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RESUMEN

En el presente trabajo se reporta, la sintesis en fase solida y caracterizacion
por espectrometria de masa de diferentes péptidos. Se modificaron
guimicamente mediante sintesis en solucién y en fase solida los aminoacidos
valina y cisteina, al N-metilar los grupos aminos de los respectivos
aminoacidos, asimismo se introdujeron diferentes grupos protectores para
poder llevar a cabo, la primera sintesis en fase sélida y caracterizacién por
espectrometria de masa del Biciclo Octadepsipéptido Triostin A, mediante la
introduccion de un concepto novedoso, la proteccion basada en la “restriccion
de la movilidad conformacional”. Estas nuevas condiciones permitieron
obtener 83 mg del péptido Triostin A crudo con un 51 % de pureza, luego de 12
pasos, usando 6 grupos protectores diferentes (Fmoc, Alloc y Boc para los
N“—~Aminoacidos); Trt para el grupo hidroxilo, Acm para el grupo sulfhidrico de

la cisteina y p-alcoxibencil para el carboxilo terminal.

Dos de los péptidos uno de cadena corta (T9-1201) y otro de cadena larga
(T9-1202) se anclaron a la molécula 4-Androsten-17p3-ol-3-ona (Testosterona),
a través de un espaciador de acido succinico, enlazado al grupo hidroxilo (OH)
gue se encuentra en la posicion 17 de la molécula esteroidal. Se evaluo el
efecto citotoxico sobre las células Vero de compuestos Esteroidales y la
testosterona modificada, este Ultimo evidencio un cambio en la actividad
citotoxica incrementando el % de viabilidad celular en un 64% para T9-1201 y

en 78 % para T9-1202 a 50ug /mL.
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INTRODUCCION

En la historia de la quimica orgéanica se manifiesta frecuentemente el gran
impulso que ha tenido la sintesis, particularmente aquella dirigida a la
construccién de moléculas que existen en la naturaleza, las cuales por su

complejidad han sido y siempre seran un reto para los quimicos.

La obtencion de nuevos compuestos ha sido otro de los logros de la quimica
gue comenzd a materializarse a principios del siglo XIX, con la sintesis de la
urea lograda por Friederich Woéhler en 1829 a partir de reactivos inorganicos
como el cianato de potasio (KOCN) y el cloruro de amonio (NH4Cl). Por tal
sentido el quimico sintético se convierte en un arquitecto molecular, debido a
gque debe combinar arte y ciencia, esto implica ser imaginativo, tener

conocimientos solidos de quimica y sobre todo ser muy perseverante.

Basados en esta premisa el investigador Bruce Merrifield en el afio 1963
disefid un método novedoso para sintetizar péptidos, anclando los diferentes
aminoacidos a un soporte solido, teniendo este método como ventaja principal
rapidez y simplicidad; en la actualidad esta técnica es ampliamente utilizada
para sintetizar péptidos complejos de cualquier tamafio, gracias al desarrollo de
nuevas resinas, grupos protectores y agentes acoplantes que hacen al proceso

mas eficiente y a la vez minimizan las reacciones colaterales.



La utilizacién racional de diferentes grupos protectores permitié sintetizar el
Biciclo Octadepsipéptido Triostin A cumpliendo con uno de los principios de la
actividad sintética, al obtener el producto deseado en el menor numero de
pasos, con un rendimiento mucho mayor, por la via mas econémica, en el

menor tiempo posible.

La sintesis quimica proporciona una herramienta interesante, debido a que
se pueden sintetizar péptidos y moléculas organicas que actien o presenten
algun tipo de actividad biolégica. En el siguiente trabajo se presentan algunos
avances sintéticos para la obtencion de derivados esteroidales, a los cuales se
les enlazé distintas cadenas péptidicas, para evaluar los diferentes efectos que
pueden presentar ambas moléculas cuando estan enlazadas entre si y valorar

su citotoxicidad.

“Una estructura conocida pero aun no sintetizada es equivalente a una

montafa no escalada” Robert Burns Woodward.



1.1 SINTESIS ORGANICA

La sintesis quimica es una herramienta poderosa, para la obtencion de
nuevas estructuras moleculares, las cuales se generan a partir de la
manipulacion de arreglos atomicos y moleculares en una variedad infinita de
combinaciones. Dicha sintesis, se fundamenta en la ruptura y formacién de
enlaces covalentes, entre los atomos, de una forma controlada y precisa. Esta
rama de la quimica, se apoya en las propiedades del enlace covalente y en la
capacidad para construir moléculas organicas mas complejas a partir de sus

componentes mas sencillos, mediante una serie de procedimientos racionales.

