendimiento).
El andlisis por TL.C mostré un solo compuesto, el que presentd un tiempo de retencién
en HPLC de 3.1 min, el LC-MS mostrd (M-1y =265.22.

'H NMR (CDCl, 300 MHz): & 1.48 (s, 9H, t-Butilo); 5.19(s, 2H, -CH,-Ph); 6.39(bs,
IH, -CO-NH-) 6.63(bs, 1H, ~CO-NH-); 7.37(mm, 5H, fenil)

“C NMR (CDCl;, 75 MHz): & 28,5(C(CHy)s); 68.2(-CH2-Ph); 82.24(C, t-Butilo);

128.94; 136.00; 158.40(t-butil-0-C0O-).
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2.1.3.2 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 15

0 + B ~"Br + NaH

Figura: 47 Sintesis del intermediario 15

En un baldn de tres bocas de 500 ml bien seco,se mezclan 1.5 g de NaH (suspension al
60% en aceite de parafina, 37.5mmoles) en 100 ml de DMF. La mezcla fue enfriada a 0
® Cy se agregd gota a gota una solucién de 3.9 g de 14 (18.8 mmoles; ver Figura 47).
Cuando la mezcla se torné rojiza se agregd otra solucién de 1.91 ml de 1,3-
dibromopropano (18.8 mmoles) en 100 m! de DMF. 30 minutos después la mezcla fue
retirada del bafio de enfriamiento, se Ie permiti6 llegar a temperatura ambiente y se dejo
en agitacion por una noche. El solvente fue evaporado al vacio, el producto crudo
diluido con EtOAc (100 ml), el polvo blanco que precipité fue removido por filtracion,
Ia solucién fue extraida con salmuera (3 x 50ml), secada con MgSO, anhidro y después
de evaporar el solvente se obtuvo un aceite amarille (5.4 g rend = 75 %) con los
siguientes datos: HPLC (3.81 min) LC-MS; LC-MS; (M+1)" =207; (M-1) =265.

'H NMR (CDCl, 300 MHz): & 1.35(s, 9H, t-Butilo); 1.97(m, CH,); 3.20(m, CHy)
3.85(m, CHy); 5.10(m, 2H, -CHZ2-Ph); 7.27(m,5H, fenilo).

¥C NMR (CDCI3, 75 MHz): & 26.0(CH2-CH2-CH2-) 28.46(C(CHj)3); 46.6( N-CHy);

47.1( N-CHy); 68.4(-CH2-Ph); 60.78; 81.96(C, t-Butilo); 128.3(-CHL., aromatico);
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128.4(-CH-, aromdtico); 128.8(-CH-, aromético); 136.6(-C-, aromatico); 156.6.(t-butil-
0-CO-); 157.1(Bz-0-CO-).

Este producto se utilizé en el siguiente paso sintético sin ninguna purificacién

2.1.3.3 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 16

X1 o~
<—_/N O/\©+ H2 o+ Pd—-—)-><<—f\i,jNH

15 16
Figura: 48 Sintesis del intermediario 16

4 g de 15 (13.0 mmoles) se disuelven en 250 ml de MeOH, afiadiendo 0.8 g de paladio
en carbono activado al 10 % (ver Figura: 48). La mezcla se puso en un hidrogenador de
Parr con reactor de acero inoxidable, y se hidrogené a 110 PSI con agitacién por una
noche. Luego la suspension se filiré a través de Celite®, el solvente se evapord al vacio
y el producto crudo (un aceite amarillo claro) se purificé por CC eluyendo con
CsHi2:EtOACc(8:2). datos: HPLC (1.81 min) LC-MS; LC-MS; (M+1)* = 173; (M-1y =
171.

'H NMR (CDClL3, 300 MHz): § 1.42(s, 9H, (C(CH3)5); 1.95(m, 2H,-CH;-); 3.00(m,
2H,-CHz-) 3.36(m, 2H,-CH,-); 3.75(bs, 1H, -N-NH-).

¥C NMR (CDCl;, 75 MHz): 8 28.4(C(CH3)3); 28,8(CH2-CH2-CH2-); 45.96( N-CH.);

48.17(N-CHy); 80.57(C, t-Butilo); 155.45(t-butil-0-CQ-).
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2.1.4 ESQUEMA GENERAL PARA LA SiNTESIS DEL
INTERMEDIARIO 19
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Figura: 49 Esquema general para sintesis del intermediario 19.

alquilacién directa con BzBr (ver Figura: 49),

Para la introduccién de la aza-fenilalanina se recurrié primero a la proteccién de la Boc-
aza-fenilalanina con el grupo protector  4-nitro-benciloxicarbonilo (Nitro-Z) para
obtener el intermediario, 17 el que puede ser visto como una hidracina con un £rupo
protector en cada nitrégeno, por un lado el grupo r-butiloxicarbonil (Boc) y por el otro
el grupo Nitro-Z. Ambos son grupos protectores para aminas mutuamente ortogonales,
es decir, se eliminan en condiciones diferentes, EI siguiente paso es la desproteccion en

medio 4cido (TFA) del nitrégeno protegido con Boc. Por dltimo se realizd una
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2.1.4.1 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 17
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Figura: 50 Sintesis del intermediario 17
Se disolvieron 1.23 g (9.28 mmol) de t-butilcarbazato v 3.1 ml (15.6 mmol) de DIPEA
en 50 ml de DCM. A esta solucién se e agregob gota a gota una solucién de 2,00 g
(9.28 mmol) de cloroformiato de 4-nitrobencilo en 50 ml de DCM, la mezcla fue
agitada magnéticamente por 20 minutos, la solucién fue exiraida con HCI 0.1 N (3 x 30
ml), la fase orgsnica se seco con MgSO; anhidro y el solventese evapord vacio. El
producto crudo, un sélido amarillento (2.45 g, 89 % de rendimiento) fue el esperado.
HPLC, 3.5 min (92 %), LC-MS = 1.65 min; (M+1)" =212; (M-1)"= 310.2 (ver Figura:
50).
Datos espectroscopicos:
'H NMR (CDCls, 300 MHz): § 1.47(s, 9H, t-butilo); 5.32(s, 2H, -CH,-Ph); 6.45(bs, 1H,
boc-NH-) 6.82(bs, 1H, Z-NH); 7.54(d, 2H, J = 9.00Hz, 2o, sistema AB), 8.23(d,2H,J=
9.00Hz, 2p, sistema AB).
C NMR (CDCL;, 75 MHz): & 28.50(C(CHy)s); 66.46(-CH2-Ph-); 82.50(C,t-butil);
124.16(-2(CH)- aromatico); 128.56(-2(CH)-aromético); 143.41(-C- aromatico);148.10(-
C- aromitico); 154.00(-CO-NH-); 170.30(-CO-NH-).

81




2.1.42 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 18

17 18

Figura: 51 Sintesis del intermediario 18

Se disolvieron 2.4 g (7.7 mmoles)de 17 en 6 ml de DCM. Luego se agreg6 gota a gota
2 ml de TFA, la mezcla fue agitada por 2 horas, el solvente evaporado al vacio y se
agregaron 5 ml de Et;0. Los cristales blancos formados (1.2 g, 74% de rendimiento) se
removieron por filtracién. La masa detectada y con los datos espectroscépicos
estuvieron de acuerdo con la estructura esperada: el HPLC mostré un solo pico a Tr =

1.41 minutos, y 0.96 en el LC-MS; M+)" =212 ;(M-1)"= 210.26 (ver Figura: 51 )

'H NMR (CDCl3, 300 MHz): § 3.23(bs, 2H, -NH;-); 5.1(s, 2H, -CH-Ph-); '6.00(bs, 1H,
-CO-NH-); 7.35d, 24, J = 9.00Hz, 20, sistema AB); 8.1 (d, 2H, J = 9.00Hz, 2p, sistema
AB).
¥C NMR (CDCl3, 75 MHz): § 66.70(-CH2-Ph); 123.16(~(CH),- aromdtico); 124.56(-

(CH),- aromatico); 141.41(-C- aromatico);147.10(-C- aromatico); 168.50(-CO-).
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2.1.4.3 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 19
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Figura: 52 Sintesis del intermediario 19,

Se disolvieron 5.2 g de 18 (24.6 mmol) y 6.9 ml de DIPEA (40.9 mmol) en 120 ml
EtOH. A esta mezcla se agregd una solucién de 2.4 ml BzBr (20.5 mmol) en 50 ml de
EtOH, la solucién se someti6 a reflujo por una noche, el solvente fue evaporado al vacio
y luego a la mezcla de reaccion se le agregaron 150 ml de EtOAc. El sélido blanco
formado fue eliminado por filtracidn, el solvente fue evaporado y el producto crudo
sometido a purificacién por CC, eluyendo con CgH;»:EtOAc (8:2) dando 2.2 g (36 % de
rendimiento) de un material que presento los siguientes pardmetros (ver Figura: 52):
HPLC; 3.42 min, LC-MS 1.74 min; (M+)" =302.25 ; (M-1)"=300.24

'"H NMR (DMSO, 300 MHz): & 3.34(bs, 1H-NH-Ph,); 3.91(s, 2H, -CH2-Ph); 5.2(s, 2H,
-CH2-Z-NO,) 7.31(m, 5H, -Ph); 7.57(d, 2H, J = 9.00Hz, 20, sistema AB). 8.22(d, 2H, J
= 9.00Hz, 2p, sistema AB); 8.79(bs,1H, -CO-NH-).

