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Resumen

En los ultimos afos, las estructuras peptidicas han adquirido un auge considerable debido
a la amplia gama de actividades bioldgicas que presentan. Independientemente de las
proteinas, cuyas funciones biolégicas son ampliamente reconocidas, los pequefos
péptidos son estructuras que han adquirido un gran interés dadas sus caracteristicas
estructurales sencillas y las interesantes actividades biolégicas que desarrollan, entre las
gue se pueden mencionar la antibidtica, antifingica, herbicida, antiviral y la
anticancerigena.

En el presente trabajo se explora la sintesis de nuevos péptidos lineales analogos del
dipéptido GABA-Glicina, dipéptido cuya actividad bioldgica a nivel neuronal ha sido
determinada. Los andlogos sintetizados consideran la incorporacion del acido 2,4-diamino
butirico (DABA), como analogo estructural quiral de GABA, el cual podra conferir nuevas
actividades y funciones a los péptidos obtenidos.

Se reporta la sintesis de GABA-Gly como sistema modelo para el desarrollo de pruebas
bioldgicas posteriores, asi como de DABA-Gly como analogo quiral del primero. Los
rendimientos obtenidos fueron moderados, encontrandose dificultad en la
transformacion de la (L)-glutamina al acido 2,4-diaminobutirico, lo cual debe ser revisado

en trabajos posteriores para mejorar los rendimientos.



Abreviaturas

GABA
DABA
NMDA
DIPEA
Cbz
PDIA
SOCl,
THF
i-BuOCOCI
Glu

Gly

Gln
Na,COs
(t-Boc),
AcOEt
CHsCN
NaOH

Acido y-aminobutirico
Acido-2,4-diaminobutirico
N-metil-D-asparagina
Diisopropiletilamina
Cloroformiato de bencilo
Diacetato de iodobenceno
Cloruro de tionilo
Tetrahidrofurano
Cloroformiato de isobutilo
Acido glutdmico

Glicina

L-glutamina

Carbonato de sodio
Di-ter-butil-dicarbonato
Acetato de etilo
Acetonitrilo

Hidréxido de sodio
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Glosario de términos

Proteinas.- Son macromoléculas que contiene carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y
azufre. El cuerpo adulto y delgado de una persona presentan entre el 12 y 18% de
proteinas; existen diferentes clases de proteinas que cumplen con tareas especificas
como: estructurales, reguladoras, contractiles, inmunoldgicas, de transporte y cataliticas

(Tortora y Derrickson, 2006).

Aminodcidos.-(aa) Son moléculas que contienen un grupo amino, un grupo carboxilo y
una cadena lateral que marca diferencia entre los aminodacidos. Son los mondémeros de las
proteinas y existen al menos 20 aminodcidos que conforman las proteinas (Tortora y

Derrickson, 2006).

Dipéptido.- Unidn de dos aminodcidos por enlace peptidico (Tortora y Derrickson, 2006).
Receptor celular.- Molécula especifica o grupo de moléculas que se encuentran en un
tejido especifico que reconocen y se une a un ligando particular (Tortora y Derrickson,

2006).

Glutamato.- Es el idn carboxilato del dcido glutdmico (Tortora y Derrickon, 2006).



Agonista.- Es aquella sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular y provoca una
respuesta en la célula o tejido con el fin de estimular una funcién o efecto (Tortora y

Derrickson, 2006).

Neurotransmisor.- Son moléculas presentes en las terminaciones axdnicas que se liberan
en la hendidura sindptica en respuesta a un impulso nervioso que cambia el potencial de

membrana de la membrana postsindptica (Tortora y Derrickson, 2006).

Plasticidad cerebral.- Es la capacidad adaptativa del sistema nervioso central para
disminuir los efectos de lesiones, a través de cambios que modifican la estructura,
distribucién y nimero de sinapsis, mecanismo donde yace la formacién de la memoria a

largo plazo (Davila, 2011).



1. Introduccion

La sintesis de péptidos es un proceso que se viene realizando desde hace mucho
tiempo. Todo comenzd en 1901 con Emil Fisher, quien con su trabajo establecio la quimica
de las proteinas, y desarrolld la sintesis del dipéptido glicil-glicina, comprobando asi su
hipdtesis de que los aminoacidos estaban unidos entre si por un enlace amida al que
denomind peptidico. Posteriormente, la evolucion de la sintesis fue lenta, ya que fue
necesario proteger el grupo amino de un aminoacido y de igual modo, el grupo carboxilo
del otro aminoacido; con esto se logré tener disponibles a un grupo amino y a otro
carboxilico para la formacién del enlace peptidico de manera selectiva. Desde la
antigiiedad, se ha tenido interés en la generacion de este tipo de moléculas debido a la
variedad de actividades que presentan, particularmente las proteinas, polipéptidos de
vital importancia para la funcidn fisiolégica de los seres vivos, éstas fueron estudiadas por
Vincent du Vigneud en 1953, quien fue capaz de sintetizar el primer polipéptido funcional,
la hormona oxitocina, ganando con ello el premio nobel; los estudios de Vigneud y otros
mas sentaron las bases para el desarrollo de nuevos métodos de obtencién tanto de
proteinas como de péptidos (Navarrete, 2007).

En afios recientes, se ha optado por la investigacion en la sintesis de péptidos
ciclicos con pequefas modificaciones en sus estructuras y con la incorporacién de
aminodcidos no proteinogénicos, que por sus propiedades quimicas, fisicoquimicas vy
farmacoldgicas son mejores candidatos para su uso en el desarrollo de farmacos

innovadores. Numerosos analogos de péptidos se han sintetizado con el objetivo de



identificar los parametros estructurales que permitan el desarrollo de la actividad
bioldgica. El cambio sistematico de aminodcidos esta limitado por la variedad de
combinaciones de los aminoacidos proteinogénicos en péptidos bioactivos; sin embargo,
la quimica combinatoria a abierto una serie de nuevas perspectivas. Ademas, la
sustitucion de los aminoacidos por otras moléculas no proteinogénicas y la incorporacion
de moléculas o grupos isostéricos, hoy en dia es una modificacién viable (Sewald y Dieter,
2002).

El descubrimiento de nuevos farmacos a partir de moléculas de bajo peso
molecular que consideran su amplia estabilidad quimica y su viabilidad sintética ha
demostrado que, compuestos activos pueden ser facilmente reconocibles, tal es el caso de
dipéptidos formados por la unidon de GABA con glicina, como inhibidor del receptor NMDA
en el sitio de glicina, ya que este receptor es una diana terapéutica importante implicada
en la plasticidad sindptica, el desarrollo neuronal, el aprendizaje y la memoria, sin
embargo estos son muy similares a los inhibidores conocidos de la glicina en su sitio
NMDA tales como D-alanina, D-serina, 5-D-cicloserina. Conociendo estas caracteristicas, el
intercambio de aminodcidos por un andlogo de este, como pudiera ser el acido 2,4-
diaminobutirico y diversos aminoacidos naturales y no naturales podria conducir a
derivados de gran similitud estructural, y de actividad biolégica desconocida hasta el
momento (Kong et al. 2009).

En el presente trabajo se analiza la factibilidad de la incorporacién del
diaminoacido acido 2,4-diaminobutirico, un aminodcido no natural obtenido a partir del
aminodcido natural L-glutamina, en pequefios péptidos que posteriormente seran

sometidos a estudios bioldgicos.



2. Antecedentes

Las proteinas son biopolimeros de elevado peso molecular conformados por
unidades monoméricas denominadas aminodcidos, los cuales se unen entre si mediante
un enlace amidico mejor conocido como enlace peptidico. Los aminoacidos son sélidos
cristalinos no volatiles que se funden a temperaturas muy elevadas, son insolubles en
disolventes no polares, pero apreciablemente solubles en agua. Existen 20 aminoacidos
que forman a las proteinas, todos ellos coinciden estructuralmente, llevan unido un grupo
carbonilo y un grupo amino al mismo dtomo de carbono tetraédrico denominado carbono
a, también estd unido a un atomo de hidrégeno y una cadena lateral (R). Los a-
aminodacidos son los mas abundantes en la naturaleza y poseen multiples propiedades por
lo que pueden ser utilizados ampliamente en la industria alimentaria, farmacéutica y
guimica (Nelson y Cox, 2005).

Desde hace mas de una década, el nimero de aminoacidos naturales y los
sintetizados mediante procesos quimicos es mayor a 1000, entre ellos podemos encontrar
los o, B, ¥y los 6 aminoacidos (Navarrete, 2007).

De igual modo podemos encontrar dos estereoisdmeros de cada aminodcido,
especificamente enantidmeros, es decir, imagenes especulares que no pueden
superponerse una con la otra y que poseen propiedades fisicas idénticas exceptuando la

direccion en que desvian el plano de la luz polarizada.



/\ NH,
HoOC NH; Hooe” . >

a-aminodcido B-aminodcido

/\/\ NH,
HOOC NH, HOOC///\\\\///A\\\///

y-aminodcido 6-aminoacido

Figura 1. Diferentes tipos de aminoacidos (Navarrete, 2007).

Si la rotacion del plano es a la derecha se les denomina dextrdgiros (d) y si es a la

izquierda levogiros (/). Los L aminodcidos son los que forman a la gran mayoria de las

proteinas. Esta caracteristica de los aminoacidos es importante recordarla para la sintesis

de péptidos (Navarrete, 2007).

Durante la sintesis de los péptidos y proteinas se debe formar un enlace amida, y

esto constituye un reto para la obtencidn de la mayoria de los péptidos sintéticos. Para la

estrategia de formacion de esta unidn se tienen que considerar los siguientes puntos:

a)

b)

d)

e)

La proteccion del grupo amino de un aminoacido.

La proteccion del grupo carboxilo del segundo aminoacido.

La proteccion de los grupos funcionales de la cadena lateral al aminodcido de
ambos.

El acoplamiento de los dos aminodacidos protegidos para formar el enlace peptidico.

La desproteccidn de los grupos protectores de los aminodcidos.

Parte de los requisitos para poder formar el péptido son los grupos protectores

que llevaran los aminoacidos en sus grupos funcionales, respectivamente, considerando

los siguientes aspectos: econdmicos, facil disponibilidad, evitar la creacién de nuevos

centros estereogénicos, tener un rango especifico y buena separacion por métodos

cromatograficos (Soriana, 2002).



En una reaccién de acoplamiento de péptidos tipico, el acido carboxilico de uno de
los aminoacidos se activa inicialmente por un reactivo de acoplamiento de péptidos
adecuado, y después se hace reaccionar con el grupo amina del segundo aminoacido para

producir el péptido deseado (So Yeop, 2002).

o o o R,
. . R . OH
R _|_ R» \)J\ Reactivo acoplamiento ' !
OH - OH - N
-H,0
NH, o)

NH,

ZIlnn

I
N

Figura 2. Esquema general de sintesis de un dipéptido (So Yeop, 2002).