La importancia de la sintesis orgénica en la ciencia moderna es indiscutible,
en ella se ha fundamentado el desarrollo de la industria quimica moderna. De
la evolucién de esta rama de la ciencia ha dependido la creacién de medicinas,
plasticos, cosméticos, fertilizantes, detergentes y otros tantos productos sin los

cuales la sociedad actual no podria desenvolverse .

A lo largo de los afios se ha ido desarrollando un gran numero de
reacciones quimicas, las cuales proporcionan las herramientas para la sintesis.
El alcance y las limitaciones de estas reacciones se encuentran
constantemente bajo estudio y muchas han sido perfeccionadas con gran
destreza. Sin embargo, siguen siendo solo herramientas de trabajo, de manera
gue un proyecto sintético Unicamente puede llevarse a cabo cuando se disefia
una utilizacion racional, por etapas de tales herramientas, por tal sentido el

concepto de sintesis organica implica el proceso de llegar a un plan apropiado



para la interconexién de una serie de reacciones quimicas, de modo que se

alcance a construir una molécula a partir de otra.

Debemos resaltar que una estrategia de Sintesis Organica de cualquier
magnitud, implica la utilizacion del conocimiento y la aplicacién de las méas
modernas técnicas espectroscopicas, para comprobar los diferentes cambios
estructurales; el conocimiento de los mecanismos de reaccién es imperativo
para interpretar las relaciones entre estructura y reactividad en las etapas
propuestas; finalmente el conocimiento de la teoria estructural hace posible la
evaluacion de los resultados en cada cambio particular 2. El extenso desarrollo
de la sintesis organica se debe en gran medida a la necesidad de sintetizar
productos que la naturaleza nos ofrece en pequefias proporciones, los cuales
son relativamente escasos en comparacion con su alta demanda, pudiendo
causar un grave peligro ecoldgico si son extraidos estos de la naturaleza. Por
esto surge la necesidad de disefiar y ensayar diferentes rutas de sintesis de
productos para elaborarlos en grandes cantidades. Ademas de satisfacer la
creciente demanda en diferentes productos que reclaman las sociedades

modernas en otras areas como la agricultura, medicina, e industria.

Vale la pena resaltar que el trabajo de sintesis es extremadamente
laborioso y en ocasiones frustrante, pero nunca por ello deja de ser
excitante; por tal sentido el investigador Ireland R. E expreso que “Una sintesis
organica, sea cual fuera su magnitud y complejidad es siempre una experiencia

total en quimica orgénica”.



1.2 SINTESIS EN FASE SOLIDA

En el afio de 1963 Robert Bruce Merrifield disefi6 un método novedoso
para la sintesis de péptidos, el cual consiste en unir covalentemente un
aminoacido a un polimero solido, posteriormente adicionar de manera
consecutiva (uno a la vez) el resto de los aminoacidos hasta obtener la

3 finalmente despegar del soporte soélido el péptido

secuencia deseada
obtenido. Con esta técnica, el producto puede ser filtrado y lavado durante la
sintesis, obteniendo altos rendimientos con una elevada pureza *. Lo novedoso
de este método sintético consiste basicamente en la utilizacion del soporte

sélido el cual generalmente viene acompafiado con un espaciador y un grupo

funcional como se puede apreciar en la Figura N° 1.

— — D

Soporte solid6 Espaciador Grupo Funcional

Figura N° 1. Esquema general de un Soporte solidé utilizado en sintesis en fase sélida

El soporte sdlido es la matriz polimérica insoluble, el espaciador es una
molécula que mantiene unidos al soporte sdlido y al grupo funcional mediante
un enlace covalente (el espaciador puede no existir), mientras que el grupo
funcional, puede tener las caracteristicas de un grupo protector o de un grupo

reactivo donde se enlaza el aminoécido.



Existen en el mercado muchisimos soportes sélidos disponibles y de gran
variedad. La eleccion del soporte sélido se da por la secuencia péptidica a

sintetizar y al espaciador mas adecuado para la sintesis.