BC NMR (DMsOQ, 75 MHz): § 54.55(-CH,-Ph); 64.43(-CHrZ-NO,); 123.86(-(CH),-
aromatico); 127.20(-(CH),- aromatico); 128,43(-(CH),- aromatico) ;128.80(-(CH),-
aromatico); 138.93(-C- aromatico); 145.19(-C- aromdtico); 147.27(-C- aromatico);

156.91(-C- aromético);166.67(-CO-NH.-),




2.1.5 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 21
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Figura: 53 Esquema general para la sintesis del intermediario 21.

En esta sintesis se partié con una molécula ya antes preparada (ver Figura: 53), la aza-
prolina protegida con Boc 16. Esta se acilé con el cloroformiato de 4-nitrobencilo y por

ultimo se removié el grupo Boc en medio de TFA para obtener el producto.

2.1.5.1 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 20

XL A X
SR & N0 o,

Figura: 54 Sintesis del intermediario 20
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Se disolvieron 3.8 g de 16 (22.1 mmol) y 7.5 ml (5.7 g, .44.13.. mmol) de DIPEA en 50
ml de DCM. A esta solucién se le agrego gota a gota otra solucién de cloroformiato de
4 nitrobencilo (4.7 g, 22.1 mmol) en 50 ml de DCM. La mezcla de reaccidn se agité
por 2 horas, sc extrajo con HC] 0.1 N (3 x 20 ml), la solucién organica se secd con
MgS0y anhidro, el solvente se evaporo al vacio y el producto crudo se purificd por CC
eluyendo con C4H,»: THF (60:40). EI producto, un sélido blanco (1.7 g, 43 %), present6
las siguientes caracteristicas: HPLC, 3.8 min; LC-MS, 1.83 min; M+1)"=352.22 (ver
Figura: 54),

Datos espectroscopicos:

'H NMR (CDCI3, 300 MHz): & 1.39(s, 9H, t-butil); 2.00(m, 21, -CHy-); 3.25(111, 2H,-
CH;-) 3.88(m, 2H,-CHj-); 5.20(m, 2H,-CHy-Z-nitro), 7.47(d, 2H, J =9.00Hz, 2o,
sistema AB), 8.14(d, 2H, J= 9.00Hz, 20, sistema AB).

C NMR (CDCl3, 75 MHz): & 26.00(-CH2-); 28.50(C(CH3)5); 46.53(-CH2-); 47.51(-
CH24), 66.52(-CH,-Z-nitro); 82.27(C t-butil); 124.06(~(CH),- aromatico); 128.52(-
(CH)z- aromatico); 144.10(-C- aromatico); 147.95(-C- aromatico); 156.48(-CO-0-t-

butil), 168.00.(-CO-0-Z-nitro).

2.1.5.2 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 21
fe} 0

X4

Bl i WP
O, e — &y
NO, Tk NO,
21

20

Figura: 55 Sintesis del intermediario 21

85




Se disolvieron 3.2 g (9.11 mmol) de 20 en 15 mi de DCM, luego se agregaron gota a
gota 5 ml de TFA y la mezcla de reaccién se agité por 2 horas (ver Figura: 55). El
solvente fue evaporado a sequedad, al residuo aceitoso se le agregaron 150 ml de éter
etilico y los cristales blancos se recogieron por filtracion (2.8 g, 80% de rendimiento).
La HPLC mostré solo un pico con un tiempo de retencién de 1.38 miny 1.16 min en el
LC-MS; (M+1)" =252.33

Datos espectroscépicos:

'H NMR (CDCl3, 300 MHz): § 2.13(m, 2H, -CH2-); 3.26(m, 2H, -CH2-) 3.58(m, 2H, -
CH2-); 5.32(m, 2H, -CH»>-Ph), 7.67(d, 2H, J = 9.00Hz, 20, sistema AB), 8.23(d, 2H, J =
9.00Hz, 2o, sistema AB), 9.3(bs,1H, -NH-).

C NMR (CDCls, 75 MHz): 8 25.69(-CHy-); 46.35(-CHy-); 46.78(-CHa-); 66.22(-CH,-
Z-nitro); 123.87(-2(CH)- aromdtico); 128.67(-2(CH)- aromatico);  144.29(-C-
aromatico); 147.48(-C- aromatico); 153.76(-CO-0-).

2.2 PROCEDIMIENTOS GENERALES:

A continuvacién de detallan algunos procedimientos experimentales que se aplican de
manera rutinaria en la sintesis en fase solida, tales como: lavado de resina después de
cada paso sintético, remocion de un grupo protector (Boc, Fmoc, Alloc, nitroZ, Z, Bz,
etc.), el test de Kaiser, el test para aminas secundarias y la liberacién del producto de la

resina.




2.2.1 LAVADO DE LA RESINA:

El lavado de la resina después de un paso sintético constituye un pilar del éxito de la
sintesis en fase sélida pueste que es la operacion homéloga a la purificacién que se
realiza en la sintesis en solucion. Las condiciones del lavado dependen de la reaccién
que se realice, pero bsicamente se trata del uso de disolventes o mezclas de ¢llos que
barren un buen rango de polaridad y que ademss pueden hinchar la resina para que Ia
purificacién sea mas efectiva. Por ejemplo:

Después de realizar e] acoplamiento de un aminoicido o un azaaminodcido a Ia resina
(1 g) que se encuenira en un reactor de fase solida se le trata con 8 m] de DCM, se agita
en un agitador orbital por 5 minutos, el solvente se evacta y el proceso se repite dos
veces mas. El mismo ciclo se repite pero con DMF y finalmente se efectiia un tiltimo
ciclo con DCM.

Existen protocolos de lavado especificos: por ejemplo después de la eliminacion de un
grupo protector. En tales casos el procedimiento de lavado sers explicado en detalle a]

momento de ser aplicado.,

2.2.2 REMOCION DE GRUPOS PROTECTORES.

Fmoc: la resina se suspende en 8 ml de solucién al 25 % de pipetidina en DMF, se agita
por 25 minutos en un agitador orbital, el solvente se evactia y se aplica el procedimiento
general de lavado. El ciclo completo se repite una vez.

Alloc: En un reactor de fase sOlida de 500 ml se suspende la resina (p. ej. 9.0 g; 0.27

mmol/g) en una solucién de 6.0 ml (5.2 g, 48.6. mmol) de PhSiH; en 80 ml de DCM,

87-




la mezcla se agita por 5 minutos bajo atmésfera de N, luego se agrega una solucion de
560 mg (0.5. mmol) de Pd(PPh3); en 80 ml de DCM ¥ la mezcla es agitada en un
agitador orbital por otros 20 min bajo atmésfera de N, El solvente se evactia y el ciclo
completo se repite tres veces mas.

Nitro-Z : En un reactor de fase sélida de 250 ml se ponen la resina (p. j. 8.5 g, 0.27
mmol/g) y se suspende en 100 ml de DMF;s por 20 minutos. La DMF se evactia y se
agrega 100 ml de una solucién 2 M en SnCl,, 1.6 M en AcOH y 0.01 M en fenol con
DMF como solvente. La mezcla se agita por dos horas, €l solvente se evaciia y el ciclo
se repite dos veces mds.

Test de Kaiser''®: se utiliza para detectar grupos amino libres. Se toman unos pocos
mg de la resina y se depositan en una ampolla de vidrio, se agrega tres gotas de cada
uno de los reactivos del kit (solucién de ninhidrina al 6% en etanol; solucién de fenol al
80% en etanol; solucién saturada de cianuro de potacio en piri’dina), se calienta a 120
°C por 5 minutos, una coloracién azul de las perlas se toma como un indicativo de
grupos aminos libres en la resina.