Basicamente existen tres vias para obtener péptidos a escala industrial: el uso de
microorganismo recombinantes, el uso de plantas o animales transgénicos, la sintesis
qguimica. Las dos primeras vias tienen en comun que involucran diversas etapas, mientras
que la tercera, complementa en cierto grado las dos primeras. La opcién de organismos
recombinantes es atractiva para péptidos grandes (> 50 residuos de aminodcido), donde la
sintesis es muy cara y técnicamente mas dificil; las mayores desventajas son el costo que
involucra, que debe ser para péptidos de mas de 33 aminoacidos, y la imposibilidad de
incorporar aminoacidos no naturales en la secuencia sintética, lo que dificulta la busqueda
de compuestos mds estables metabdlicamente asi como la produccién de péptidos
producto del metabolismo secundario de otras especies. Se han podido incorporar
aminodacidos no naturales en proteinas expresadas, pero esta incorporacion se reduce a
posiciones muy concretas de la secuencia (Debkova et al., 2003).

Otra de las principales desventajas de esta técnica respecto a la sintesis quimica
para péptidos de tamafo pequeio es la elevada cantidad de tiempo que se ha de invertir
antes de la produccién de las primeras cantidades de compuesto, ademas de la toxicidad
del producto, que puede hacer que el microorganismo sea sensible al producto sintetizado

(Jiménez et al., 2004).



La técnica de uso de plantas o animales transgénicos esta en auge debido a la gran
eficiencia del proceso, permitiendo una produccién de producto mucho mas elevada que
en el caso de las técnicas recombinantes tradicionales sin la necesidad de utilizar
fermentadores cada vez mas grandes en la etapa de escalado. La sintesis de principios
activos mediante técnicas transgénicas no estd afectada por la polémica en torno al uso
de transgénicos, ya que el producto final se purifica del resto del organismo transgénico,
dando lugar a un producto puro totalmente descrito e idéntico al producido mediante
técnicas tradicionales, en contraposicion a los alimentos producidos de tal manera, donde
la legislacién es mucho mas estricta; aun asi esta técnica conserva varias desventajas
como: tan solo se pueden sintetizar péptidos que contengan los 20 aminoacidos
proteinogénicos, se necesita un tiempo de desarrollo previo elevado antes de la
produccién del primer gramo de compuesto, para sintesis de péptidos pequeiios resulta
dudosa, el producto sintetizado no debe ser toxico para el organismo que lo produce
(Jiménez et al., 2004).

La sintesis quimica es un método simple en cuestién al tiempo necesario para la
obtencién de las primeras cantidades de producto es minimo, se pueden incorporar
aminodacidos no proteinogénicos, y se pueden sintetizar un gran niumero de moléculas e
incorporar a bibliotecas de analogos de manera rdpida y efectiva, sin embargo, sus
desventajas es un proceso menos ecoldgico, no se pueden considerar péptidos grandes, y
la produccién de grandes cantidades de compuesto es costosa. Asi mismo la sintesis de
péptidos se divide en dos estrategias muy diferenciadas, la sintesis en solucién y la sintesis
en fase sdlida. La primera en solucidn sigue la filosofia de la quimica orgdnica tradicional,
se basa a través de un esquema sintético utilizando reacciones, una desventaja es que el
proceso no es eficiente porque hay etapas de purificacidn en cada ciclo de sintesis, siendo
atil para 2 a 15 aminodcidos, se puede considerar tedioso y largo pero existen diversos
péptidos comerciales sintetizados mediante esta metodologia como: felipresina (9

aminodcidos), glipresina (12 aminoacidos), enalaprilo (2 aminodcidos), bivalirudin (20



aminodcidos), goserelina (10 aminodacidos) y las calcitoninas (31-32 aminoacidos) (Jiménez
et al., 2004).

Por su parte, la sintesis en fase sélida nacié en 1963 cuando Merrifield describid
por primera vez la sintesis de péptidos (Lloyd, 1997). Se basa en hacer crecer el péptido
sobre un polimero insoluble, mediante una metodologia igual que la clasica pero mucho
menos tediosa al realizar las purificaciones en cada paso mediante una simple filtracién.
Esta metodologia permite reducir el tiempo de sintesis de péptidos de varios meses a
pocos dias, se puede automatizar y es aplicable a la sintesis de extensas bibliotecas de
compuestos para la busqueda de nuevos agentes terapéuticos (Jiménez et al., 2004). Sin
embargo, este método de sintesis mantiene un costo muy elevado y si el péptido obtenido
no cuenta con actividad deseada o benéfica se corre el riesgo de pérdidas, por el tiempo y

costos invertidos (figura 3).
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Figura 3. Explicacion de la sintesis en solucidn y fase sélida (Jiménez et al., 2004).



Existen reportes de una gran serie de reactivos utilizados en los métodos de
acoplamiento de aminoacidos con gran variedad de compuestos quimicos asociados a sus
grupos y sus diferentes mecanismos de accion, algunos son de bajo costo, sin embargo, la
mayoria tienen un precio bastante elevado. Cualquiera de los métodos que se emplee
requiere de una combinacidn de alto rendimiento y, en el caso de a-aminodcidos, bajos
niveles de racemizacidn. Esta combinacidn de factores se han de tener siempre presente a
la hora de preparar nuevos reactivos para llevar a cabo la formacién del enlace peptidico.
Durante las ultimas décadas, hay una gran evolucion tanto en el desarrollo de nuevos
métodos de activacion de aminoacidos y fragmentos peptidicos para el acoplamiento,
como de su aplicacidn en solucion y en fase sélida. La sintesis de péptidos en solucidn, aun
es utilizada para la produccidn a gran escala en la mayoria de las aplicaciones industriales
(Soriana, 2002).

En la tabla 1 muestra algunos de los grupos protectores mads utilizados en Ia
sintesis de péptidos, asi como también los agentes activantes del grupo carboxilo

(Cervera, 2012).

Tabla 1. Reactivos importantes en la sintesis de péptidos (Cervera, 2012).
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Al momento de elaborar la sintesis en fase liquida se debe considerar la
optimizacién del proceso colocando los grupos o activadores que produzca los mayores
rendimientos con el nimero minimo de pasos para poder obtener un buen proceso. Tal es
el caso del grupo protector Boc, el cual es un grupo facil de eliminar mediante hidrdlisis
acida utilizando dacido trifluoroacético; para el grupo protector Cbz se debe eliminar por
hidrogenacion catalitica (esta se hace en condiciones especiales) que son para cubrir la
nucleofilicidad del grupo amino; para proteger la parte del carboxilo del otro aminoacidos
se realiza una esterificaciéon del acido carboxilico utilizando alcoholes primarios,
secundarios, etc En el caso de los grupos activadores hay varias consideraciones en su
grado de toxicidad, la reactividad del mismo, su proceso de eliminacién, como producto
de la reaccidn, caso particular las sales de fosfonio son muy dificiles de eliminar como las
carbodiiminas; mientras que los cloroformiatos de etilo e isobutilo, sales uronio son muy
favorables para esta reaccidn ya que proceden con facilidad, y no requieren técnicas tan
elaboradas para su purificacidon (Navarrete, 2007).

Los péptidos presentan un amplio espectro de potenciales beneficios clinicos.
Existen seis amplias categorias para la aplicacion terapéutica de péptidos:
antibidticos/antifungicos, antivirales, desérdenes en el sistema inmune, enfermedades
cardiovasculares, desérdenes neuronales y cancer (Jiménez et al., 2004).

En la actualidad los aminoacidos y los péptidos han ganado un gran interés debido
a la formacién del enlace peptidico y su aplicaciéon en distintas dareas tales como:
alimentos en donde se utiliza aspartame (2 aminoacidos), que es un edulcorante con
caracteristicas agradables al gusto sin proveer aporte calérico; en el area farmacéutica el
caso de farmacos peptidicos como corticotropina humana (41 aminoacidos), factor de
liberacion de la hormona de crecimiento (29 aminoacidos), Fuzeon o T-20 que es un
compuesto desarrollado por Trimeris y Roche para disminuir la carga del virus del sida en
pacientes por debajo de los niveles detectables. PharmaMar S. A. esta desarrollando un

compuesto de origen peptidico con propiedades antitumorales; Aplidin producto de



origen marino aislado de Aplidium albicans y obtenido actualmente mediante sintesis
guimica (Jiménez et al., 2004).

Varios polipéptidos naturales vy sintéticos poseen importante actividad
antimaldrica, asi péptidos mas cortos presentan actividad antimalarica potente. También
se han descrito, entre ellos dipéptidos lineales di-, tri-, tetra-y pentapéptidos y sus
analogos ciclicos, este Ultimo conocido como dicetopiperazinas, aln conservan el nucleo
fundamental para preservar la actividad antimalarica (Pérez et al., 2012).

El dcido 2,4-diaminobutirico es un aminodcido no proteinogenico que se encuentra
presente en semillas y tejidos de plantas Lathyrus silvestris, se distribuye entre
cloroplastos y vacuolas intracelulares (Castiglone, 2010); asi mismo se conoce que un
polipéptido solo con el 2,4-diaminodcido, fue utilizado en estudios in vivo, sobre los
efectos antitumorales de inmunoterapia en una célula dendritica, se demostré que el
sistema suprime significativamente el crecimiento del tumor (lwashita et al., 2005).

En base a lo anteriormente descrito, la generacién de pequefios péptidos que
incorporen aminodcidos no naturales y que presenten una potencial accién bioldgica
resulta de gran interés desde el punto de vista de la quimica orgdnica, por lo que en este
trabajo se desarrollara un estrategia de sintesis en fase liquida para la generacién de
nuevos dipéptidos considerando un diaminoacido quiral poco conocido, el acido 2,4-

diaminobutirico.
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3. Planteamiento del Problema

Los dipéptidos son sustancias formadas por la unién de dos aminodcidos, dado que
los dipéptidos pueden superar las limitaciones fisicoquimicas de los aminoacidos, estos
pueden presentar una gama mas extensa de aplicaciones que los mismos aminoacidos
simples. En la literatura se han reportado diversos casos en los que los dipéptidos sencillos
presentan excelentes acciones bioldgicas; de interés particular son los dipéptidos
derivados del acido y-aminobutirico (GABA), los cuales son activos a nivel neuronal. Sin
embargo, se desconoce los rendimientos para dipéptidos a través de sintesis en fase
liquida, por lo tanto se realizara la sintesis de dipéptidos lineales con un aminodcido
natural (glicina) e incorporando aminoacidos no naturales (GABA y DABA), como

compuestos bioactivos con posible actividad bioldgica.
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4. Hipotesis

La preparacion de dipéptidos lineales incorporando aminoacidos sintéticos vy

naturales, resulta factible mediante técnicas de sintesis convencionales en fase liquida.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Desarrollar un método de sintesis para la generacidon de dipéptidos lineales que

incorporen al acido 2,4-diaminobutirico y un aminoacido natural.