Las resinas que comunmente se utilizan para la sintesis en fase sdlida se
basan en un polimero de poliestireno entrecruzado con 1% de divinilbenceno
(PS). La distribucion de entrecruzamiento se da por tamafos que oscilan de
200-400 mesh (que corresponde a un diametro aproximado de 38-75 micras) y
una sustitucion entre 0,5 a 0,8 mmol/g. Estas caracteristicas garantizan en el
polimero buenas propiedades al hincharse o al contraerse en disolventes como
DCM y DMF respectivamente, esto ocasiona una buena distribucion de los
reactivos en toda la zona del polimero, garantizando la accesibilidad de los
mismos °. Para péptidos de tamafio superior a 25 residuos de aminoacidos o
secuencias complejas se requiere un grado de sustitucién menor de (0,15-0,3
mmol/g). Resinas a base de poliamida (PA) y polietilenglicol (PEG) son mucho
mas hidrofilicas que las de Poliestireno (PS), por lo tanto se comportan mejor

para secuencias con cierta dificultad °.

Cuando Merrifield disefié la sintesis en fase sdlida, se utiliz6 de manera casi
exclusiva para la obtenciébn de péptidos por muchos afios, pero en la
actualidad, se puede utilizar esta técnica en un gran nimero de reacciones que
conocemos hoy en dia, como por ejemplo reacciones Diles-Alder,
condensaciones aldolicas, reaccion de Ugy, reaccién de Wittig, Acilacion de

Fridel-Crafts por mencionar algunas '



La uUnica diferencia que se necesita para realizar estas reacciones es la
resina a utilizar y el reactivo para desanclar el producto de la resina. La sintesis
en fase solida como método sintético presenta ciertas bondades frente a la

sintesis en solucién como lo son:

* Facil manipulacion y mayor rapidez.

» Evita la purificacion de los productos intermediarios

» Se puede utilizar en una gran variedad de reacciones.

* La baja solubilidad de los intermediarios péptidico desaparece, durante
la sintesis, debido a que el péptido permanece anclado a la resina, hasta

gue la sintesis haya sido completada

Dentro de las principales limitaciones que presenta la sintesis en fase

sélida podemos mencionar las siguientes:

» Adaptar las reacciones en solucion a la fase sélida

» El anclaje y desanclaje son adicionales a cualquier sintesis en solucion.

» Generalmente se utiliza para preparar cantidades de producto inferior a
100 mg.

* La purificacion y aislamiento de varios intermediarios sintéticos es
imposible, la caracterizacion del péptido puede solamente llevarse a

cabo al final de la sintesis.



1.3 AMINOACIDOS

El término aminoacido define a cualquier molécula que contiene un grupo
amino (NH2) y un grupo acido (COOH), los aminoacidos mas frecuentes y de
mayor interés biolégico son los denominados a-aminoacidos, estos tienen el
grupo amino y carboxilico unidos al mismo atomo de carbono, llamado carbono
alfa (a), ademés de poseer un &tomo de hidrégeno y una cadena lateral
distintiva denominada grupo R. Otra clase de sustancias con estas
caracteristicas son denominados B-aminoacidos, en los cuales el grupo amino
esta unido en el carbono N° 3 de la cadena, es decir en el segundo carbono a

continuacion del grupo carboxilico .

El caracter Unico de cada a-aminoacido se debe a su estructura R, el grupo
R puede variar desde un simple &omo de hidrogeno en la glicina (el
aminoacido mas sencillo) hasta una estructura mas compleja, como la
guanidina en la arginina. En el caso de la prolina el grupo R forma parte de una
estructura aminica secundaria ciclica; por consiguiente la prolina se considera

un aminoacido secundario y en ocasiones se le da el nombre de iminoacido.

Con excepcion de la glicina, el atomo de carbono alfa de los aminoacidos es
guiral o asimétrico. Debido a esta disposicion, los aminoacidos pueden existir
en dos configuraciones estereoisomeéricas. Los dos estereocisbmeros poseen
configuraciones L y D, las cuales representan dos estructuras con imagenes
especulares que no se pueden superponer, estas estructuras se denominan

enantiomeros ®.



La importancia bioldgica de estas configuraciones es que en las proteinas
s6lo se conoce la existencia de L-aminoacidos. El origen de los D-aminoacidos
ha sido objeto de numerosos trabajos, se cree que los L-aminoacidos son sus
precursores. La manera de epimerizacién de C-2 de un aminoacido no esta
clara todavia, puesto que el nitrégeno del L-aminoacido en el C (o) se preserva
durante la inversién, por ello se descarta la transaminacién como posible ruta®.

COOH COOH

H,N H H NH,
R R

(L) (D)
Figura N° 2. a-aminoacido y su imagen especular.