Prueba del Cloranilo para aminas secundarias: se colocan una pocas perlas de resina
en un tubo de ensayo y se agregan tres gotas de una solucién al 2 % de acetaldehido en
DMEF y tres gotas de una solucion al 2 % de cloranilo en DMF. La mezcla se deja a 23
°C por 5 minutos. La aparicién de un color azul en la resina es un indicativo de

presencia de aminas secundarias'!.
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2.3 ESQUEMA GENERAL DE, LA SINTESIS DE AC-L-P*F-F-D-

NH,
M 1) Fmoc-D(Obz)-OH, HATU,DIEA
.\a 2) Plperidina, DMF
!

i Ny

My u.—-ﬁ o

O,
/
22

: .
1} Fmoc-F-OH, HATU,DIEA
2} Piperidina, DMF

s O

H_ boc "
Ju @ COCIL, DIPEA, THF

Dos
Ciclos

2) TFA, DCM 95 %

1)Boc-L-OH, HATU,DIPEA
2) TFA.DCM 25%

0 Q
H ,[ I
3) Ace,0 QNT \)Lﬂ I \;)L”*ﬁ
4} H,, PA/C 10%, THE © ° o
0 T

Figura: 56 Esquema general para la sintesis de Ac-L-P*-F-F -D-NH,.

En lo sucesivo 1a presencia de una letra “A” como superindice sobre el codigo de un

aminoacido indica que ese residuc corresponde a un azaaminodcido, por ejemplo como
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€n este caso, el primer compuesto a sintetizar responde a una secuencia
peptidomimética en la cual el aminodcido prolina ha sido reemplazado por una
azaprolina (ver Figura: 56).

La resina que se utilizd_en estas sintesis fue g resina Rink amida pues si se
observa la estructura de la molécula descada se ve que el objetivo es obtener un
azapéptido que tiene su lado C terminal no como 4cido carboxilico libre sino como
amida. La resina Rink amida S un soporte ampliamente utilizado en a sintesis de
peptidos C-modificados, Tiene una excelente estabilidad en medio basico y la

liberacidn de] producto de la resina se realiza con TFA (ver Figura: 57).

2

NH —
0
POI/\O/\/O\/I&I O
VR C
0O
(0}
/

®.
P

Figura: 57 Resina Rink amida
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2.3.1 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 22
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Figura: 58 Sintesis del intermediario 22

En un reactor de fase s6lida se colocaron 11.7 g de resina con 0.23 mmol/g de carga
(ver Figura: 58), se realiz6 un lavado como el descrito en el procedimiento general y se
realizé el test de Kaiser que fue positivo. Luego la resina se suspendi6é en 100 ml de
NMP y se sometid a agitacién en un agitador orbital. Entre tanto se prepar6 una
solucién de 1.8 g (4.1 mmoles) de Fmoc-D (OBz)-OH, 2.05 g (5.4 mmoles) de HATU y
1.74 g (13.5 mmoles) de DIPEA en 100 ml de NMP. Cuando esta solucion se torno
amarilla se agregé sobre la resina en el reactor, el conjunto se agitd por 2 horas y se lavé
como se mencioné antes. El test Kaiser fue ahora positive indicando que el

acoplamiento fue total.
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2.3.2 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 23
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Figura: 59 Sintesis del intermediario 23

La desproteccién del grupo amino protegido con Fmoc fue realizada de acuerdo con el
método general. El test de Kaiser fue positivo (ver Figura: 59).

2.3.3 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 24

23 24

Figura: 60 Sintesis del intermediario 24
Se suspendieron 11.74 g de 23 en 100 m| de NMP, con agitacion. Separadamente se

prepar6 una solucién de 1.56 g (4.1 mmoles)de Fmoc-F-OH, 2.05 g(5.4 mmoles) de
HATU y 1.745 g(13.5 mmoles) de DIPEA en 100 m] de NMP. Una vez que esta Gltima

solucién adquirié un color amarillo, se agregé en una sola porcién sobre la suspension




de resina. La mezcla fue agitada por dos horas, el solvente se evacud y se realizo el

lavado de costumbre. El test de Kaiser fue negativo (ver Figura: 61).

2.3.4 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 25

24 25

Figura: 61 Sintesis del intermediario 25

La desproteccion se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento general para la
remocién de Fmoc. El test de Kaiser fue positivo(ver Figura: 61).

2.3.5 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 26
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Figura: 62 Sintesis del intermediario 26
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Se suspendieron 11.74 g de 25 en 100 ml de NMP, agitando. En paralelo se prepard
una solucién de 1.6 g (4.0 mmoles)de Fmoc-F-OH, 2.05 de HATU y 1.7 g(13 mmoles)
de DIPEA en 100 ml NMP. Una vez que la solucién habia adquirido un color amarillo,
se agrego en una sola porcion sobre la suspensién de resina. La mezcla fue agitada por
dos horas, el solvente se evacud y se realizé el lavado de costumbre. El test de Kaiser

fue negativo (ver Figura: 62).

2.3.6 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 27
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Figura: 63 Sintesis del intermediario 27

La desproteccion se llevs a cabo de acuerdo con el procedimiento general para la

remocion de Fmoc. El test de Kaiser fue positivo (ver Figura: 63).
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2.3.7 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 28
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Figura: 64 Sintesis del intermediario 28

Se disolvieron 3 mg (0.01 mmoles) de trifosgeno en 1 mi de THF seco y se llevaron a
un bafio a —20 °C y bajo atmosfera de nitrégeno. A esta solucion se le agregd una
solucién de 6 mg (0.03 mmoles) de 16, 24 pL (0.14 mmoles) de DIPEA disueltos en 1
ml de THF

La mezcla se agité magneticamente por 1 hora y luego esta solucién fue agregada sobre
una suspensiéon de 100 mg de 27 en 2 ml de THF que se encontraba a la misma
temperatura y bajo atmosfera de nitrégeno. EI conjunto se agité por 30 minutos, se
agregd una solucién de 160 pl de DIPEA en 2 ml de THF, se retiré del bafio de
enfriamiento y se siguié agitando a temperatura ambiente por una noche. El medio de
reacci6n fue evacuado y la resina lavada de la manera habitual. Después de esto el test

de Kaiser fue positivo (ver Figura: 64).
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2.3.8 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 29
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Figura: 65 Sintesis del intermediario 29

7.1 g de la resina 28 fue tratada con 20 ml de TFA al 95 % por 20 minutos por dos
veces. Las soluciones 4cidas se juntaron, el solvente se evaporo casi hasta sequedad, al
aceite rojizo se le agregaron 40 ml de E0, el slido que precipité se purificé por
HPLC-PREP y se se obtuvo 42 mg (30 % de rendimiento) de un compuesto con Tr 3.6
minutos en la HPLC, 1.82 en la LC-MS: (M+1)* = 615.56, (M-1)" = 613.84 (ver Figura:

65).
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2.3.9 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 30
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Figura: 66 Sintesis del intermediario 30

Se disolvieron 42 mg (0.07 mmoles) de la sal trifluoroacética de 29 y 58 pl (0.34
mmoles) de DIPEA en 3 ml de DCM. A esta solucion se le agrego una solucion recién
preparada de 24 mg (0.10 mmoles) de Boc-L-OH, 52 mg (0.14 mmoles) de HATU y 60
1l(0.34 mmoles) de DIPEA en 4 ml de DCM. El conjunto se agité magneticamente por
2 horas, la mezcla de reaccién se diluyé con 50 ml de DCM y se lavo sucesivamente
con NaOH 1 N (2 x 10ml ), 4cido ciirico 10% (2 x 10ml) y salmuera (2 x 10 ml). La
fase orgdnica se secé con MgSO0; anhidro, el solvente se evaporo y el producto crudo
(32 mg) fue suficientemente puro para continuar con el siguiente paso: HPLC 5.2 (86.26

%); LC-MS, (M+1)" = 827.98, (M-1) = 825.95 (ver Figura: 66).
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2.3.10 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 31
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Figura: 67 Sintesis del intermediario 31
32 mg (0.06 mmoles) de 30 se disolvieron en 3 ml de TFA al 25% en DCM. La

solucién fue agitada por dos horas, el solvente se evapord v al crudo se le agregaron 10
ml de Et;0. El sélido resultante era un compuesto casi puro con las siguientes
caracteristicas (22 mg, 98 % de rendimiento), Tr = 3.38 min en la HPLC (86.85%) y
1.71 min en la LC-MS (M+1)* = 728.05; (M-1) = 726.5 (ver Figura: 67).