5.2 Objetivos Especificos

. Desarrollar un dipéptido base (GABA-Gly) por sintesis en fase liquida, utilizando el
cloroformiato de iso-butilo como agente de acoplamiento, con los aminodcidos
protegidos de cada uno.

. Realizar la modificaciéon quimica para obtener el analogo no natural del péptido
modelo arriba mencionado, mediante el proceso de acoplamiento entre el acido 2,4-
diaminobutirico y el éster metilico de glicina.

o Analizar mediante Resonancia Magnética Nuclear a todos los productos obtenidos y
realizar la comparacidn con datos tedricos a través del programa MestReNova.

. Realizar una valoracidn tedrica de la accién biolégica y la toxicidad de los péptidos

obtenidos mediante los programas PASS y Osiris.
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6. Parte Experimental

El material de vidrio, canulas y jeringas que se emplearon en reacciones que
requirieron condiciones anhidras, se secaron en una estufa a 100 °C. El tetrahidrofurano
utilizado en las reacciones fue grado reactivo, en botella perfectamente aislada de
humedad. Los disolventes como acetato de etilo, acetona, hexano fueron purificados por
destilacion simple; el metanol y acetonitrilo fueron grado reactivo.

El curso de las reacciones se siguid por cromatografia en capa fina utilizando
cromatofolios Merck-DC-F,54 de gel de silice sobre aluminio, utilizando luz ultravioleta
(UV), vapores de yodo o una soluciéon de ninhidrina al 5% en etanol como agentes
reveladores. La purificacién de los productos obtenidos se llevé a cabo mediante
cromatografia en disco utilizando un cromatotron con discos de diferente grosor segun la
cantidad de producto, empleando silica gel con yeso de Merck.

Los espectros de RMN 'H fueron determinados en un espectrémetro Varian
modelo Mercury plus a 300 MHz. Los desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes
por millén (ppm) a campo bajo con respecto a la referencia interna de tetrametilsilano
(TMS). Las constantes de acoplamiento (J) se reportan en hertz (Hz). Para indicar la
multiplicidad de las sefiales se utilizan las abreviaturas: s, para un sefal simple; d, para
una seial doble; t, para una sefial triple; c, para una sefial cuarteto; m, para seiales
multiples; y a, para sefiales anchas y dd para un dobles de dobles. Los disolventes
empleados en las determinaciones fueron cloroformo deuterado (CDClz-d),

dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg) y metanol deuterado (CDsOD-d,).
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Métodos de Sintesis

6.1 Sintesis del acido 4-N-benciloxicarbonil aminobutirico

o En un matraz redondo de 250 mL,

10-15 ? )k > O o | provisto con una barra de agitacién
8 ' E/\“/Y magnética, se colocaron 3.0 g (29.09

o mmol) de GABA vy se disolvieron en 29.0

mL de una solucidn de hidréxido de sodio 1 N. Se agitd a 15 °C hasta disolucion total del
aminoacido y entonces se adiciond gota a gota el cloroformiato de bencilo (5.45 g, 31.94
mmol, 4.56 mL) manteniendo el pH entre 9.0 y 9.5; la reacciéon se monitored cada 15 min
adicionando pequefias cantidades de hidréxido de sodio 1 N para mantener el pH hasta
gque ya no se observd cambio. Entonces, el matraz se colocé en bafio de hielo,
posteriormente se extrajo con éter etilico (3 x 25 mlL). La fase acuosa se enfrid
nuevamente y se acidificé utilizando un disolucién de acido clorhidrico 1N hasta alcanzar
un pH de 3, se lavd con una disolucién saturada de cloruro de sodio y se extrajo con
diclorometano, la fase orgdnica se secé con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a
presiéon reducida, secando posteriormente por 24 h en estufa (Garcia, 1997),
obteniéndose 5.0 g (72.56%) de acido 4-N-benciloxicarbonil aminobutirico como un sélido
cristalino de color blanco.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, t.a): & 1.8 ppm [q, 2H, CH,CH,CH,, (4)]; 2.4 ppm [t, 2H,
HNCH,CH,CH;, (3)]; 3.3 ppm [m, 2H, HNCH,CH,CH,COOH (5)]; 5.1 ppm [s, 2H,
phCH,OCONH, (9)]; 7.3 ppm [s, 5H, phCH;, (10-15)].

6.2 Método general para la preparacion del éster metilico de aminoacidos

En un matraz baldn de 100 mL, provisto con una barra de agitacién magnética, se
colocé 1 equivalente del aminoacido a proteger con 15 mL de metanol anhidro,
posteriormente la suspensién se colocd sobre un bafio de hielo/sal y alcanzada la
temperatura de 0 °C se adicionaron lentamente 1.5 equivalente de cloruro de tionilo.

Terminada la adicidn se retird el bafio de hielo y se agitd a temperatura ambiente durante
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24 hrs. Terminada la reaccidn se elimind el exceso de disolvente por medio del rotavapor

(Garcia, 1997).

6.2.1 Sintesis del clorhidrato del éster metilico de glicina

Siguiendo el método general, se hicieron reaccionar
©s 5.0 g (66.60 mmol) de glicina en 66.6 mL de MeOH vy
H3N\)2LO/1 7.26 mL (99.86 mmol, 11.88 g) de cloruro de tionilo,

obteniéndose 7.50 g (90.14%) como un sdlido de

color amarillo palido.
RMN *H (300 MHz, CDs0OD, t.a): 6 3.8 ppm [s, 2H, HsNCH,, (3)]; 4.9 ppm [s, 3H, OCOCH3
(1)1

6.3  Sintesis del L-2N-ter-butoxicarbonil-glutamina

En un matraz redondo de 500 mL provisto con
barra de agitacion magnética se colocaron 5.0 g

(1.0 eq, 34.21 mmol) de L-glutamina los cuales se

?O 3 hidrataron con una solucion acuosa de carbonato
11
T de sodio al 10% (74.70 mL) y 42.0 mL de 1,4-

dioxano. Esta mezcla se sumergidé en bafio de hielo

hasta alcanzar la temperatura de 0 °C y se mantuvo en agitacion durante 30 min. Una vez
enfriada se adicionaron 11.20 g (1.5 eq, 51.25 mmol) de di-ter-butildicarbonato
(previamente disuelto en 1,4-dioxano); después de 30 minutos mas se retird el bafio de
hielo y se dejé en agitacidn a temperatura ambiente por 24 hrs. Transcurrido el tiempo de
reaccion se incrementd el volumen con 23.0 mL de agua y se hicieron lavados con éter
etilico (2 x 25 mL). La fase acuosa se colectd y se acidificé con una solucién de HCI 2N
hasta alcanzar un pH de 2-3, y se extrajo con acetato de etilo; la fase organica se secé con
sulfato de sodio anhidro, se filtré y concentré en rotavapor para obtener 8.0 g (94.96% de

rendimiento) como un sélido viscoso transparente.
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RMN H (300 MHz, CD30D, 60 °C): & 1.44 ppm [s, 9H, C(CHs)3(12)]; 1.89 ppm [dos dd, 1H,
B-Hb (4)]; 2.1 ppm [dos dd 1H, B-Ha (4)]; 2.38 ppm [t, 2H, vy, (5)]; 4.1 ppm [t, 1H, a,(3)].

6.4 Sintesis del acido L-4-amino-2-N-ter-butoxicarbonil aminobutirico

En una matraz redondo, provisto con barra de
agitacion y refrigerante, se colocaron 8.0 g (32.52
mmol) del L-2N-ter-butoxicarbonil-glutamina junto
con 36.26 mL de acetato de etilo, 36.26 mL de

acetonitrilo, 18.13 mL de agua y 10.84 g (33.66 mmol,

1.1 eq) de diacetato de iodobenceno. La mezcla fue

enfriada a 16 °C durante 30 min y posteriormente se

retiré el bano de hielo para agitar la solucién a temperatura ambiente durante 72 h.
Terminado el tiempo de reaccion se enfrid a 0 °C y se extrajo con acetato de etilo, se secé
con sulfato de sodio y se concentré en rotavapor para obtener 3.0 g (42.37% de
rendimiento) de un sélido color naranja. Este producto no fue sometido a purificacion,
pero en intentos pasados por obtener este producto si realizé purificacién por
cromatografia en disco (cromatotron) con una fase mévil de acetato de etilo y hexano 7:3,

con esto se retird la impureza y posterior con metanol se obtuvo el producto deseado.
RMN 'H (300 MHz, DMSO, 60 °C): & 1.4 ppm [s,9H, C(CHs); (11)]; 2.25 ppm [m, 2H,

CH,CH,CH (4)];3.15 ppm [t, 2H, CH2CH,CH (5)]; 3.95 ppm [c, 1H, CH,CH,CH, (3)]; 6.75 ppm
[a, 1H, CHNHCO (7)]; ampliacién 10.5 ppm [a, 1H, COOH, (1)].
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6.5 Sintesis del acido L-4-(N-benciloxicarbonilamino)-2-(N-ter-butoxicarbonilamino)

butirico

En un matraz redondo de 100 mL
provisto con una barra de agitacién
magnética, se colocaron 3.0 g del acido
L-4-amino-2-N-ter-butoxicarbonilamino-

butirico y se adicionaron 38.40 mL de

una solucién acuosa de carbonato de

sodio al 10% y 22.48 mL de 1,4-dioxano. Esta solucion se enfrié a 0 °C con una mezcla de
hielo/sal y alcanzada la temperatura se adicionaron lentamente 2.94 mL (3.52 g, 1.50 eq)
de cloroformiato de bencilo, manteniendo la agitacién por 48 hrs. Al término de este
tiempo se lavé la solucidon con éter etilico, la fase acuosa se acidificd hasta alcanzar un pH
de 2-3, con una solucién de HCl 2N y se extrajo con acetato de etilo, la fase organica se
secd con sulfato de sodio anhidro, se filtréo y concentré en rotavapor para eliminar el
exceso de disolvente, obteniéndose 1.0 g (20.83% de rendimiento) de un sdlido cristalino
de color amarillo. Este producto no fue purificado, debido a que lo sefialado en en
cromatografia de capa fina y RMN no indicaba sefiales de impureza.