Quizas la propiedad mas prominente de los aminoacidos sea su caracter
anfotero. Puede actuar como &cido o como una base. Los amino&cidos existen
en realidad en forma de sales internas denominadas especie zwitterionica o0
ion dipolar; en el que el grupo carboxilico acidico ha transferido su proton al
grupo amino basico. Sin embargo en solucion acuosa se establece un equilibrio

entre esta forma y las formas de anion y cation del aminoacido.

COO ho COO"  H,0" COOH
H,N l H =2 H;N"+—H =—"== H,N"{—H
H,0
R H20 R 2 R

Figura N° 3. Equilibrio zwitterionico de un a -aminoé4cido.
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La posicién de equilibrio varia segun el aminoacido y segun la acidez de la
solucion. En soluciones fuertemente acidicas, el aminoacido esta en gran
medida en la forma de cation, mientras en solucion fuertemente basica esta en
gran medida en la forma de anion. La acidez de la solucion expresada como
pH, a la cual la concentracién del ion dipolar es maxima se conoce como el
punto isoeléctrico del aminoacido y suele designarse como el (pl) del
aminoacido. Este punto no suele ser el punto de neutralidad (pH = 7). El punto
isoeléctrico depende de la basicidad del grupo amino y de la acidez del grupo
carboxilico, que varian con la naturaleza del grupo R, de aqui que sea

caracteristico para cada aminoéacido *°.

Los seres humanos necesitan ingerir en sus alimentos una cantidad regular
de ciertos aminoacidos porque su cuerpo no puede sintetizarlos a partir de
otras sustancias. Las consecuencias de la privacion continua, de sélo uno o
dos de los aminoacidos esenciales pueden comprometer el correcto
funcionamiento del organismo en algunos casos pueden ser fatales. Los seres
humanos solamente pueden sintetizar 10 amino&cidos, el resto de los
aminoacidos denominados aminoacidos esenciales han de ser ingeridos en la

dieta alimentaria 8.

Se han propuesto varios métodos para clasificar los aminoacidos sobre la
base de sus grupos R. El mas significativo se funda en la polaridad de los
grupos R. Existen cuatro clases principales entre los cuales se encuentran:
aminoacidos con grupos R no polares o hidréfobos (alanina, fenilalanina,

isoleucina, metionina, prolina, triptéfano, valina), aminoacidos con grupos R
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polares sin carga (asparagina, cisteina, glicina, glutamina, serina, tirosina,

treonina), aminoacidos con grupos R cargados positivamente (arginina,

histidina, lisina) y aminoacidos con grupos R cargados negativamente (acido

aspartico y acido glutamico)

HOOC

T

NH,

CHj

Alanina

HOOC S
W \CH3

NH,

Metionina

CHj

HOOC
CHj

NH,

Valina

HOOC

NH,

Fenilalanina

0

Prolina

HOOC

HoOoC CH,

NH, CHj

Leucina

CHj3

HOOC CH,

NH,

Isoleucina

HOOC

NH,
N
H

Triptofano

Figura N° 4. Aminoacidos con grupos R no Polares (hidr6fobos)



HOOC NH,,
NH, O
Asparagina
NH,
HOOC
o]
NH,
Glutamina

HOOC. __NH,

Glicina

12

HOOC
SH
NH,
Cisteina
HOOC
OH
NH,
Serina

CH,

HOOC
OH

NH,

Treonina

HOOC

NH,
OH

Tirosina

Figura N° 5. Aminoacidos con grupos R Polares.

HOOC
NH,

Arginina

NH
2 HoOC
NI

Histidina

|
N
0

HOOCY\/\/NH

NH,

Lisina

Figura N° 6. Aminoacidos con grupos R cargados positivamente (basicos)

HOOC

NH,

Acido Aspartico

OH

HOOC

NH,

Acido Glutamico

Figura N° 7. Aminoéacidos con grupos R cargados negativamente (acidos)
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Se han aislado otros varios aminoacidos poco frecuentes a partir de los
hidrolizados de algunos tipos especializados de proteinas, la mayoria derivados
de aminoacidos corrientes, entre los cuales se encuentra la 4-hidroxiprolina,
derivado de la prolina y la norleucina un derivado de la leucina, s6lo por

mencionar algunos.