2.3.11 SIN TESIS DEL INTERMEDIARIO 32
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Figura: 68 Sintesis del intermediario 32
Se disolvieron 10 mg (0.01 mmoles)de 31 y 8 pl (0.05 mmoles) de DIPEA en 5 ml de

DCM. A esta solucién se le agregd gota a gota una solucién de 11 pi (0.12 mmoles)de
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Acz0 en 2 ml de DCM y la mezcla fue agitada por dos horas. La HPLC mostré un pico
principal a Tr = 4.4 min (49.3%), y 1.33 min para la LC-MS: (M+1)" = 770.14; (M-1) =
768.00 (ver Figura: 68).

2.3.12 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 33
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Figura: 69 Sintesis del intermediario 33

Se disolvieron 90 mg (0.12 mmoles)de 32 en 100 ml de MeOH, se agregé (2 gotas) de
AcOH como catalizador, 50 mg(0.47 mmoles) de Pd/C 10 % y la mezcla se sometié a
hidrogenaci6én en un hidrogenador de Parr a 100 PSI. Una hora después la mezcla de
reaccion se filtré a traves de Celite®, el solvente se evapord y el producto crudo se
purificé por HPLC-PREP. Se obtuvieron 44 mg (55 % de rendimiento) de 33 con Tr =
3.36 min en la HPLC (98.96%) y 1.27 min en la LC-MS (M+1)" = 679.§9; M-Iy =

677.99 (ver Figura: 69).
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2.4 ESQUEMA GENERAL PARA LA SINTESIS DE AC-L-P- FA-F-

D-NH,
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Figura: 70 Esquema general para la sintesis de Ac-L-P-FA-F-D-NH,
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En el esquema general para la sintesis de Ac-L-P-FA-F-D-NH, (ver Figura: 70) se
empez6 con la insercion de acido aspartico con el grupo alilo como protector de la
cadena lateral, a diferencia del peéptido anterior en el que el aspartato sc protegid con un
grupo bencilo. En este caso se evité el uso de este grupo pues su eliminacion (por
hidrogenacién catalitica) no es compatible con el ahora introducido grupo N-bencilo que
porta la azafenilialanina. También, para lograr hacer una sintesis completa en fase
s6lida, se recurri6 al uso del grupo protector Nitro-Z el cual fue separado en condiciones
reductivas con SnCly. El resto de la sintesis sigui6 las mismas pautas que para la
molécula anterior. A continuacién se detalla cada uno de los pasos sintéticos por

separado,

2.4.1 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 34
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Figura: 71 Sintesis del intermediario 34
En un reactor de fase sélida de 500 ml se depositaron 25 g de resina Rink amida (0.23

mmol/g), se le realizé el lavado de rutina antes descrito, se realizé el test de Kaiser el
cual fue positivo, se suspendio la resina en 100 ml de NMP vy se llevé a agitacion en un

agitador orbital. En forma paralela se preparé una solucién de 4.0 g (10.3 mmoles) de
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Fmoc-D(Oalloc)-0OH, 5.1 g (13.5 mmoles) de HATU y 5.7 ml (33.7 mmoles) de DIPEA
en 100 ml de NMP. Cuando esta solucién se habia tornado amarilla se agregé sobre la
suspension de la resina, todo el conjunto se agito por dos horas, la solucién se evacud y

se realizé el lavado de rigor. El test de Kaiser fue negativo (ver Figura: 71).

2.4.2 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 35
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Figura: 72 Sintesis del intermediario 35

La remocién del grupo protector Fmoc se realiz6 de acuerdo al protocolo antes descrito.

El test de Kaiser fue positivo (ver Figura: 72).

2.4.3 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 36
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Figura: 73 Sintesis del intemediario 36




La resina 35 procedente del paso anterior se suspendié en 100 ml de NMP y se llevé a
agitacion en un agitador orbital. En forma paralela se prepar6 una solucién de 3.92 g
(1.5 eq) de Fmoe-F-0H, 5.1 g (2.0 eq) de HATU y 5.7 ml (5 eq) de DIPEA en 100 ml
de NMP. Cuando esta solucion se habia tornado amarilla se agregd sobre la suspension
de la resina, todo el conjunto se agit6 por dos horas, la solucién se evacué y se realizé el
lavado de rigor. El test de Kaiser fue negativo (ver Figura: 73).

2.4.4 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 37
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Figura: 74 Sintesis del intermediario 37

La remocién del grupo protector Fmoc se realizé de acuerdo al protocolo antes descrito.

El test de Kaiser fue positivo(ver Figura: 74).




2.4.5 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 38

Aeben “C @

I , DIPEA — -
o N + wn. Moz 4  TRIPHOSG + o Nmz
N7 N N
H
Q

Figura: 75 Sintesis del intermediario 38
A una solucidn enfriada a -20 °C de 35 mg (0.12 mmoles)de trifosgeno en 5 ml de THF

se le agregd una solucién de 105 mg(0.35 mmoles) de 19 y 210 u(1.2 mmoles) de
DIPEA en 2.5 ml de THF, Esta mezcla fue agitada bajo atmdésfera de N2 por 2 horas y
luego se agregé a una suspension también enfriada de 720 mg de la resina 37 en 15 ml
de THF. Dos horas después la mezcla fue retirada del bafio de enfriamiento y se dejo
en agitacion por una noche a temperatura ambiente. El test de Kaiser fue negativo. Se
realizo la liberacién de una pequeiia muestra de la resina con TFA 95 %. La HPLC
mostré solo un pico a 4.31 min y la LC-MS con 1.98 min (M-+1)" = 646.93; (M-1)* =

644.79 (ver Figura: 75).
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2.4.6 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 39
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Figura: 76 Sintesis del intermediario 39
La resina 38 (25 g, 0.27 mmol/g) fue pretratada con 200 ml de DMF por 20 minutos,

luego el DMF fue evacuado y el solido fue tratado tres veces con 200 ml de una
solucién 2 M en SnCly; 1.6 mM en AcOH y 0.01 M en fenol en DMF, por 2 horas cada
vez. Luego el solvente se evacud y la resina se lavé secuencialmente con DMF;
DCM:TEA 9:1; DMF y finalmente con DCM (2 x 100 ml, 5 min, 2 veces con cada
solvente. El test de Kaiser fue positivo (ver Figura: 76 ),

La resina 39 se dividié en dos porciones de aproximadamente 12 g cada una. Una de
ellas se usarfa para continuar con Ia sintesis de Ac-L-P-FA-F-D-NH,. y la otra para

efectuar la sintesis del compuesto Ac-L-PA-F A-F—D-NHz.




2.4.7 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 40
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Figura: 77 Sintesis del intermediario 40

fmoc

La resina 39 (8.5 g) fue suspendida en 100 de NMP y se mantuvo bajo agitacién en un
agitador orbital. En forma paralela se prepara una solucién de 1.2 g (3.44 mmoles) de
Fmoc-P-OH, 1.7 g (4.6 mmoles) de HATU y 1.9 ml (11.5 mmoles) de DIPEA. Cuando
esta solucién se habia tornado amarilla se agregé sobre la resina, el conjunto se agité
por dos horas, €l solvente se evacué y la resina se lavé de la manera usual. El test para

aminas secundarias fue negativo(ver Figura: 77).

2.4.8 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 41
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Figura: 78 Sintesis del intermediario 41

La remocién del grupo protector Fmoc se realizé de acuerdo al protocolo antes descrito.

El test para aminas secundarias fue positivo. LC-MS; (M-1)* = 562.35 (ver Figura: 78).
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2.4.9 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 42
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Figura: 79 Sintesis del intermediario 42

La resina 41 (8.5 g) fue suspendida en 100 de NMP y se llevd a agitacién en un agitador
orbital. En forma paralela se preparé una solucién de 1.2 g (1.5 eq) de Fmoc-L-OH, 1.7
G (2.0 eq) de HATU y 1.9 ml (5 eq) de DIPEA. Cuando la solucion se hubo tornado
amarilla se agreg6 sobre la resina, el conjunto se agitd por dos horas, el solvente se
evacud y la resina se lavd de la manera usual. El test de Kaiser fue negativo (ver

Figura: 79).
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2.4.10 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 43
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Figura: 80 Sintesis del intermediario 43

La remocion del grupo protector Fmoc se realizé de acuerdo al protocolo antes descrito.

El test de Kaiser fue positivo (ver Figura: 80).

2.4.11 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 44
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Figura: 81 Sintesis del intermediario 44
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8.5 g de la resina 43 se suspendieron en una solucién de 1.6 ml(9.18 mmoles) de
DIPEA en 150 ml de DCM. A esta suspension se le agregé una solucién de 2.16 ml de
Ac0 (22.9 mmoles)en 50 ml de DCM, la mezcla fue agitada por 3 horas, el medio
evacuado y la resina lavada de la manera usual. El test de Kaiser fue negativo. LC-MS;
M+1)"=720.12; (M-1)"= 718.28 (ver Figura: 81).