RMN 'H (300 MHz, DMSO, 60 °C): & 1.4 ppm [s, 9H, C(CHs)s (20)]; 2.24 ppm [m, 2H,
CH,CH,CH, (4)]; 3.15 ppm [m, 2H, CH,CH,CH, (5)]; 4.00 ppm [c, 1H, CH,CH,CH, (3)]; 5.00
ppm [s, 2H, CsHsCH,OCONH (9)]; 7.30 ppm [s, 5H, CgHsCH,0, (10-15)].

6.6 Método general de sintesis para el acoplamiento de los aminoacidos

En matraz redondo provisto con una barra de agitacion magnética y en bafio de
hielo-sal a 0 °C se colocaron 1.0 equivalentes del primer aminoacido (GABA-Z o DABA-Boc-
Z) disuelto en cloruro de metileno o tetrahidrofurano (dependiendo de la solubilidad del
mismo), con 4.76 mL (2.2 eq) de DIPEA. Posteriormente se adicionaron lentamente 1.80
mL (1.1 eq) de cloroformiato de iso-butilo. Después de 15 min de agitacion se adiciond el

segundo aminodcido (clorhidrato del éster metilico de glicina) disuelto en cloruro de
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metileno o tetrahidrofurano, con 2.38 mL (1.1 eq) de DIPEA a 0 °C, terminada la adicién se
retird el bafo de hielo y se continud agitando durate 24 a 48 h. Transcurrido el tiempo de
reaccion se filtré y se concentré en rotavapor para eliminar el exceso de disolvente, se
resuspendid en acetato de etilo para realizar un lavado con agua y la fase organica se secé

con sulfato de sodio, se filtré y concentré en rotavapor (Cervera, 2012).

6.6.1 Sintesis del 4-N-benciloxicarbonilamino butiril-glicinato de metilo

Siguiendo el método general de

1 , . .. .
b 10 O| ‘ sintesis, se hicieron reaccionar
H 8 4 )
(0] N (0]
13 \F( MS/\[T 3.0 g (12.47 mmol, 1.0 eq) del
9 H
(0] (0]

acido  L-4-(N-benciloxicarbonil-

14-19

amino)-2-(N-ter-butoxicarbonilamino) butirico en 25 mL THF con 2.38 mL de DIPEA a 0 °C.
Después se adicionaron lentamente 2.61 mL de cloroformiato de iso-butilo; pasado 15 min
se adicionaron 1.71 g del clorhidrato del éster metilico de glicina disuelto en THF y 2.38 mL
de DIPEA. Terminada la adicién se retird el bafio de hielo y se agitdé por 24 a 48 h a
temperatura ambiente. La mezcla se filtré y concentré en rotavapor, se resuspendié en
acetato de etilo y se lavd con agua destilada, la fase organica se secé con sulfato de sodio,
se filtrd y concentré para obtener 2.02 g (52.10% de rendimiento) de un sélido color

hueso cristalino.

RMN 'H (DMSO, 60 °C) &: 1.7 ppm [q, 2H, CH,CH,CH,, (8)]; 2.17 ppm [t, 2H, CH,CH,CH,,
(7)]; 3.00 ppm [c, 2H, CH,CH,CH,, (9)]; 3.40 ppm [s, 3H, O-CHs, (1)]; 3.75 ppm [d, 2H,
NHCH,COOCH;3, (4)]; 5.00 ppm [s, 2H, CsHsCH,OCONH, (13)]; 6.45 ppm [a, 1H, NH, (10)];
7.15 ppm [a, 1H, NHq (5)]; 7.30 ppm [s, 5H, CgHsCH,OCONH, (14-19)].
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6.6.2 Sintesis del L-4-N-benciloxicarbonilamino-2-N-ter-butoxicarbonilaminobutiril

glicinato de metilo

14-19 Siguiendo el método general
[e]
12 10 4 2 de sintesis, se hicieron
13 (0] 11 N 8 5 3 o

776N ~ . .

T 9 H reaccionar 300.0 mg del acido
O HN (0] (0]
20 Y L-4-(N-benciloxicarbonilamino)
220 24 -2-(N-ter-butoxicarbonilamino)
23

butirico en 10.0 mL THF y

0.163 mL de DIPEA a 0 °C. Después se adicionaron lentamente .123 mL de cloroformiato
de iso-butilo; pasado 15 min se adicionaron 117.61 mg del clorhidrato del éster metilico
de glicina disuelto en THF y 0.163 mL de DIPEA. Terminada la adicidn se retird el bafo de
hielo y se agité por 24 a 48 h a temperatura ambiente. La mezcla se filtré y concentré en
rotavapor, se resuspendio en acetato de etilo y se lavd con agua destilada, la fase organica
se seco con sulfato de sodio, se filtré y concentré para obtener 322 mg (60.19% de

rendimiento) de un sélido amarillo amorfo.

RMN 'H (CDCls, 60 °C): 6 1.47 ppm [s, 9H, C(CH3)5 (24)]; 2.70 ppm [m, 2H, CH,CH,CH, (8)];
3.35 ppm [t, 2H, CH,CH,CH (9)]; 3.49 ppm [s, 3H, OCHs, (1)]; 3.74 ppm [s, 2H
NHCH,COOCH; (4)]; 4.16 ppm [c, 1H, CH,CH,CH (7)]; 5.10 ppm [s, 2H, CsHsCH,OCONH,
(23)]; 7.30 ppm [s, 5H, CeHsCH,OCONH, (14-19)].
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7. Resultados y Discusion

La estructura de los dipéptidos lineales deriva de la unién C-N entre los grupos
carboxilo y amino de los aminodcidos que los conforman. Los dipéptidos lineales pueden
ser sintetizados tanto en fase liquida como en fase sélida a partir de aminoacidos
comercialmente disponibles. En el presente trabajo se empelara la estrategia de sintesis
en fase liquida para la preparacion de dipéptidos que incorporen al acido 2,4-

diaminobutirico. El esquema general de sintesis se presenta en el Esquema 1.

i ©\/ X
H
HZN\/\)I\OH_> o\n/N\/\)LOH
o}
0 (0]
R R e
1 S
NH H
2 et
(0] (0] (6] (0]
HoN
H,N OH —————» H,N OH — 5 OH
NH, HNYO HN\(O

(0]
2
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Esquema 1. Descripcion general del proceso de sintesis

La sintesis inicia con la preparacidon del dipéptido formado por el acido y-
aminobutirico y glicina (GABA-gly), el cual servird como derivado modelo para la posterior
evaluacién de la accidén bioldgica y posteriormente la preparacion de un derivado analogo
al anterior, incorporando al 4cido 2, 4-diaminobutirico (DABA-gly). Debido a problemas de
tipo técnico, no fue posible obtener la espectroscopia de RMN C, por lo que se
proporcionan los espectros obtenidos por prediccién tedrica mediante el programa

MestReNova, con el fin de apoyar la prediccién realizada mediante RMN *H.

7.1 Preparacion del sistema modelo y-aminobutiril-glicina (GABA-Gly)

Sintesis del acido 4-N-benciloxicarbonil aminobutirico
I ©\/
NaOH \/\)j\
HoN \/\)J\OH —>

La reaccién propuesta requiere de acido y-aminobutirico como materia prima, este
es un aminodacido que puede ser encontrado en la naturaleza, sin embargo se obtiene en
grandes cantidades mediante sintesis y puede ser obtenido comercialmente. La primera
etapa del proceso de sintesis consistid en la proteccién del grupo amino de GABA
utilizando el grupo protector Cbz, los factores cruciales para la sintesis de dipéptidos es la

eleccién de los grupos protectores adecuados. Los carbamatos como Boc, Fmoc, Cbz, son
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los grupos protectores mas eficientes para ocultar la nucleofilicidad de la funcién amino
durante la sintesis de los dipéptidos (Wust, 2007).

El espectro de RMN 'H (espectro 1), se observé una sefial a 1.8 ppm como
quinteto, que integra para 2H correspondiente al metileno B al grupo carboxilo; en 2.4
ppm aparece un triplete, que integra para 2H correspondiente al metileno a al grupo
carboxilo; 3.3 ppm aparece una sefial multiple, que integra para 2H; mas la sefial multiple
nos indica que los hidréogenos del metileno son diasterotépicos por el efecto del grupo
amida vecino; 5.1 ppm aparece una sefal simple, que integra para 2H; 7.3 ppm aparece
una sefial simple, que integra para 5H, estas ultimas dos sefiales nos indican que el grupo
protector carbamato que se generd por el uso del cloroformiato de bencilo fue efectivo

para GABA (Tabla2).
10-15
9 )k 5 3
10-15 0
0 7 NH/A\\V//A\;T?;
8 6 4

cloroformo

L N

4 y T y T y T y T y T y T y T y T y T y T y T y T y T y T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15
f1 (ppm)

Espectro 1. RMN 'H (CDCl,, t.a) del &cido 4-N-benciloxicarbonil aminobutirico.
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Tabla 2. Datos espectroscdpicos de RMN *H

N°H & (ppm) Multiplicidad

4 1.8 quinteto
3 24 Triplete
5 3.3 multiple
9 5.1 simple
10-15 7.3 simple

Empleando el programa MestReNova, para el tratamiento de datos de RMN, se
realizé la prediccién tedrica del espectro para la molécula del acido 4-N-benciloxicarbonil
aminobutirico (Espectro 2), encontrdndose una buena correlacién entre los datos
experimentales con los calculados, con lo que se confirma la obtencion del producto

deseado.

o 3
©\/8 Y : ‘ i 5
9 O 7 NH\/\/\ 4
T > OH

T T T T T T T T T T
34 32 30 28 26 24 22 20 18 16
f1 (ppm)

1 6
3
10-15
5
4
JL . J
‘ : ; : : : ; : : : : ; ; : : : :
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
1 (ppm)

Espectro 2. Prediccion de RMN H para el dcido 4-N-benciloxicarbonil aminobutirico.
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Sintesis del clorhidrato del éster metilico de la glicina

o) (0]
socl, R _
C
NH, b}fﬁ

De acuerdo con el esquema general de sintesis, la siguiente etapa del proceso
consiste en la proteccidén del grupo carboxilo del segundo amino acido, que para este
estudio es el aminodcido glicina, un aminoacido comercial, disponible en grandes
cantidades y a bajo costo. La proteccidon convencional de grupos carboxilo se realiza
comunmente formando los correspondientes ésteres derivados de alcoholes primarios,
secundarios o terciarios (Li y Sha, 2008).