HOOC

H,N
OH

@) (b)

Figura N° 8. Aminoacidos poco frecuentes a) 4-hidroxiprolina (b) norleucina

Ademas de los 20 aminoacidos corrientes y de varios poco frecuentes, en
las proteinas, se conocen unos 150 aminoacidos mas que se encuentran en
diferentes células y tejidos en forma libre o combinada. Algunos amino&cidos
no proteicos, actian como precursores importantes y/o intermediarios en
metabolismos o como agentes quimicos para la transmisién de impulsos

nerviosos

Tanto las interacciones intermoleculares como intramoleculares entre las
funciones &cidas y basicas desempefian un papel importante en las
propiedades fisicas y quimicas de estos compuestos bifuncionales. Una gran
parte del interés depositado en estas moléculas pequefias se ha dirigido hacia
la comprension de su papel como elementos de construccién de moléculas de

mayor tamafio como lo son los péptidos y las proteinas.
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1.4 PEPTIDOS

Un aminoacido como tiene un grupo amino y un grupo acido, es muy
apropiado que forme uniones amida. En condiciones adecuadas, el grupo a-
amino de una molécula se condensa con el grupo a-carboxilico de otra
molécula, acompafiado por la eliminacién de una molécula de agua; el producto
gue se obtiene es una amida denominada enlace péptidico o dipéptido, ya que
esta formada por dos aminoéacidos, por tal sentido a la secuencia de varios
aminoacidos enlazados por diferentes uniones amidas se le conoce como

péptido.

Un péptido es un polimero de aminoacidos unidos por varios enlaces
amidas, a cada unidad de aminoacido del péptido se le denomina residuo. Si el
péptido contiene de dos a diez residuos, la sustancia se denomina oligopéptido.
A menudo el niumero de residuos de los oligopéptido se especifica mediante el
uso de prefijos griegos como dipéptido, tripéptido, tetrapéptido, pentapéptido,
etc. Por lo comun a los péptidos de mas de diez residuos se conocen como
polipéptidos. Aunque existen péptidos ciclicos y ramificados, la mayor parte de
ellos consisten en una secuencia lineal de tipo cadena con dos residuos
terminales; como el enlace entre residuos sucesivos une los grupos o-
carboxilico y a-amino de aminoacidos adyacentes, un residuo tendra un grupo

amino libre (N-terminal) y el otro tendr& un grupo carboxilico libre (C-Terminal).

El esqueleto de una cadena polipéptidica consiste generalmente en tres
atomos de cada residuo de la cadena; un nitrégeno que forma parte de un

enlace péptidico, un carbono (o) y un carbono que forma parte de otro enlace



15

péptidico., de modo que el patron N-C“-C se repite una y otra vez a lo largo de
la cadena. En la figura N° 18 se muestra una representacion completamente
extendida de este patrén. Los angulos y longitudes de enlace especificados
revelan algunas caracteristicas importantes del enlace péptidico y del

esqueleto®.

H, /R T e 125oH R
e 20N Jb c®
'\N/\/ \(\\Ca. N~ 7(

| 1100 120 S |
H o R H H O

Figura N° 9. Patron de enlace alo largo de una cadena péptidica.

Los cuatro atomos del enlace péptidico y los dos atomos de carbono alfa
adheridos estan en el mismo plano espacial. Los grupos H y R de los carbonos
alfa se proyectan hacia fuera del plano. Los dipolos de enlace C=0 y N-H estan
en direcciones opuestas respecto al eje del enlace C-N; esta disposicion se
llama alineamiento trans de los dipolos ya que el &tomo de oxigeno tiene una
carga parcial negativa (6°) y el atomo de nitrogeno tiene una deficiencia parcial
de carga positiva (5); ademas los dos atomos de carbono alfa también tienen
alineamiento trans. Como consecuencia de la orientacién espacial dada la
configuracion L de cada residuo, los grupos R de cada uno de los a&tomos de

carbono alfa estaran dispuestos de una manera trans repetitiva.
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La distancia del enlace péptidico C-N es de (1,32 A) es intermedia entre la
del enlace covalente doble (1,21 A) y la del enlace covalente sencillo (1,41 A).
Esto sugiere que el enlace péptidico C-N tiene cierto caracter de doble enlace;
esta peculiaridad puede explicarse en términos de una estructura de

resonancia o una tautomérica .

H H H
| v { N
Co o o) OH

(@) (b)

Figura N° 10. (a) estructura de resonancia. (b) equilibrio tautomérica.

Las cadenas polipéptidicas naturales no permanecen rigidas en la
estructura extendida, mas bien gracias a una rotacion libre alrededor de la
mayoria de los enlaces, la cadena puede cambiar con facilidad su orientacion.
De los tres tipos de enlace que estan presentes a lo largo del esqueleto sélo
dos exhiben rotacion libre: C*-C y el N-C* Se utilizan las notaciones ¢ para el
enlace N-C”y y para el enlace C*-C de esta manera se identifican los valores

rotacionales especificos de cada enlace.