2.4.12 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 45
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Figura: 82 Sintesis del intermediario 45

En un reactor de fase sélida de 500 ml se suspendieron 8.5 g (0.27 mmol/g) de la resina
44 en una solucién de 5.6 ml PhSiH; (20'eq), en 80 ml DCM, bajo atmésfera de N,. La
mezcla de reaccion se agit6 por 5 minutos, luego se agregé una solucién de 530 mg
(0.2 eq) de Pd(PPhs)4 en 80 ml de DCM, la mezcla se agité nuevament por 20 minutos,
el medio de reaccién se evacué y el ciclo completo se repité 4 veces. Luego la resina
fue lavada con DMF:H,0 (9:1), 3 x 150 ml; DMF 3 x 150 ml; DCM 3 x 150 ml por 5

minutos cada vez (ver Figura: 82).
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Figura: 83 Sintesis del intermediario 46

Laresina 45 fue tratada con 150 ml de TFA por tres horas, la solucién acida se evacud y
la resina se lavé con DCM 3 x 150 ml. Las soluciones 4cidas se juntaron y el solvente
se evapor¢ al vacio. El producto crudo se purificé por HPLC-PREP, dando 48 mg (3.2
% de rendimiento). Presenté Tr = 2.9 minutos en la HPLC y 1.34 minutos en la LC-

MS; LC-MS; (M+1)" = 680.40; (M-1)" = 678.10 (ver Figura: 83).
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2.5 ESQUEMA GENERAL PARA LA SINTESIS DE AC-L-P*-F*-F-
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Figura: 84 Esquema sintético general para Ia sintesis de Ac-L-P*-F*-F-D-

NH,.

111




La sintesis de Ac-L-PA-FA-F-D-NH, parti6 con el uso del intermediario comiin
inmovilizado 39 que proviene de la sintesis de Ac-L-P-FAF-D-NH,. El primer paso
consisti6-en el acoplamiento del intermediario 21 para la introduccion de la aza-prolina.
La remocién del grupo protector nitroZ dejé la nueva resina lista para la mtroduccion de
la fimoc-leucina, después de la desproteccién en medio basico. La acetilacion del lado
N-terminal con Ac,O protege el producto final contra la accién de exopeptidadasas.
Posteriomente la remocién del grupo protector alloc en condiciones reductivas permitid
que la cadena lateral del 4acido aspartico quedara come 4cido libre. Finalmente la
liberacion del producto de Ia resina se realizo en medio acido (TFA) (ver Figura: 84).

Los detalles de cada paso sintético se describen a continuacién:

2.5.1 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 47
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Figura: 85 Sintesis del intermediario 47

A una solucion enfriada (-20 °C) de 433 mg (1.5 mmoles) de trifosgeno en 15 ml de
THF seco y bajo atmésfera de N; se e agregd una solucién de 1.6 g (6.4 mmoles) de 21
y 800 pi (2.0 mmoles) de DIPEA en 10 ml de THF. Esta mezcla fue agitada por 2 horas
¥ luego se adicioné sobre una suspensién de 9.0 g de la resina 39, 2 ml de DIPEA y 250

ml de THF. Después de la viltima adicién la mezcla se agité por 2 horas mas, se retird




del baiio de enfriamiento y se dejé en agitacién por una noche. Después de realizar una
liberacién de unos pocos miligramos se confirmé segtin la HPLC que la reaccién no
habia sido completa. Luego el proceso se repitié, al cabo de lo cual el test de Kaiser fue
claramente negativo y la HPLC mostré un pico principal a 3.6 minutos y 2.09 para la
LC-MS. (M+1)" = 745.5; (M-1)" = 742.81 (ver Figura: 85).

2.5.2 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 48
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Figura: 86 Sintesis del intermediario 48

Para la remocién del grupo protector se recurri6 al mismo procedimiento que se usé en

la sintesis del intermediario. 39. El test para aminas secundarias fue positivo (ver
Figura: 86).

2.5.3 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 49
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Figura: 87 Sintesis del intermediario 49
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La resina, 48 (9.0 g) fue suspendida en 100 de NMP y se llevé a agitacién en un
agitador orbital. En forma paralela se prepard una solucién de 1.3 g (3.6 mmoles) de
Fmoc-L-OH, 1.7 g (4.9 mmoles) de HATU y 1.9 ml (12.1 mmoles) de DIPEA. Cuando
la solucion se hubo tornado amarilla se agrego sobre la resina, el conjunto se agito por
dos horas, el solvente se evacué Y la resina se lavé de la manera usual. El test de Kaiser
fue negativo (ver Figura: 87).

2.5.4 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 50
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Figura: 88 Sintesis del intermediario 50

La remocién del grupo protector Fmoc se realizé de acuerdo al protocolo antes descrito.

El test de Kaiser fue positivo (ver Figura: 88).

2.5.5 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 51
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Figura: 89 Sintesis del intermediario 51
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9.0 g (0.27 mmoles/g) de la resina 50 fue suspendida en 100 ml de DCM y 0.8 ml (4.86
mmoles) de DIPEA, el conjunto de agité por 20 minutos, luego se le agregd una
solucién de 0.21 ml (3.6 mmoles) de AcCl en. 20 ml de DCM, el conjunto fue agitado
por 2 horas, el medio de reaccion evacuado y la resina lavada de la manera usual (ver
Figura: 89).

2.5.6 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 52
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Figura: 90 Sintesis del intermediario 52

La resina 51 (9 g, 0.27 mmol/g) fue tratada bajo atmésfera de N, y con agitacion con
una solucion de 5.9 ml de PhSiH; (5.2 g, 48.6 mmoles) en 80 ml de DCM por 5
minutos, luego se le agregé otra solucién de 562 mg (0.5 mmoles) de Pd(PPh;); en 80
ml de DCM, la mezcla fue agitada nuevament por 20 minutos, el medio se evacué y el
ciclo completo se repitié cuatro veces. Luego el medio fue evacuado y la resina lavada

dos veces con cada uno de los siguientes solventes o mezclas: DMF:H,0 (9:1)2 x 150,

DMF 2 x 150 ml, DCM 2 x 150 ml por 5 minutos cada vez (ver Figura: 90).
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2.5.7 SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 53
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Figura: 91 Sintesis del intermediario 53

La resina 52 (9.0 g, 0.27 mmol/g) fue tratada con 150 ml de TFA a 50 °C por 10
minutos, la solucién acida fue evacuada y la resina lavada con DCM 3 x 150 ml. Las

soluciones écidas se juntaron, el solvente se evaporé al vacfo, y el producto crudo se
purificé por HPLC-PREP. El producto (1 mg) en la HPLC tuvo un tiempo de retencién

de 2.4 minutos y 1.33 en la LC-MS. (M+1)" = 681.40; (M-1) = 679.00 (ver Figura: 91)

2.6 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD FRENTE A
PROTEASAS
Ensayo in vitro de la estabilidad de las moléculas: Los péptidos se prepararon como
soluciones I mM en PBS. Se toman 20 pl de esta solucién y se diluyen con 80 il de una
solucidn fresca ya sea de plasma sanguineo humano o de homogeneizado de cerebro de
rata (en 1X PBS, 0.5% X-100 Triton). La solucién se incuba a 37°C por 24 horas.
La reaccion se detiene agregando un cocktail completo de inhibidores de

proteasas (Roche, Mannheim, Alemania). Las protefnas del plasma o del
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homogeneizado de rata se precipitan agregando un volumen de mezcla de reacion en
cuatro volumnes de Metanol frio (0 °C) dejando en reposo por 1 hora a -20°C. Las
ampollas con las proteinas precipitadas se centrifugan (10000 x g, 10 min, 4°C) y la
pella se separa por filtracion y el sobrenadante que contiene el péptido se concentra al
vacio hasta reducir su volumen a una quinta parte. El producto crudo se analiza por
HPLC en fase reversa y el 4rea del pico (deteccién por UV a 205 nm) que corresponde
al péptido intacto se compara con el area del pico obtenido con 20 pl de la misma

solucién madre de péptido incubado en agua.