Las reacciones de esterificacién se efectlan bajo catdlisis acida, puesto que en
ausencia de dichas condiciones, las reacciones proceden de forma muy lenta. Calentando
hasta reflujo una mezcla del acido carboxilico y alcohol, el equilibrio se alcanza al cabo de
unas horas en presencia de una cantidad catalitica del dcido. Para desplazar el equilibrio
hacia la formacion del éster se afiade un exceso del acido carboxilico o alcohol, siendo
mas comun la adicién de este Ultimo. También se puede aumentar la proporcion de éster
desplazando el equilibrio mediante la eliminacién del agua formada en la reaccién. Una
variante de esta reaccidn es el uso de cloruros de acido, ya que éstos son mucho mas
reactivos hacia el proceso de adicidn nucleofilica-eliminacion que los acidos carboxilicos;
con esto, la reaccion de formacién resulta mas rapida (Cardo, 2011). En este trabajo, el
aminodcido glicina se suspendié en metanol y posteriormente fue adicionado cloruro de
tionilo para facilitar la adicion del alcohol primario. Después del tiempo de reaccion, se
obtuvo el producto como un liquido viscoso transparente, que solidifica al paso del

tiempo, con un rendimiento del 90.14%.
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El espectro de RMN 'H (Espectro 3) mostrd las siguientes sefiales: en 3.8 ppm se
observd una sefial simple que integra para 2H y fue asignada al unico metileno del
aminodacido; en 4.9 ppm se observd una sefial simple que integra para 3 protones y que

fue asignada al grupo metoxilo (Tabla 3).

Metanol

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Espectro 3. RMN H (CD;0D, t. amb) para el éster metilico de la glicina.

Tabla 3. Datos espectroscépicos de RMN *H

No.H & (ppm) multiplicidad

3 3.8 ppm Simple
1 4.9 ppm Simple

Del mismo modo que para el compuesto anterior, se realizd la prediccion del
espectro de RMN H para el éster metilico obtenido, observandose una excelente
correlacion entre los datos experimentales y tedricos (Espectro 4). Con estos datos a la

mano, se confirma la obtencién del derivado deseado.
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1L

7T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T T
70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 f4.(4 31.2 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18
1 (ppm

Espectro 4. Prediccion RMN *H para éster metilico de glicina.

Sintesis del 4-N-benciloxicarbonilaminobutiril glicinato de metilo

El acoplamiento de aminodcidos requiere como etapa principal de la activacién de
los grupos que participan en la formacion del enlace peptidico. Particularmente, se
recurre a la activacion del grupo carboxilo libre de uno de los aminoacidos, en este caso
del acido g-aminobutirico N-protegido, empleando la estrategia reportada por Cervera,
2012, en la que se utiliza cloruro de iso-butilo como activante (i-BuOCOCI), y diisopropiletil
amina (DIPEA) como base, obteniendo el producto deseado como un sélido blanco con un
rendimiento de 52.10%.

El analisis mediante RMN H (Espectro 5) mostrd las siguientes sefales: una sefial
multiple en 1.7 ppm, que integra para dos hidrogenos, y que corresponde al protén

marcado como 8; en 2.17 ppm una sefial triple que integra para dos protones, asignada a
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los hidrégenos de la posicion 7; en 3.00 ppm, un cuarteto que integra para dos
hidrogenos, que fueron asignados a los protones de la posicién 9; en 3.40 ppm se observo
una sefial ancha y grande, que proviene de la humedad absorbida por disolvente dado que
es muy higroscépico, se estima que por la forma de la sefial ésta se encuentra empalmada
con la seial del grupo metoxilo de la porcién de glicina; en 3.75 ppm se observd una seiial
doble que integra para dos hidrégenos y que se asignd al metileno de la posicién 4 de la
porcion de glicina; en 5.00 ppm, una sefial simple que integra para dos hidrégenos, que
corresponde al metileno del grupo protector del aminoacido no proteinogenico; en 6.45y
7.15 ppm sefiales anchas correspondientes a los grupos amida de la molécula; vy
finalmente, en 7.30 ppm una senal simple que integra para los cinco hidrégenos del grupo

fenilo del grupo protector (Tabla 4).

14-19 )
0 o CH,
12 4 |
o T ; - '\;H/\,/
(@] (@]
13
1
14-19 4 pMso
Humedad
7
2 8
X
N B

AT T T T T T T T T T T T T T T T T

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Espectro 5. RMN 'H (DMSO, 60 °C), para el 4-N-benciloxicarbonil-

Aminobutiril glicinato de metilo.
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Tabla 4. Datos espectroscépicos de RMN *H

N°H & (ppm) Multiplicidad

8 1.7 Quinteto

7 2.17 Triplete

9 3.00 Cuarteto

1 3.40 Simple

4 3.75 Doble

13 5.00 Simple

10 6.45 Ancha

5 7.15 Ancha
14-19 7.30 Simple

Asi mismo, se llevd a cabo para los derivados estudio de prediccién del espectro
para el derivado 4-N-benciloxicarbonilaminobutiril glicinato de metilo, observandose una
buena correlacién entre los datos experimentales y los calculados, con lo que se confirma

la obtencién del derivado deseado (Espectro 6).

14-19 1
10 o CHgz
12 \
11 NHM 4 3 0>
AL
o o
1
13 4
10 7
14-19 5 8

T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm)

Espectro 6. Prediccion del espectro de RMN 'H para el 4-N-benciloxicarbonil-

aminobutiril glicinato de metilo.

29



7.2 Preparacion del Andlogo quiral a,y-diaminobutiril-Glicina (DABA-Glicina).

Sintesis del L-2N-ter-butoxicarbonil-glutamina.

O O O O

(t-boc),
H,N OH ——— H,N OH
1,4-dioxano

HN 0]

NH, Na,COs 10% \(

Y

La sintesis propuesta requiere de L-glutamina como materia prima, la cual es un
producto disponible comercialmente en grandes cantidades a precio razonable. Esta etapa
de la sintesis consistio en la proteccién del grupo amino de la posicidn a al grupo
carbonilo.

En este sentido, los carbamatos como t-Boc y Fmoc, son los grupos protectores
mas eficientes para disminuir la nucleofilicidad de la funcion amino durante la sintesis de
péptidos (Isidro-Llobet et al., 2007), y también para minimizar la racemizaciéon de los
mismos (Wuts y Greene, 2007), dado que los N-ter-butilcarbamatos son derivados
estables bajo una variedad de condiciones experimentales rutinariamente adoptadas, y
son facilmente convertidos a las aminas de partida bajo condiciones acidas suaves, en éste
contexto, la N-ter-butoxicarbonilacién se ha convertido en una estrategia conveniente
para la proteccion de diversos tipos de aminas (Agami y Couty, 2002).

Por lo anterior, el método elegido para la proteccidon del grupo amino en la
posicion a de la L-glutamina fue empleando di-ter-butildicarbonato para incorporar al
grupo protector t-Boc. Para tal fin, se empleé el reactivo, 1,4-dioxano como disolvente y
una solucion acuosa de carbonato de sodio.

Este proceso de sintesis fue planteado tomando como base el método reportado
por Bonilla 2011, quien desarrollé un proceso similar sobre asparagina, considerando que
éstos compuestos guardan una relacién estructural muy estrecha. A pesar de la similitud

estructural, los procesos cursan con diferencias considerables siendo necesario adaptar
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modificaciones a la metodologia para la obtencién del producto deseado. Una de las
principales diferencias, es que el derivado de asparagina se obtiene como un sdlido
cristalino, mientras que el de glutamina es un liquido viscoso.

En el analisis espectroscépico por RMN (Espectro 7) se observé la incorporacién del
grupo protector mediante la sefial simple que aparece en 1.44 ppm, que corresponde al
grupo ter-butilo; asi mismo, en 1.89 y 2.21 ppm se observan dos sefiales multiples que
corresponden a cada uno de los hidrégenos de la posicion 4, debido a que éstos
hidrégenos son diasterotdpicos, y se diferencian por su cercania al centro estereogénico
de la molécula. En 2.38 ppm, se observd una sefial triple que integra para 2 protones, y
gue fue asignada al metileno de la posicidén y al carboxilo; y en 4.1 ppm, se observd una
sefial triple, que integra para un protdn, y que se asignd hidrogeno de la posicidn a. Las
demas sefiales que se observaron corresponden a remanentes de los disolventes 1,4-
dioxano y metanol, este ultimo utilizado para analizar la muestra. Asi mismo, no se
observan sefales correspondientes a los grupos amida y carbamato, debido

probablemente al ensanchamiento de las mismas (Tabla 5).

Tabla 5. Datos espectroscépicos de RMN *H

N°H 6 (ppm) Multiplicidad

12 1.44 Simple

4 (HobyH,) 1.89y2.21 Doble de dobles
5 2.38 Triplete
3 4.1 Triplete

Se realizd un estudio comparativo de los resultados experimental y calculado
mediante MestReNova (Espectro 8), en este caso, con la prediccion tedrica del espectro
de RMN 'H fue posible correlacionar los desplazamientos quimicos de las sefales
observadas en el espectro experimental, encontrandose una buena correlacién, lo que

asegura la asignacién realizada previamente.
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12

Metanol

1,4-dioxano 5
3 Metanol
k 4a| 4b

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

35
f1 (ppm)

Espectro 7. Espectro de RMN H para L-2N-benciloxicarbonil glutamina.

12

10.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Espectro 8. Espectro de RMN 'H calculado para L-2N-benciloxicarbonil glutamina.
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Sintesis del acido L-4-amino-2-N-ter-butoxicarbonil aminobutirico

PDIA HoN
0 H,0/CH;CN

HN \( AcOEt AN YO

o\{/ o\{/

La segunda etapa de la sintesis consistié en la remocidn del grupo carbonilo de la
posicidn 6 con respecto al carboxilo, mediante la reaccidon o reordenamiento de Hofmann,
con lo que es posible transformar a la amida en una amina primaria con acortamiento de
la cadena hidrocarbonada. El reordenamiento es iniciado por un isocianato que se forma
como un intermediario de reaccidon. En la reaccién de Hoffmann original la amida es
tratada con bromo en una solucién alcalina, sin embargo a la fecha se han desarrollado
otros reactivos que llevan a la reaccién por el mismo camino en condiciones mas suaves,
tal es el caso de reactivos iodoorganicos polivalentes como el bis(trifluoroacetoxi)
iodobenceno (conocido como BTI) y el diacetato de iodobenceno (También conocido
como PDIA) (Bonilla, 2011).