/

Figura N° 11. Rotacion en torno al eje del enlace péptidico ¢ para el enlace N-C*y y para

\
N
\\

el enlace C*-C.
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En la orientacion completamente extendida, los valores ¢ y v se consideran
iguales a 0°. Cuando la cadena se ve desde el N-terminal cualquier rotacion de
menos de 180° en sentido horario recibe el signo positivo y cualquier rotacion
en sentido antihorario de menos de 180° recibe el signo negativo. El tipo
particular de orientacion asumido por una cadena polipéptidica es resultado del
patréon de rotacién en torno a los enlaces ¢ y v. En la naturaleza se observan
tres tipos principales de orientaciones, conocidas como helicoidales, laminar y

aleatoria.

La estructura helicoidal esta formada por aminoacidos L y la orientacion
helicodal mas comun es la alfa-helice-dextrogira, en la que cada ¢ = -60° y
cada y = -57°. Esta combinacion especifica de ¢ y v, es especial porque tiene
como resultado una disposicion muy estable. La estabilidad obedece a dos
razones fundamentales; primero hay poco o ningun apifiamiento de atomos.
Segundo, y aun mas importante los dipolos C=0O y N-H de los enlaces
péptidicos vecinos tienen orientacion éptima (casi coaxial) y eso significa una
interaccién dipolo-dipolo maxima, lo que produce una trama de puentes de

hidrogeno cooperativos intracatenarios (ver figura N° 12)

Las especificaciones caracteristicas de la geometria a-helicoidal son las
siguientes: la distancia cubierta por cada vuelta es de (5,4 A), existen 3,6
residuos de aminoacidos por cada vuelta completa (casi 4 enlaces péptidicos) y
el dipolo N-H esta unido por enlaces de hidrogeno al dipo C=0 de 4 residuos

posteriores. La estructura a-helicoidal, la presentan algunos péptidos sinteticos
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de elevado peso molecular, lo cual indica que se forman espontaneamente, por

ende se encuentran en muchos polipéptidos y proteinas de origen natural *2.

Figura N° 12. Estructura a-helicoidal para un polipéptido.

Para la estructura lamimar existen dos combinaciones posibles de ¢ y v, que
dan origen a estructuras ordenadas no helicodales que se denominan
estructuras B-laminares, a pesar de ser distintas a las a-helice, también
adquieren su estabilidad mediante puentes de hidrdgeno cooperativos entre los
mismos dipolos C=0 y N-H. La formacion de puentes de hidroégeno en las
estructuras laminares pueden ocurrir entre dos o mas segmentos diferentes de
la misma cadena (lamina intracatenaria) o entre dos o0 mas segmentos de
distintas cadenas (lamina intercatenaria). En ambos casos son posibles dos
formas laminares, segun el alineamiento de las diferentes cadenas o
segmentos. Si estos se alinean en la misma direccién de una terminal a otra, la

disposicién recibe el nombre de B-lamina paralela. Si esta se encuentra en

direcciones opuestas, la disposicion es una B-lamina antiparalela ®.
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Las estructuras son algo similares, aunque el periodo de repeticion es mas
corto para la conformacion paralela (6,5 A), frente a los (7,0) A para la
antiparalela . Aunque ambas ocurren en la naturaleza, la alineacion
antiparalela es un poco mas estable porque los dipolos C=0 y N-H estan mejor
orientados para una interaccion optima. Si los grupos R son muy voluminosos o
poseen cargas, la lamina plegada, no puede existir debido a las interaciones

entre los grupos R **
0 ||4 0 ||4 c|3 ||4
S O (s g
0 H o) H O H

R e

Tz
Tz

@) IT @) IT (l) T
S G adh thvd
@) H @) H @) H
Figura N° 13. Estructura pB-laminar paralela para un polipéptido.
@) IT @) IT (lJ T
S G ddh thvd
@) H @) H o] H
IT @) IT O IT @)
' N\/U\ N\/U\ N\)&
R G I S G
H @) H @) H @)
@) IT @) IT T) T
YT T Y Y
@) @)

|
O H

Figura N° 14. Estructura p-laminar antiparalela para un polipéptido.