2.7 DETERMINACION DEL PODER INHIBITORIO DE
AGREGACION DE AB.

Ensayo celular para evaluar la actividad. Se preparan soluciones de ABi.4; de una
concentracién de 0.5 mg/ml en Tris 0.1 M, pH 7.4. Estas soluciones se incuban solas o
con las moléculas a evaluar a diferentes concentraciones por 36 h a 37°C con buena
agitacion. Al final del perfodo de incubacidn se agrega la cantidad necesaria de la
solucién a un medio de células PC12 tal que la concentracion final de AP sea 5.5 uM.
Las células se incuban por 24 horas y luego la viabilidad celular se evalia usando el

método del MTT siguiendo las instrucciones del fabricante (Roche, Manmnheim,

Alemania).
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 SINTESISY (;ARACTERIZACI(')N DE LOS
AZAAMINOACIDOS

En el desarrollo de esta tesis se sintetizé una gama de componentes protegidos con Boc
para la introduccién de diferentes azaaminoacidos (FA, PA YA T4, LA, DM ete). La
mayoria de ellos se prepard en dos pasos: el primero consistente en la obtencién de las
hidrazonas formadas entre el fers-butilcarbazato y el aldehido o cetona correspondiente
(ver Tabla: 1)y el segundo en la reduccién de las hidrazonas (ver Tabla: 2 ).

En la primera etapa se detecté por medio del andlisis de datos espectroscopicos
la presencia de isomeros geomsétricos que variaban en su relacion de concentraciones
dependiendo del componente en cuestién. Tales isémeros no han sido reportados aun
en la literatura, dado que los datos publicados para tales hidrazonas se basan el isémero
mayoritario purificado. Aunque en el presente trabajo se invirtié algun tiempo tratando
de separar y caracterizar las parejas de isémeros, no se se tuvo éxito en tal empresa
En algunos casos su separacién no fue posible debido a la similitud de su
comportamiento cromatografico y en otros la concentracion del isdmero minoritario no
fue lo suficientemente alta como para hacer préctica su separacion.

En la sintesis del intermediario 21 se evalué la ruta mostrada en la Figura: 92 pero
desafortunadamente, el paso de la formacion del heterociclo solo condujo a una
compleja mezcla de productos sin evidencia del producto. Esto podria entenderse si se

tiene en cuenta el grupo nitro pudo haber sido reducido por el hidruro de sodio ya sea
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hasta la amina aromatica correspondiente o a cualquiera de las especies previas a su
reduccién (Nitroso, Hidroxilamina, Azo..etc). Por ese motivo ese intemediario se

sintetiz6 partiendo del componente 16 y no de la manera rapida mostrada en la figura

Figura: 92.
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Figura: 92 Sintesis de 20 por una via “rapida”

3.2 REACCIONES MODELQO PARA EL ESTUDIO DE LA
FORMACION DE DIAZATIDOS

El esquema sintético que se queria desarrollar fue inspirado en el trabajo de Janda,” lo
que implicé que como primer paso se tenia la sintesis de azaaminoacidos activados y
protegidos para luego acoplarlos con otros azaminodcidos. En el presente caso los
agentes activantes que dieron mejores resultados fueron el bispentafluorofenilcarbonato
y el cloroformiato de 4-nitrobencilo. El azaaminoacido escogido en primer término
para desarrollar la quimica de activacién fue la azafenilalanina por razones de deteccion
en el UV (ver Figura: 93). Como segundo azaaminoicido se escogio el 4-

nitrobencilcarbazato (derivado de azaglicina) debido a que se espera que la azaglicina
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sea peor nucledfilo de toda la familia de azaaminodcidos. De esta manera se podria
especular que si se encontraban condiciones de reaccién adecuadas para esta pareja
seria muy probable que éstas se pudieran extrapolar a cualquier otra pareja de
azaaminodcidos. Los resultados y las condiciones evaluadas se indican en la Tabla: 3

Como puede verse, aqui se comprueba lo antes establecido en la literatura acerca de la
reactividad de esta clase de azaaminoacidos, pero lo importante de esta experiencia fue
que se logro aislar y caracterizar el producto esperado aunque en un rendimiento
desprovisto de utilidad préctica (0.2%) que, sin embargo, demostrd que la reaccién se

produce.

A ,ﬁ\ﬁf.\[? : “*“\Hio/\g\ e jL (© /\©\m

Figura: 93 Reaccién modelo para el acoplamiento de diazatidos usando
componentes presintetizados.
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Condlmonesvﬁ‘;&u 53
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S
Rendlmlento

= iSolv: Baseﬁ *??l'é‘r"flﬁé*?i T:empb' -
4 nltrofenolato THF - t.a 48h n.d.
4-nitrofenolato THF |DMAP| 50°C 48h n.d.

4-pentaflucrofenolato | THF [DMAP| 50°C 48h Trazas en masas
4-nitrofenolato DMF | TEA | 50°C 48h Trazas en masas

4-pentaflucrofenciato | DMF | TEA | 50°C 48h Trazas en masas
4-pentafluorofenolato| DMF | TEA | 100°C 48h 0.2%

Tabla: 3 Diferentes condiciones de reaccién evaluadas para la sintesis de
diazatidos usando componentes presintetizados.
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El siguiente cromatograma muestra un pico con tiempo de retencién 4.1 minutos (0.2%
de rendimiento) que, segin la LC-MS, corresponde al producto esperado. Los picos
mayoritarios corresponden a materiales de partida y a compuestos no identificados (ver

Figura: 94).

Processed Channel: PDA 254.0 nm
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Figura: 94 Cromatograma (HPLC) de la mezcla cruda de la mejor reaccién
(Rend = 0.2 %) de sintesis de diazditidos usando componentes
presintetizados

Los resultados anteriores condujeron a la bisqueda de otras condiciones y metodologias
sintéticas diferentes para resolver el problema de la poca reactividad de los derivados de
azaaminodcidos ya descrita en la literatura. En el articulo ya citado de Janda® se
plantea que los carbamatos (i) no son en realidad la especie activa al momento del
acoplamiento sino mds bien intermediarios con estructuras de isocianato (iii) y que por
esa razon los azaaminoécidos con el patron de sustitucién que se propone en esta tesis

(i1) no se pueden acoplar (ver Figura: 95)
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Figura: 95 Segiin la literatura la imposibilidad de formar el isocianato
intermediario (iii) explicaria el fracaso en la obtencién de diazatidos usando
componentes del tipo (ii)

La soluci6n a tal problema se encontré despues de razonar que si se esta tratando con
i
especies que son pésimos nucleéfilos la posibilidad de sintetizar, purificar por CC y
almacenar una especie como (ii) sin descomposicién es un indicio de cuan estable (poco
reactiva) es tal especie. Frente a un mal nucleéfilo no es una buena practica usar ese
tipo de unidades “activadas” asi que se recurrio al uso de condiciones “one pot” (ver
Figura: 96) de manera que la especie activa se formara in sifu y se acoplara
inmediatamente con el Boc-azaaminoacido. Se probaron varios agentes acilantes y
condiciones de reaccién (ver Tabla: 4)Tabla: 4) y se encontraron condiciones en las que
el acoplamiento se lograba con buenos rendimientos demostrando que {a hipdtesis de la
necesidad de formacion de un isocianato intermediario no es una condicién absoluta y

necesaria.
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Figura: 96 Sintesis de un diazatide usando condiciones “one pot”

DN e S BRI B
Condisisnesie w ITB B n
T Ak *!%Rend (HPLC)
e e e e 524 | .‘;"\", ""i;»‘*,w SRS U
Hante. solvente| i %efgtg‘f Tiempo: |~ 5 e
R Ch il o T el KON el Kl B
B DCM ta 2h Trazas en masas
B NMP 100°C i5h Trazas en masas
A DCwM [;I\g:P ta 15 h Trazas en masas
C DCM L;N;/;P ta 15 h Trazas en masas
A Dioxanc gIEA t.a 4h 12
eq.

DIEA o
A THF 6 eq. 0°C 12h 8
A THF | oA -20°C 12h 7

edq.

DIEA -
A THF 6 eq. -20°C 4 h 70

DIEA o
B THF 6 eq. -20°C 4 h 47

DIEA -20°C/ t.a./-
A THF 8eq. 20°C 5h 28

DIEA -20°Ch.a./-
B THE | geq. 20°C 5h 7

Tabla: 4 Condiciones evaluadas para la sintesis de un diazitide usando
condiciones “one pot”; A = Trifosgeno; B = Bispentafluorofenilcarbonato, C =
Carbonildimidazol.
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A continuacién se muestra el cromatograma (HPLC) de la mezcla cruda de la reaccién
mas exitosa lograda usando condiciones “one pot” (70 % de rendimiento). Como era de
esperar, los mejores resultados se obtuvieron con el uso de un electréfilo enérgico como
el trifosgeno (A). También se obtuvieron buenos resultados con bis-
(pentafluorofenil)carbonato (B). Si se comparan los cromatogramas (Figura: 94 y
Figura: 97) se puede apreciar directamente el logro significativo que representa aplicar

estas nuevas condiciones.