Para promover la formacién del isocianato intermediario (Zhang et al., 1997), se
utiliza una mezcla de disolventes tales como AcOEt, CH3CN y H,0, en presencia del
reactivo activador que en este caso serd el diacetato de iodobenceno (PDIA). Este método
ha sido aplicado a la degradacién de la asparagina N-Boc protegida con éxito, por lo que se
aplico tal y como se realiza para dicho compuesto, sin embargo, para el caso de la
glutamina N-Boc protegida el comportamiento resultd diferente, siendo necesario
prolongar la reaccion de 76 a 92 h, y realizar una modificacién en el proceso de extraccién
posterior al tiempo de reaccion, debido a que el producto no precipita como lo hace la
asparagina. Ademas de lo anterior, debe ser sometido a purificacion por cromatografia en
columna rapida, obteniendo un rendimiento de tan solo el 40%, y observandose aun una

porcion remanente del acetato de iodobenceno.
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En el espectro de RMN 4 (Espectro 9), se observa una seial sencilla en 1.4 ppm,
gue corresponde al grupo ter-butil; en 2.25 ppm se observd una sefial multiple que se
asigno al metileno de la posicién 4; en 3.15 ppm se observé una sefal multiple que fue
asignada al metileno de la posicion 5; en 3.9 ppm se observé una sefial doble de dobles,
qgue fue asignada al hidrégeno de la posicién a (H3); una sefial ancha en 6.75 ppm que
corresponde al hidrégeno de NH del carbamato; y finalmente, una sefal ancha en 10.6
ppm que fue asignada al hidrégeno del grupo carboxilo. Por los inconvenientes antes
mencionados, se observan también las sefales correspondientes al diacetato de

iodobenceno en 7-8 ppm (Tabla 6).

0 acetonitrilo

' . 0 2.
4.0 35 e pspm) 5 o] CHs
9 10

10.1

10.7 10.5 10.3
f1 (ppm)

T : : T : T T : : : : T T T T T T T T T
105 100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5
f1 (ppm)

Espectro 9. Espectro de RMN *H (DMSO, 60 °C) del acido L-4-amino-2-N-ter-

butoxicarbonil aminobutirico.
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Tabla 6. Datos espectroscépicos de RMN *H

N°H & (ppm) multiplicidad

11 1.4 Simple
4 2.25 multiple
5 3.15 Triplete
3 3.9 Cuarteto
7 6.75 Ancha
1 10.55 Ancha

Con el fin de apoyar la asignacion anterior, se realizd la prediccion teorica del
espectro de RMN 'H (Espectro 10) empleando el programa MestReNova, observandose
una buena correlaciéon entre los desplazamientos experimentales y calculados, que

permiten asegurar la asignacion realizada.

6 4 ‘
et > 2 on 1
5
HN._8 O
7 N
CH,11 1
Ne CHs
10
CHs
5
1 7
3 ‘ )
ut |

T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

5.5 5.0
f1 (ppm)

Espectro 10. Prediccidn espectro de RMN 'H calculado para el acido L-4-amino-2-N-ter-

butoxicarbonil aminobutirico.
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Sintesis del acido L-4-(N-benciloxicarbonilamino)-2-(N-ter-butoxicarbonilamino) butirico

I 9 i
HoN
2 \/\)J\OH Cbz OY \/\A)kOH
HNYO - (0] HN O
1,4-dioxano Y

o\k Na,COs3 10% o\{/

La ultima etapa de este proceso consistié en la proteccion del grupo amino recién

ZT

Y

obtenido (posicidn y) para evitar la posible interferencia de la nucleofilicidad de la amina
primaria. En este sentido, se decidié incorporar un grupo protector diferente al que se
incorpord en la primera etapa de la sintesis; con el fin de proporcionar versatilidad al
procedimiento y permitir la desproteccion selectiva de cualquiera de los dos grupos se
eligié al grupo benciloxicarbonilo (Cbz). Para ello, el derivado obtenido en la etapa
anterior se hizo reaccionar bajo condiciones basicas (1,4-dioxano/Na,COz) con
cloroformiato de bencilo. Después del tiempo de reaccién y del trabajo habitual para el
aislamiento del producto, se obtuvo el derivado con un rendimiento de tan solo el 20%.

El espectro de RMN 'H (Espectro 11) tuvo que ser corrido a 60 °C debido a que
presenta un efecto dinamico que hace que las sefales se ensanchen considerablemente. A
la temperatura mencionada se observé una sefal sencilla en 1.4 ppm que se asigno al
grupo ter-butilo del grupo protector Boc; una sefial multiple en 2.24 ppm que fue
asignada al metileno de la posicion B al grupo carboxilo; una sefial multiple en 3.15 ppm
que fue asignada al metileno de la posicidén y con respecto al grupo carboxilo; en 4.00
ppm, una sefial doble de dobles que se asignd al hidrogeno de la posicién a al carboxilo;
una seial simple en 5.0 ppm, cuya intensidad se observa disminuida posiblemente debido
al efecto dinamico, y que fue asignada al metileno del grupo protector Cbz; una sefal
multiple en 7.30 ppm, que corresponde a los hidrégenos del anillo aromatico del grupo
protector Cbz; y finalmente, en 6.75 y 7.5 ppm, sefiales anchas que corresponden a los

grupos acidos presentes en la molécula (Tabla 7).
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Tabla 7. Datos espectroscépicos de RMN 'H

N°H & (ppm) Multiplicidad

20 1.4 Simple
4 2.24 Mudltiple
5 3.15 Multiple
3 4.00 Cuarteto
9 5.00 Simple
10-15 7.30 Simple
DMSO
o
5 8 Ng 4 3 1
A 10115 g Y : 2 "oH
(6] HN O
16 1

CHj

3‘.2 ‘ 3‘.0 ‘ 2‘.8 ‘ 2‘.6 ‘ 2‘.4 ‘ 2‘.2 ‘ 0 CH320 20
f1 (ppm) 18 19

CHj3
10-15
.«Mi
T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
f1 (ppm)
7T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

5.5
f1 (ppm)
Espectro 11. Espectro de RMN *H (DMSO, 60 °C) para el acido L-4-(N-benciloxi-

carbonilamino)-2-(N-ter-butoxicarbonilamino) butirico.

Tal y como se realizd para los casos anteriores, en esta etapa también se desarrolld

la prediccidn tedrica del espectro de RMN 'H, observandose una buena correlacién en
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cuanto a desplazamientos quimicos. La multiplicidad observada en el espectro calculado
no corresponde exactamente a la calculada, ya que el espectro predice la presencia de
hidrégenos diastereotdpicos que se separan en dos sefiales. En el espectro real, este
aspecto no es muy claro, debido particularmente al efecto dindamico y al efecto del

disolvente empleado.

10-15

100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
f1 (ppm)

Espectro 12. Espectro de RMN H calculado para el 4cido L-4-(N-benciloxicarbonilamino)-

2-(N-ter-butoxicarbonilamino) butirico.

Sintesis de L-4-N-benciloxicarbonilamino-2-N-ter-butoxicarbonilaminobutiril glicinato

de metilo
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En esta etapa se procedid a realizar el acoplamiento entre el derivado obtenido en
la etapa anterior y el clorhidrato del éster metilico de la glicina. Para llevarlo a cabo, se
siguid el método de acoplamiento previamente descrito para el sistema modelo,
empleando cloroformiato de iso-butilo (iBuOCOCI) y diisopropiletilamina (DIPEA) en
tetrahidrofurano a 0 °C (Cervera, 2012), obteniéndose el producto deseado como un
sélido amorfo de color amarillo, con un rendimiento del 80%.

Cabe mencionar, que en los primeros intentos para realizar el acoplamiento de los
aminodacidos, se probaron otros reactivos de acoplamiento, tales como HOBt y BOP, sin
embargo, se obtuvieron rendimientos muy bajos. Asi mismo, debido al uso de sales de
fosfonio, generalmente se producen subproductos tales como la hexametilfosforamida
(HMPA), compuesto ampliamente conocido por sus propiedades carcinogénicas y dificil de
eliminar de las aguas de desecho del proceso (Rivero, 2000). En base a estas dos
situaciones se decidié probar con otro reactivo activante como el cloroformiato de iso-
butilo (iBuOCOCI).

El acoplamiento peptidico via cloroformiato de iso-butilo procede mediante la
reaccion del acido carboxilico N-protegido con el agente de acoplamiento para formar un
anhidrido mixto; mientras tanto el aminoacido con el grupo amino libre ataca al anterior

para formar el enlace péptido (Esquema 2).

k%h‘ﬁ | PALL
/Al Rjk"*’y

0,

Ci
o R,
HO/W/
0.
R*)LN)\H/ N
Esquema 2. Mecanismo de reaccion para la formacion del enlace peptidico

utilizando cloroformiato de iso-butilo.
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El cloroformiato de iso-butilo es un agente activante que ha sido ampliamente
usado para la formacidn de enlaces amida, y puede forzarse su reaccidn para conducir al
producto deseado mediante la introduccién de impedimento estérico en el anhidrido
mixto proveniente del cloroformiato. Una debilidad de los anhidridos formados, es que no
son estables por largos periodos de tiempo, su vida es apenas de algunas horas, por lo que
no pueden ser almacenados (Soriana, 2002).

El analisis espectroscépico mediante RMN 'H (Espectro 13) mostro las siguientes
sefiales: en 1.47 ppm una sefal simple, que integra para 9H y que fue asignada al grupo

ter-butilo del grupo protector Boc.

Ot byt

ol CHs
22%

CH
24 24

2 3.0
CHCP f1 (ppm)

T T .
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 X 4. 5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Espectro 13. Espectro de RMN *H (CDCls, 60 °C) para L-4-N-benciloxicarbonilamino-2-N-

ter-butoxicarbonilamino-butiril-glicinato de metilo.
En 2.70 ppm una sefal multiple que integra para 2H, y que corresponde al

metileno de la posicidn B; en 3.35 ppm un triplete que se asigna al metileno marcado

como 9; una sefial simple en 3.49 ppm que fue asignada al grupo metoxilo de la porcion
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de glicina; otra sefial simple en 3.74 ppm que corresponde al metileno en la posicion 4 de
la porcién de glicina; en 4.16 ppm una sefal doble de dobles que fue asignada al
hidrogeno a de la porcidon del diamino dacido; en 5.10 ppm una seiial ancha que
corresponde al metileno del grupo protector Cbz, cuyo ensachamiento se debe
posiblemente al fuerte efecto dinamico que presenta la molécula; de igual modo una
sefial simple en 7.30 ppm que corresponde a los 5H del anillo aromatico del grupo Cbz.
Adicionalmente, se observan sefiales anchas en 6.0 y 7.4 ppm que pueden ser asignadas a
los NH del carbamato y de la amida, respectivamente; y de igual manera aun se observan

sefiales que pueden ser consideradas impurezas (Tabla 8).