Nota: Se eliminaron los Hy los grupos R del carbono alfa para una mejor visualizacion.
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Cuando un segmento de una cadena polipéptidica carece de combinacion
repetitiva de ¢y v, la estructura resultante carece de patron geomeétrico
repetitivo y se dice que es aleatoria. Aunque esta terminologia puede parecer
confusa, el punto fundamental es que, debido a las interaciones ordenadas en
las que intervienen los grupos R, a las limitaciones impuestas por la posible
presencia de uno o mas puentes de disulfuro y quizas tambien las
interacciones con un cofactor o grupo prostético, se prefiere una disposicion
aleatoria determinada. Asi, dentro dento del contexto de la conformacion
natural tan ordenada de un polipeptido, se considera que cualquier segmento
no helicoidal o no laminar de la cadena tiene una orientacién aleatoria muy

ordenada ®.
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1.5 PROTEINAS

Un polipéptido es un péptido que contiene muchos residuos de
aminoacidos, pero su masa molecular suele ser inferior de 5000 g/mol, las
proteinas contienen muchas unidades de aminoacidos, con masas moleculares
comprendidas entre 6000 y 40.000.000 de g/mol *3. Las proteinas se clasifican
como proteinas simples, que por hidrdlisis dan sélo a-aminoacidos y proteinas
conjugadas que dan a-aminoacidos y uno o mas grupos de naturaleza no
proteica, las proteinas de este Ultimo grupo se conocen COmMoO Qrupos
prostéticos (del griego prosthesis, adicidén). Las subclases se identifican por el
tipo de grupo prostético: glicoproteinas (un carbohidrato), metaloproteinas (un
ion metalico), hemoproteinas (un grupo heme), flavoproteinas (una flavina),
fosfoproteinas (un fosfato), lipoproteinas (un lipido) y nucleoproteinas (un acido
nucleico). En ocasiones pueden estar presentes dos 0 mas grupos prostéticos

idénticos o diferentes ®

Adicionalmente existen dos categorias cimentadas en las formas y las

solubilidades conocidas como proteinas fibrosas y proteinas globulares.

Las proteinas fibrosas tienen formas moleculares muy alargadas, por lo
general, varias cadenas polipéptidicas largas estan agavilladas o envueltas
formando un haz, de modo que integran hilos o filamentos plurimoleculares a lo
largo de una sola dimensién; generalmente son insolubles en agua y segun la
proteina, estdn caracterizadas por grados altos o bajos de ductilidad,

elasticidad, tenacidad y fragilidad, asi como por diversas texturas.
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Las proteinas globulares tienen una estructura mucho mas compacta que
las proteinas fibrosas, lo cual se debe a su complejo patrén de dobleces,
curvaturas y torcimientos a lo largo de la cadena polipéptidica. El contorno
general de estas proteinas va desde estructuras casi esféricas hasta otras con
diferentes grados elipticos. En general las proteinas globulares son mas
solubles que las fibrosas y también son mucho mas delicadas, son mas

abundantes, existiendo en mayor variedad y nimero ®

(@) (b)

Figura N° 15. (a) proteina fibrosa. (b) proteina globular.

Independientemente de que una molécula de proteina sea fibrosa o globular

existen cuatro niveles estructurales para cualquier proteina.

La estructura primaria se refiere a la identidad, la cantidad relativa y en
Ultima instancia, la secuencia exacta de los aminoacidos presentes en la
cadena o cadenas polipéptidicas, junto a cualquier puente disulfuro que pueda

existir en la molécula proteica. Si hay algun grupo prostético, también se puede
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incluir en este nivel su identidad y su cantidad ®; por tal sentido esta estructura
da a las proteinas su identidad Unica, un cambio en uno sélo de los

aminoéacidos puede alterar las caracteristicas bioquimicas de la proteina *.

La estructura secundaria se relaciona con la capacidad del esqueleto de la
cadena polipéptidica para asumir orientaciones ordenadas y estabilizadas por
puentes de hidrogeno cooperativos. Existen, en general dos ordenamientos
moleculares de las proteinas gracias a los enlaces de hidrogeno los cuales son

el arreglo a-helicoidal y el arreglo B-laminar (paralelo y antiparalelo).

La estructura terciaria se refiere a la estructura tridimensional completa de
la molécula proteinica, incluso la orientacion de cualquier grupo prostético
asociado con ella. Partes de la proteina pueden tener una estructura a-
helicoidal, mientras que otra parte pueden tener estructura de B-laminar
plegada y otras partes pueden tener enrollamientos al azar; la estructura
terciaria incluye todas las estructuras secundarias y todos los enrollamientos y

pliegues que haya en medio *3.