Processed Channel: PDA 254.0 nm
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Figura: 97 Cromatograma (HPLC) de la mezela cruda de la mejor reaccién
de sintesis de diazitidos usando condiciones “one pot”

3.3 SINTESIS DE LAS MOLECULAS PROPUESTAS

Teniendo en cuenta la informacién no publicada de que al someter el compuesto patrén
(iAB5) a diferentes mezclas de proteasas los enlaces mas susceptibles de hidrélisis o

“débiles” de la molécula eran los enlaces peptidicos entre [aP2 y[a F3 yentrelaF3 y
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la F4 se decidi6 sintetizar en primer término los compuestos Ac-L-PA-F-F-D-NH,, Ac-

L-P-F*-F-D-NH, y Ac-L-PA-FA-F-D-NH, (ver Figura: 98 ).

Ac-L-P-F-F-D-NH2
Compuesto a ser mimetizado

|

qr,.k OH
Oﬁ/ 0 N ©

A0

Figura: 98 El compuesto patrén y sus miméticos.

En la sintesis de las moléculas propuestas la eleccién como soporte polimérico

de la resina Rink amida se debi6 a que las moléculas objetivos tienen el lado C-terminal
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modificado como amida y con este soporte es posible unir un 4cido carboxilico y liberar
una amida. Ademds, por su estabilidad frente a medios basicos este soporte es
compatible con el uso del grupo protector Fmoc. En cada uno de los pasos sintéticos
desarrollados en fase solida el seguimiento del curso de la reaccion se hizo de una
manecra cualitativa usando pruebas como el test de Kaiser o el test para aminas
secundarias. En estos casos la tnica informacién que se obtenia era de si se el grupo
amino estaba libre o protegido. En algunas ocasiones se realizé una liberacion parcial
(hecho sobre unos pocos miligramos de resina) cuyo producto se analizé ya sea por
HPLC o LC-MS. Si se encontraba la masa molecular del producto esperado y se
observaba la desaparicion del la masa molecular del material de partida, se tomé esta
informacién como criterio suficiente para continuar con el siguiente paso sintético.

La sintesis del primer compuesto, Ac-L-P*-F-F-D-NH, (ver Figura: 56), utilizd
una metodologia mixta que combiné sintesis en fase s6lida y sintesis en solucién. Esta
heterogeneidad se debi6 a la necesidad de introducir el componente aza-Prolina-Boc
pues, una vez fijado éste a la resina, la remocién del grupo Boc hizo que no solo sc
lograra la desproteccion sino que ademas la molécula se soltara de Ia resina. Esto hizo
que la sintesis fuera mas laboriosa, pero aunque se encontré un método desarrollado por
K. Burgess % para la remocién de Boc sin nececidad de usar TFA, (empleando
TMSOT! y 2,6-lutidina), desafortunadamente al aplicarlo no fue posible remover el
grupo protector. '

Con Ia intencién de desarrollar una metodologia completamente en fase sélida

para la sintesis de los compuestos venideros se decidié recurrir al uso de otro grupo
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protector diferente de Boc para la introduccion del azaaminoacido. Fue asi como se

decidié utilizar el grupo 4-nitrobenciloxicarbonilo (NitroZ) '*!

, €l cual puede ser
removido usando condiciones reductivas como el SnCl, con cantidades catalilicas de
acido acético y fenol. El uso de este grupo protector permitié que toda la secuencia se
pudiera realizar en fase sélida de acuerdo con lo previsto.

El rendimiento global de las sintesis varié entre 1 y 3 %, lo que a primera vista
luce como un rendimiento muy bajo. En realidad esto no es asi, pues teniendo en
cuenta que cada sintesis tiene alrrededor de 14 pasos el rendimiento promedio de cada

paso oscila entre 72 y 78 % respectivamente, lo cual es muy satisfactorio en una

primera aproximacion.

3.4 SON LOS COMPUESTOS INHIBIDORES DE AGREGACION
DE AB...?

Cuando se compararon los compuestos Ac-L-PA-F-F-D-NH, y Ac-L-PA-FA-F-D-NH,
con la molécula de referencia Ac-L-P-F-F-D-NH; se observé que ambos fueron menos
solubles (1 mg/ml), lo cual podia dificultar los ensayos bioldgicos. Aunque habria sido
deseable realizar experimentos adicionales para corroborar tal insolubilidad, éstos no
fueron desarrollados debido a la poca cantidad de producto disponible.

De corroborarse esta menor solubilidad de los compuestos esto seria esperable,
pues teniendo en cuenta que un azapéptido es una molécula mas plana que la molécula
mimetizada, su flexibilidad restringida podria tener el efecto de exponer mas los grupos

lipofilicos disminuyendo su solubilidad en agua. De cualquier manera estos son datos




preliminares. En un futuro con la sintesis de una mayor cantidad de compuesto se
podrdn realizar ensayos completos para evaluar de manera fidedigna la solubilidad de
tales compuestos.

El ensayo sc realiz6 con soluciones saturadas de los compuestos (1 mg/ml) en
PBS, desgraciadamente a estas bajas concentraciones el efecto inhibidor de la
agregacion no es alto, no solo para los compuestos sino también para el compuesto de
referencia, lo que hace mds inciertas las comparaciones, .Asi después de la incubacitn

‘se encontré:

COMPUESTO PORCENTAJE DE INHIBICION
Ac-L-P-F-F-D-NH, 17.60 +2.90
Ac-L-PA-F-F-D-NH, 8.80 +2.90
Ac-L-P-FA-F-D-NH, 0.60 -+ 2.90

Tabla: § Actividad inhibitoria de agregacién AR de los compuestos
sintetizados.

Como puede verse en la Tabla: 5 ni los peptidomiméticos ni el compuesto de referencia
tienen una buena actividad inhibitoria. A esta concentracién, aunque la solubilidad es
menor, la estabilidad de los nuevos compuestos hace que éstos sean interesantes como

candidatos para continuar su desarrollo como sustancias de utilidad farmacolégica.

3.5 ESTABILIDAD DE LOS COMPUESTOS FRENTE A
PROTEASAS

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de estabilidad del compuesto de referencia
(Ac-L-P-F-F-D-NH;) y de los compuestos Ac-L-PA-F-F-D-NH, (Aza-Pro) y Ac-L-P-

FA-F-D-NH, (Aza-Fen) sintetizados en esta tesis se muestran en la Tabla: 6
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Tiempo (h)

iCompuesto Sistema proteico 0 0.5 1 2 4 6 24

Ref Homogeneizado 200 116 48 3.6 3.6 4 4
\Aza-Pro Homogeneizado 200 188 184 184 178 178 160
Aza-Fen Homogeneizado 200 178 178 174 130 174 142
Ref _[Plasma 200 | 194 | 194 | 192 | 188 | 188 | 148
iAza-Pro Plasma 200 182 194 1952 196 196 186
iAza-Fen Plasma 200 0 192 | 194 | 192 | 194 | 186

Tabla: 6 Concentracién remanente (1M) de los compuestos en funcién del tiempo
frente a dos sistemas proteicos (homogeneizado de cerebro de rata y plasma
sanguineo).

A pesar de tratarse de un sistema complejo de proteasas y sustratos en lugar de un
ensayo con una proteasa especifica y un sustrato Gnico, el anilisis estadistico de los
datos mostré que estos se ajustan bastante bien a un modelo de una cinética de pseudo-

primer orden (ver Tabla: 7).

Datos de InJcompuesto] = A + BT
A B rk
Ref en homogenizado 5.60 + 0.28 2.05+025 ]0.97
Aza-Pro en homogenizado| 5.24 +0.01 -0.01 £0.001 10.79

Aza-Fen en homogenizado| 5.22 +0.02 -0.011+0.002 10.83

Ref en plasma 5.29 £0.01 -0.012 = 0.001 [0.99
Aza-Pro en plasma 5.28 £0.01 -0.002 £ 0.001 [0.68
Aza-Fen en plasma 5.28 +0.01 -0.002 £ 0.001 }0.66

Tabla: 7 Parametros del modelo lineal de los datos de estabilidad de los
compuestos frente a proteasas
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Luego cuando se graficd el logaritmo natural de la concentracién remanente del
compuesto en funcioén del tiempo para ambos sistemas proteicos, se produjeron lineas

rectas de ecuacién In[Compuesto] = A + BT. (ver Figura: 99 y Figura: 100)

7.59

Ln{Compuesto)

0.0 T T |
0 10 20 30

Tiempo/h

= Referencia + Aza-Bro v Aza-Fen

Figura: 99 Estabilidad en homogeneizado de cerebro de rata
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N
i
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» Referencia + Aza-Pro * Aza-Fen
Figura: 100 Estabilidad en plasma sanguineo
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En esta ecuacion, el signo negativo de la pendiente (B) esta en acuerdo con el
seguimiento de la desaparicién de un sustrato en funcidén del tiempo, su magnitud da
una idea de la velocidad de la degradacion, asi una pendiente muy negativa indica que
la degradacion es rapida mientras que una pendiente cercana a cero es una indicacion de
que la reaccidn se esta dando muy lentamente.