Tabla 8. Datos espectroscépicos de RMN *H

N°H & (ppm) Multiplicidad

24 1.47 Simple
8 2.70 Multiple
9 3.35 Triplete
1 3.49 Simple
4 3.74 Simple
7 4.16 Cuarteto
13 5.10 Simple
14-19 7.30 Simple

Para aportar con mayor informacidn, se realizé la prediccion tedrica del espectro
de RMN 'H, de la misma forma que para los derivados anteriores, encontrandose una
buena correlacion entre los desplazamientos experimentales y los calculados mediante el
programa MestReNova. Dicha informacion resulta uatil para confirmar la asignacién
realizada previamente, por lo que se considera se cuenta con el producto deseado y con el

objetivo cumplido.
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Espectro 14. Espectro de RMN 'H calculado para L-4-N-benciloxicarbonilamino-2-N-ter-

butoxicarbonilamino-butiril-glicinato de metilo.

7.3 Prediccidn tedrica de la actividad bioldgica empleando PASS On Line

Una vez preparados tanto el sistema modelo GABA-Gly, como DABA-Gly, ambos
protegidos, se decidid realizar un estudio tedrico sobre las propiedades de accién
bioldgica de estos compuestos, empleando para ello herramientas informaticas de uso
rutinario.

El espectro de actividad bioldgica de un compuesto quimico es el conjunto de los
diferentes tipos de resultados de la interaccion del mismo con diversas entidades
bioldgicas. En este sentido, es posible definir a la actividad bioldgica de manera cualitativa,
describiéndola como una actividad intrinseca ya que solo depende de sus propiedades
fisicoquimicas y estructurales, ofreciendo la posibilidad de combinar la informacién de
diferentes fuentes. En base a esto se han consolidado herramientas que facilitan el
estudio de compuestos bioactivos, tal es el caso de PASS (Prediction of Activity Spectra for

Substances, por sus siglas en inglés, 2011), que calcula los probables perfiles de actividad
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bioldgica de los compuestos objeto de estudio en funcién de su formula estructural. Es un
software disefiado como una herramienta para evaluar el potencial bioldgico general de
una molécula organica. PASS proporciona predicciones simultaneas sobre muchos tipos de
actividad biolégica basado en la estructura de los compuestos, puede ser usado para
visualizar perfiles de accidn antes de realizar la sintesis quimica y los ensayos biolégicos
(Poroikov, 2011).

El software utiliza diversos parametros para medir la probabilidad con la cual
puede tener efecto o no sobre la actividad bioldgica. En este sentido, Pa (probabilidad de
ser activo) estima la probabilidad de que el compuesto estudiado sea parte de una clase
de compuestos activos debido a su semejanza estructural con otras moléculas
biolégicamente activas. Por su parte, Pi (probabilidad de ser inactivo) calcula la
probabilidad de que el compuesto estudiado pertenezca a una clase de compuestos
inactivos con estructura semejante a la de otras moléculas inactivas. PASS realiza la
prediccion en base al conocimiento de la relacién estructura-actividad (QSAR) para mas de
260,000 compuestos con actividad bioldgica conocida (Poroikov, 2011).

La compafiia responsable de PASS es PharmaExpert, la cual estudia las relaciones
entre la actividad bioldgica, las interacciones entre los medicamentos y la orientacién de
multiples compuestos quimicos, proporcionando una herramienta para la seleccion de
compuestos con un perfil de actividad biolégica predefinida, incluyendo los efectos
farmacoterapéuticos deseables y mecanismos bioquimicos, ademas de los efectos

adversos y toxicos indeseables (Poroikov, 2011).

Prediccion de la actividad biologica sobre 4-N-benciloxicarbonilamino butiril glicinato de
metilo (GABA-Gly protegido)

En base a lo anterior se realizd la prediccién de la actividad bioldgica sobre la
estructura de los dipéptidos lineales obtenidos, considerando a las moléculas finales tanto
protegidas como desprotegidas para evaluar el efecto sobre la actividad biologica causado

por la presencia de dichos grupos. Cabe mencionar que PASS evalla la accion bioldgica,
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gue puede ser benéfica o tdxica, sin embargo, la prediccidén de una buena accién biolégica
benéfica puede ser empleada para turnar a los derivados estudiados a pruebas biolédgicas
in vitro o in vivo.

Inicialmente se realizd el estudio sobre el acido 4-N-benciloxicarbonil
aminobutirico, que en este trabajo consideramos como derivado modelo del estudio en
base a los reportes publicados en la literatura acerca de su accion bioldgica. Cabe
mencionar, que en realidad, el derivado modelo es aquel que posee al grupo amino libre,
sin embargo, resulta interesante evaluar el efecto causado por el grupo Cbz sobre la

accion bioldgica.

Figura 4. Dipéptido GABA-Gly protegido.

De acuerdo con la prediccion de PASS (Tabla 9), este dipéptido puede desarrollar
una actividad como inhibidor de enzimas (Pa>0.7 y Pi<0.029), particularmente atractiva
resulta la inhibicién de acrocilindropepsina (catalasa) presente en hongos Acrocylindrium
sp. (Altenbunchner et al., 2001), quimosina (renina) enzima que ese encuentra en el cuajo
y es ampliamente utilizada en la produccién de queso (Altenbunchner et al., 2001); de la
enzima convertidora de proopiomelanocortin (POMC), un polipéptido precursos de ACTH
que se expresa en las células de la pituitaria y es necesaria para la funcién suprarrenal. La
POMC juega un papel importante en el control del dolor porque de él derivan algunos
opidceos andrégenos como B-endorfinas (Sanson, 2003). Asi mismo, para valores de
Pa>0.6 y Pi<0.002, se encuentran actividades como anticataratas, citoprotector, y de igual

modo para el tratamiento de los desdrdenes fébicos que estan asociados a la ansiedad.
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Tabla 9. Listado de la posible actividad del dipéptido GABA-gly protegido.

The date of prediciton is 2013-07-29

Pa . Pi Activity name
0.767:0.028, Acrocylindropepsin inhibitor
0.767.0.028 Chymosin inhibitor

0.767.0.028 Saccharopepsin inhibitor
Pro-opiomelanocortin
converting enzyme inhibitor
CDP-glycerol
0.720:0.04%: glvcerophosphotransferase

0.755:0.020

inhibitor
0.668.0.002 Anticataract
0.63%.0.017 Cytoprotectant

0.681,0.085 Phobic disorders treatment
0.647.0.053 Polyporopepsin inhibitor
0.628.0.038 Mucositis treatment

'm serin~.. Fusannine-C omithinesterase .

Pass On Line (Poroikov, 2011)

Para la molécula andloga GABA-Gly desprotegida, en la cual ahora se eliminan los
grupos protectores (benciloxicarbonilo y metoxilo) se encuentran las siguientes

predicciones en cuanto a su posible actividad bioldgica.

H,N OH

0]

Figura 5. Dipéptido GABA-Gly desprotegido.

La prediccién de la accién bioldgica por PASS muestra valores de Pa>0.900 y
Pi<0.000 (Tabla 10), que permiten asegurar una mayor actividad bioldgica,
particularmente como inhibidores de varias clases de enzimas, como por ejemplo:
inhibidor de la ribonucleasa en levaduras; inhibidor de la proteina disulfuro reductasa
(glutatién), que pudiera ser considerado como un inhibidor de la formacion de glutation,
uno de estos sistemas antioxidantes es el sistema glutation peroxidasa/glutation

reductasa. La glutation reductasa (GRd, EC 1.6.4.2.) es una flavoenzima dependiente de la
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nicotinaminadenin dinucledtido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reduccién del
glutatién oxidado (GSSG) a glutatién reducido (GSH), que puede ser utilizado por la
glutatién peroxidasa (GPx) para la reduccion del peréxido de hidrégeno (H,0;) y de
lipoperoxidos (L-OOH), los cuales son elementos toxicos. Es decir, especificamente tiene
una funcion de “pivoteo” en el estrés oxidativo. Esta se encuentra en todos los organismos
aerdbicos asi como en algunas plantas superiores por lo que aparenta ser una enzima
cuasi universal. Resulta util para la defensa autoxidante y el metabolismo de ciertos
farmacos (Prego, 1995); asi mismo, otra actividad es la inhibicion y-
glutamiltranspeptidasa, una enzima hepdatica que cataliza la transferencia de una porcién
de g-glutamilo del glutatidon a un aceptor que puede ser un aminodcido, un péptido o una
molécula de agua formando el neurotransmisor glutamato (Prego, 1995). Otra actividad
posible es el tratamiento de la mucositis oral, también llamada estomatitis, debida a la
debilitacion o complicacion por la quimioterapia y radioterapia contra el cancer, que se
produce en aproximadamente el 40 % de los pacientes; esta consiste en la inflamacién de
la mucosa oral que oscila desde enrojecimiento hasta ulceras graves, puede causar dolor,

molestias o incluso la incapacidad para tolerar ciertos alimentos o liquidos (Evans, 1998).

Tabla 10. Listado de la posible actividad del dipéptido GABA-gly desprotegido.

The date of prediciton is 2013-07-25

Pa | Pi Activity name

;0=96-‘ 0.000 Yeast ribonuclease inhibitor
Protein-disulfide reductase (glutathione)

‘0:966 0.001 inhibitor
Methylumbelliferyl-acetate deacetylase

0.940:0,001 inhibitor

0.937.0.002 Exoribonuclease II inhibitor

0.936:0.001: Hydrogen dehydrogenase inhibitor

0.934,0,004 Mucositis treatment

0.931.0.002 Fucosterol-epoxide lIyase inhibitor
0.930:0.002! Gamma-glutamyltransferase inhibitor
Monodehvdroascorbate reductase
(NADH) inhibitor
0.924.0.002 Levanase inhibitor
e (R)-3-amino-2-methvipropionate-

0.927:0.003

Pass On Line (Poroikov, 2011)
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Una conclusion preliminar que se deduce al comparar las actividades predichas
para ambos derivados es que el incremento en la probabilidad de que sea activo (Pa) al
pasar del derivado protegido con Cbz (0.767) al derivado desprotegido (0.967), implica
gue el grupo Cbz actla negativamente sobre la accidn biolégica de estos compuestos.

De la misma manera, se procedidé a determinar la accion bioldgica del derivado
quiral que incorpora al acido 1,4-diaminobutirico, al que hemos denominado DABA-Gly,
tanto en sus formas protegida (preparado en este trabajo), (figura 6) y desprotegida, con

el fin de evaluar el efecto de los grupos protectores sobre la accidn bioldgica.

Figura 6. Dipéptido quiral DABA-Gly protegido.

Para el caso de DABA-Gly protegido se encuentran las siguientes actividades
bioldgicas (Tabla 11): muestra una actividad similar al derivado modelo GABA-Gly
(Pa>0.666 y Pi<0.054) en cuanto a la inhibicién de enzimas tales como
acrocilindropepsina, quimosina, POMC, tratamiento anticataratas, tratamiento en la
distrofia muscular, antitrombdtico y el tratamiento de la mucositis. Este derivado muestra
valores de Pa y Pi por debajo del dipéptido base (GABA-gly), lo que indica que el grupo

incorporado reduce la probabilidad de actividad bioldgica.
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Tabla 11. Listado de la posible actividad para el dipéptido DABA-gly protegido.

The date of prediciton is 2013-07-29

Pa ! Pi Activity name
0.666:0.054, Acrocvlindropepsin inhibitor
0.666.0.054 Chymosin inhibitor

1 10.666:0.054 Saccharopepsin inhibitor
Protein-glutamate
methylesterase inhibitor

| 10,594:0,004 Clostripain inhibitor
Pro-opiomelanocortin

0.635:0.028

i 0.6 converting enzyme inhibitor
0,595:0,019 Pin1 inhibitor
0.574.0.003 Anticataract
0.569.0.006 Serralysin inhibitor

0.598.0.06% Polyporopepsin inhibitor
0.533:0.012; Muscular dystrophy treatment
CMP_olvrraral

Pass On Line (Poroikov, 2011)

A continuacién se realizé el estudio sobre el derivado DABA-Gly desprotegido,

observandose los siguientes resultados (figura 7)

H,N o

Iz

NH, OH

Figura 7. Dipéptido DABA-Gly desprotegido.

Al igual que para el dipéptido modelo, DABA-Gly desprotegido presenta un
incremento en los valores de prediccion de Pa>0.958 y Pi<0.002 (Tabla 12), que apuntan a
actividades similares a las observadas en el modelo, entre las que se observan las de
inhibicién de la proteina disulfuro reductasa, el tratamiento de mucositis, la inhibicién de
la y-glutamiltranspeptidasa, la inhibicion de lipoproteinas, la inhibicion de la enzima

convertidora pro-opiomelanocortisin, y la inhibicion de la superéxido dismutasa, entre
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otras, por las cuales este derivado puede ser considerado como candidato para su

evaluacion in vitro o in vivo.

Tabla 12. Listado de posible actividad del dipéptido DABA-glicina desprotegido.

The date of prediciton is 2013-07-25

f Pa @ Pi Activity name
Protein-disulfide reductase (glutathione)
= o) P — 7
Lol inhibitor
0.955:0,001 Yeast ribonuclease inhibitor
0.936.0.004 Mucositis treatment

0.933:0.001; Hydrogen dehydrogenase inhibitor
Methylumbelliferyl-acetate deacetylase

0.921:0.002 inhibitor

0.219:0.001 Fibrolase inhibitor
0.915/0.003 Lipoprotein lipase inhibitor
0.914.0.003 Fucosterol-epoxide lyvase inhibitor
0.209:0.002 Pseudolysin inhibitor
0.906!0.002; Gamma-glutamyltransferase inhibitor
0.905:0,003 Levanase inhibitor

Lonanan Ny Fammaldeshvde tranclatalace inhihitar

Pass On Line (Poroikov, 2011).

7.4 Prediccidn de la toxicidad y viabilidad de compuestos bioactivos usando OSIRIS

El explorador de propiedades OSIRIS (www.organic-chemistry.org/prog/peo) es
una parte integral del sistema de registro de sustancias in house de la compafia Actelion.
Permite calcular diversas propiedades de wuna sustancia bioactiva, valorando vy
clasificandolas por colores; propiedades con un alto riesgo de efectos no deseados tales
como mutagenicidad o una absorcion intestinal deficiente se muestran en color rojo. Por
su parte, el color verde indica que el comportamiento del compuesto es éptimo y no
presenta complicaciones de toxicidad de consideracién (Sander, 2001).

El explorador maneja los siguientes parametros: Toxicidad, cLogP, prediccion de la
solubilidad, peso molecular, semejanza estructural con farmacos y una puntuacidn en
base a los anteriores. El programa genera alertas de riesgo de toxicidad, que indican que

la estructura estudiada puede ser nociva sobre alguna de las siguientes categorias de
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riesgo: mutagenicidad, tumorogenicidad, efecto irritante y efecto reproductivo. Sin
embargo, se deben guardar ciertas reservas debido a que éstas son predicciones tedricas
gue no necesariamente consideran efectos tales como solubilidad y pH, entre otros. El
proceso de prediccién se basa en un conjunto precalculado de fragmentos estructurales
que dan lugar a las alertas de toxicidad en caso de que dicho fragmento se encuentren en
la estructura en estudio (Sander, 2001).

El valor de logP de un compuesto se obtiene por el logaritmo de su coeficiente de
particidn entre las concentraciones de esa sustancia en dos fases inmiscibles en equilibrio
como son el agua y el n-octanol, esta es una medida bien establecida de la hidrofilicidad
del compuesto; altos valores de logP causan una mala absorcion, actualmente la Regla de
Lipinski sefiala que este valor no debe superar un logP > 5 para que sea una molécula con
la solubilidad apropiada. El software utiliza un motor de prediccidon de cLogP que visualiza
las propiedades de los atomos, tipo de enlace, estado de aromaticidad, numero atémico,
entre otros; el término cLogP se utiliza convencionalmente cuando se emplea un software
para su cdlculo (Sander, 2001).

La solubilidad de un compuesto afecta de manera significativa sus caracteristicas
de disolucion, absorcidén y distribucidn, tipicamente una baja solubilidad va asociada con
un mala absorcidn, por lo tanto se debe evitar este tipo de sustancias. Por su parte, el
peso molécular también juega un papel importante en la absorcidn dado que moléculas
de peso molecular elevado no son absorbidas y no pueden alcanzar su diana bioldgica. La
semejanza estructural con farmacos es un concepto cualitativo utilizado en el disefio de
farmacos, para una sustancia con respecto a los factores de biodisponibilidad y coeficiente
de reparto, esto ayuda a optimizar la farmacocinética y algunas propiedades
farmacéuticas (Vistoli et al., 2008).

La puntuacion de farmaco combina la semejanza con otras sustancias
farmacolégicamente activas, el cLogP, el peso molecular y los riesgos de toxicidad para
juzgar el potencial global de los compuestos estudiados y calificarlo como un posible

farmaco (Vistoli et al., 2008).
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En base con los pardmetros anteriormente descritos y con ayuda del explorador
OSIRIS se obtuvieron y evaluaron la viabilidad de los compuestos en estudio para ser
considerados como compuestos bioactivos. Se analizaron los dos derivados preparados,
tanto el sistema modelo como el analogo quiral, tal y como se lograron obtener, es decir,
protegidos, asi como los mismos derivados sin la presencia de los grupos protectores, con
el fin de evaluar el efecto de los mismos tal y como fue evaluado previamente por PASS.

En la Tabla 13, se muestra la relacidn de las moléculas estudiadas tanto protegidas

como desprotegidas.

Tabla 13. Dipéptidos estudiados mediante OSIRIS.

No. de molécula Nombre genérico
1 GABA-gly protegido
2 GABA-gly desprotegido
3 DABA-gly protegido
4 DABA-gly desprotegido

En la Tabla 14 se reporta las categorias cualitativas de toxicidad obtenidas para los
derivados en estudio: verde, demuestra aprobacién, lo que indica que no hay un posible
efecto toxico; amarillo, indica precaucidn, una incidencia a causar toxicidad; y rojo, indica

rechazado, debido a que el derivado presenta un posible efecto toxico.

Tabla 14. Prediccidn de toxicidad de los dipéptidos en estudio.

No. molécula Mutagenicidad Tumorogenicidad irritante Efecto
reproductivo
1 Verde Amarillo verde rojo
2 Verde Verde Verde Verde
3 Verde Amarillo Verde Rojo
4 Verde Verde Verde verde
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En base a los resultados obtenidos es posible deducir que de los derivados en
estudio, los compuestos desprotegidos presentan parametros de toxicidad apropiados
para su uso seguro como farmacos, observandose que el grupo protector Cbz confiere
toxicidad a las moléculas, por lo que los derivados obtenidos en este trabajo deberan ser
sometidos a desproteccion antes de realizar pruebas bioldgicas in vitro o in vivo.

Adicionalmente se determinaron los parametros arriba mencionados para evaluar
su potencial farmacoldgico. En la Tabla 15 se reportan los valores de cLogP, Solubilidad,
peso molecular, semejanza de farmaco y puntuacién de farmaco bajo el esquema de

asignacién arriba mencionado.

Tabla 15. Parametros calculados para los dipéptidos preparados usando OSIRIS.

N° cLogP Solubilidad Peso mol Semejanzade Puntuacion
molécula LogS (g/mol) farmaco de farmaco
1 1.17 2.3 308 33.76 0.22
2 1.47 0.34 160 4.69 0.50
3 1.42 3.28 423 76.03 0.19
4 2.57 0.14 189 4.09 0.50

Los resultados arriba reportados apuntan en el mismo sentido que los obtenidos
previamente, observdandose nuevamente que el grupo Cbz no es apropiado para
desarrollar una accién biolégica benéfica, ya que conduce a toxicidad. Los derivados
desprotegidos, tanto GABA-Gly como DABA-Gly, muestran una puntuacion elevada como
farmacos, lo que indica que estas sustancias pueden ser buenos candidatos para

desarrollar las actividades predichas previamente por PASS.
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8. Conclusiones

1. El cloroformiato de iso-butilo como agente de acoplamiento, resulta ser un reactivo
apropiado para acoplar diversos aminodcidos, incluyendo aminoacidos no
proteinogénicos, en corto tiempo y con rendimientos moderados, de igual modo el

dipéptido obtenido sirve para establecer las condiciones para su andlogo.

2. La conversién quimica de L-glutamina, un aminoacido natural a 2,4-diaminobutirico,
un aminodcido no natural, es posible en tan solo dos etapas a través de métodos de
sintesis en fase liquida, con rendimientos moderados y su acoplamiento con glicina

fue posible.

3. La resonancia magnética nuclear de *H vy las predicciones, constituyen un panorama
de eleccién para realizar la caracterizacidon estructural de las moléculas obtenidas,

proporcionando resultados en corto tiempo.

4. Se establecid que en teoria, los dipéptidos generados cuentan con actividad
bioldgica considerable, por lo que pueden ser considerados como compuestos
bioactivos, de acuerdo con lo demostrado con los predictores Pass Online y OSIRIS.
Asi mismo, la presencia del grupo benciloxicarbonil afecta de manera negativa a los
mismos, confiriendo actividad téxica como agente tumorogénico y afectando

aspectos como la reproduccion.
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