Como puede observarse directamente de las figuras (Figura: 99 y Figura: 100 ) la
velocidad de la degradacion de los compuestos es menor que la del compuesto de
referencia.

El calculo del tiempo de vida media de los compuestos (ver Figura: 101) en ambos
sistemas da una idea clara idea cuantitativa del grado de mejoramiento de la estabilidad
de los compuestos, por ejemplo en al caso de los compuestos en homogeneizado de
cerebro de rata se observa que el compuesto de referencia solo tiene 0.02 dias (29
minutos) el compuesto Aza-Pro presenta un tiempo de vida media de 3.79 dias y el
compuesto Aza-fen presenta un tiempo de vida media de 13.86 dias, los que representan

189 y 693 veces el tiempo de vida media del compuesto de referencia respectivamente
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Figura: 101 Tiempo de vida media de los compuestos

La interpretacién de los excelentes resultados de estabilidad encontrados y que
confirmaron una de las hipotesis de este trabajo se basa en un balance entre los factores
diferenciales a los que se hizo referencia en el apartado “propiedades estructurales de
los azapéptidos”. Un factor que deberia ser importante es el hecho que en los
azapéptidos el nitrégeno amidico es mas dcido comparado con el de un péptido normal.
Esta menor basicidad haria que cn el paso en el que la enzima y el sustrato forman un
estado intermediario tetrahédrico, la protonacion del nitrégeno amidico seria
cuantitativamente menor, lo que disminuiria la velocidad del proceso catalitico. Ademas
tal estado intermediario también podria ser estabilizado por el par libre del nitrégeno
extra.

Como se quiere remarcar en la Figura: 98, los dos enlaces “débiles” de la

molécula patron (los marcados con rojo) son “protegidos” contra la hidrélisis
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enzimdtica al pasar de una estructura puramente peptidica a una estructura tipo
azapéptido pues los enlaces amidicos se transforman en enlaces tipo urea.

La urea es un grupo funcional que en el laboratorio requiere condiciones mas
extremas de hidrdlisis comparada con las amidas. Esta baja reactividad puede
explicarse si se considera una urea como una “diamida” en la cual los dos atomos de
nitrégeno estan en conjugacion con el grupo carbonilo.

Se ha planteado que la alta resistencia de los azapéptidos comparada con los
péptidos frente a la hidrélisis enzimatica radica en un mecanismo de inactivacion de
proteasas'?>, Por ejemplo, si se considera el caso de una proteasa de serina (ver Figura:
102), en el primer paso del ciclo catalitico, se da la formacion reversible y rapida XeP
complejo enzima inhibidor, seguida por una lenta acilacién del grupo hidroxilo de la
serina (esto debido a la baja reactividad del grupo carbonilo del azapéptido) del sitio
activo. La enzima acilada (una carbazil enzima), como consecuencia de los efectos
electronicos, es mucho mads estable frente a la hidrélisis comparada con la enzima

acilada de la manera usual (es decir una acil enzima).

o Q
H
Complejo Acilacion pept—N~ )’l\ -Ser.
PBpl"‘H\N)j\O/RZ + HO—Ser—E Reversible —_—— P ’f o7 TE
| Enzima-Inhibidor R1
R1
Desacilacion

Pepl”'ﬁ\NH + CO, + HO—Ser—E

i
R1

Figura: 102 Accién de una proteasa de serina sobre un azapéptido.




Obsérvese que mientras en la hidrélisis de un péptido, la desacilacién de la enzima
libera el lado C-terminal del nuevo fragmento, en el caso de los azapéptidos se producen

un fragmento que carece del grupo carboxilo y CO,.
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4 CONCLUSIONES

En la obtencién de las hidrazonas necesarias para la sintesis de los azaaminodacidos
scgin la estrategia desarrollada en esta tesis, se detectd la presencia de isomeria
geométrica alrrededor del enlace imidico. La descripcion de estos pares de compuestos
no se ha registrado aun en la literatura.

Aunque la bibliografia cientifica® habia descrito la sintesis de az4tidos como solo
posible en una direccién (N a C), la cual no es compatible con la metodologia utilizada
para 'obtener péptidos debido a los problemas de racemizaciéon que enfrenta cualquier
sintesis de esa naturaleza, aqui se demostré que también es posible la sintesis en la
direccion C a N. Este hallazgo permite pensar en un futuro desarrollo de sintesis
automatizadas de pequefias colecciones de peptidomiméticos (azdtidos y azapéptidos)
dentro de un mismo lote lo que aumenta la probabilidad de encontrar moléculas
optimizadas con el uso del concepto de azapéptidos.

Si bien los rendimientos globales promedio por paso de las sintesis en fase solida
aqui desarrolladas fueron mayores del 70 %, estos rendimientos no son considerados
buenos en general en este formato de sintesis. Una posible explicacién podria ser que el
uso de TFA puro como medio de liberar el compuesto final de la resina catalice la
descomposicion del producto. Tal inconveniente podria superarse si se encontrase otras
condiciones de liberacion de los productos de la resina Rink amida, condiciones que
hasta el momento no existen en la literatura, o bien desarrollando un soporte andlogo a

esta resina que permita el liberacién en condiciones mds suaves.

6




El trabajo realizado constituye una prueba simultinea de dos conceptos: que
azapéptidos de estructura adecuada pueden servir como inhibidores de la agregacion de
AR y que estos compuestos son mas estables frente a proteasas que los péptidos de
secuencia similar. Si sc tienc en cuenta que un solo peptapéptido (como el compucsto
de referencia Ac-L-P-F-F-D-NH;) puede generar una familia de 32 peptidomiméticos
(constituida por el péptido, azapéptidos y un azitido) en los se tendrian todas las
posibles permutaciones de atomos de carbono por atomos de nitrégeno, el verdadero
potencial de este clase de peptidomiméticos como inhibidores de la agregacion de AB
solo se conocera cuando se pueda evaluar toda la familia completa, pues es muy posible
que en algunos casos, debido a la naturaleza tan particular de los azapéptidos y los
azatidos se pueda lograr una molécula que se sea activa oralmente, lo que constituiria un

verdadero paradigma en el desarrollo de cualquier estrategia terapéutica,

Por uitimo, el mejoramiento de la estabilidad frente a proteasas que presentan los
azapéptidos sintetizados en este trabajo permite pensar en su aplicacion al disefio de
otros péptidos pequefios de utilidad farmacolégica y abre la puerta a la posibilidad de
aplicar este concepto en el disefio de firmacos no peptidicos en los que la presencia de

un enlace amidico constituya un punto débil de la molécula.




5 PUBLICACIONES GENERADAS EN ESTA
TESIS

Se patento el desarrollo de una nueva metodologia sintetica para la obtencion de
“AZAPEPTIDOS y AZATIDOS”

Lopez, 1,J; Riickie T; EP 02102673. 7, Dic 02 2002.

In la actualidad se esta preparando un manuscrito para ser publicado tan promnto como la
empresa SERONO, propietaria de los derechos de la patente, de su autorizacién para

publicar.
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6 PROYECCIONES A FUTURO DE ESTA TESIS

A pesar de que en esta tesis se demostré que ia sintesis de péptidos, azapéptidos y
azatidos es posible dentro de una estrategia de sintesis de C a N terminal de mancra
sistematizada, para hacer esta estrategia aun mas util se deberian considerar los
siguientes factores en trabajos futuros:

Implementar la remocién del grupo protector Boc bajo condiciones apréticas,
por ejemplo con ¢l uso de dcidos de Lewis.

Mejorar los rendimientos en la remocién del grupo protector Nitro-Z.

En el mercado existen farmacos de naturaleza peptidica (Nociceptin, Endomorphin-1,
Endothelin-1, Damgo, Mastoparan, Pepstatin A, Ciclosporinas...etc). Tales sustancias
enfrentan todos los problemas farmacocinéticos que los péptidos tienen. La
metodologia desarrollada en esta tesis podria ser utilizada para mejorar tales farmacos
desde el punto de vista farmacocinético. Un ejemplo préctico seria realizar ensayos de
hidrélisis enzimatica con alguno de los péptidos antes mencionados o con alguna droga
no peptidica que presente un enlace tipo amida, para determinar cual(es) es(son) el(los)
producto(s) principal(es) de degradacién. Con esta informacién se podria proponer cual

seria(n) el(los) producto(s) a sintetizar.
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