La estructura cuaternaria es aplicable a las moléculas proteinicas integradas
por dos 0 mas cadenas polipéptidicas (dimeros, trimeros, tetrdmeros, etc) con
la estipulacién adicional de que el conjunto debe estar unido Unicamente por
diversas fuerzas intermoleculares de interaccién no covalente como (Van der
Waals, enlaces de hidrégeno, ion dipolo, etc) entre las cadenas individuales, es

decir que exista supramolecularidad entre cada cadena polipéptidica.
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1.6 TRITERPENOS

La denominacion terpenos, se asocia a compuestos fragantes de bajo peso
molecular, generalmente volatiles que forman parte y son los constituyentes
principales de los aceites esenciales, muchos de los cuales son aislados de
flores, maderas, hojas, frutos y semillas. Su nombre deriva de la turpentina, un
aceite que se obtiene por destilacién con arrastre de vapor de la madera, el
cual es rico en estas sustancias. En este grupo también existen otras
estructuras no volatiles, sélidos cristalinos, como por ejemplo hormonas como
la cortisona y la testosterona. En general se reserva el nombre de terpenos a
moléculas que solamente tienen H y C, pero la mayoria tienen también oxigeno

y otros atomos, a los cuales se les denomina terpenoides *°.

La gran diversidad estructural de los terpenos dificulta el resumen de las
caracteristicas comunes de estos compuestos, pues no solamente se trata de
la variedad en los grupos funcionales, sino también del nimero de atomos de
carbono que conforman los esqueletos. Los terpenos se clasifican de acuerdo
al niamero de unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno) que posee su
esqueleto hidrocarbonado, en hemiterpenos (5 carbonos, 1 unidad),
monoterpenos (10 carbonos, 2 unidades), sesquiterpenos (15 carbonos, 3
unidades), diterpenos (20 carbonos, 4 unidades), sesterterpenos (25 carbonos,
5 unidades), triterpenos (30 carbonos, 6 unidades) y tetraterpenos (40
carbonos, 8 unidades).

CH,
H,C =

Figura N° 16. Unidad de isopreno.
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Debido a degradaciones o rearreglos no siempre el nimero de atomos de
carbono es multiplo de cinco, debido a que se generan secuencias anormales

de la unidad de isopreno.

Los triterpenos constituyen el grupo mas extenso de terpenoides debido a
su gran diversidad estructural y a que se encuentran ampliamente distribuidos
tanto en el reino vegetal como en el reino animal en estado libre. Los
triterpenos han sido estudiados rigurosamente debido en parte, a su relacion
con los esteroides, los cuales han llamado poderosamente la atencién desde
hace tres cuartos de siglos, cuando se conocié que las hormonas sexuales
humanas pertenecen a este grupo de compuestos. En las plantas esta
generalizada su habilidad de sintetizarlos, pero en el reino animal el proceso
parece ser mas complicado y mucho menos conocido. Por ejemplo los
vertebrados sintetizan esteroides a partir de precursores sencillos, pero los

insectos s6lo pueden acumularlos a partir de los ingeridos en su alimentacion °.

Los triterpenos se pueden encontrar también en la naturaleza asociados con
azucares o0 aminoacidos. Aunque la tendencia actual es la de determinar su
posible aplicacién desde el punto de vista biolégico®®'’, hasta hace poco no
habian sido objeto de mucho interés. Sin embargo, debido a su amplia
distribucién en el reino vegetal es razonable pensar en su interrelacion con la
vida de las plantas, pero tal como ocurre con otros metabolitos secundarios,
s6lo se dispone de conjeturas generales. A pesar de su amplia variedad
estructural, los triterpenos se originan bajo sistemas muy parecidos, por lo

menos en la etapa inicial de su bioformacion, el escualeno, aislado por primera
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vez del aceite del higado de tiburén, es el precursor comin de todos los

triterpenos °

1.7 ESTEROIDES

Los esteroides son moléculas policiclicas complejas que se encuentran en
todas las plantas y animales. Estan clasificadas como lipidos simples ya que no
experimentan hidrélisis, como las grasas, aceites y ceras. La familia de los
esteroides incluye a una gran variedad de compuestos: las hormonas, los
emulsionantes y muchos componentes de las membranas. Los esteroides son
compuestos cuyas estructuras estan basadas en el anillo tetraciclico conocido

como esteroles, los cuales por degradacién producen los esteroides *2.

Los esteroides son derivados del nacleo ciclopentanoperhidrofenantreno
o esterano (Figura N° 17), compuesto de carbonos e hidrégenos, formando
cuatro anillos (tres hexagonales y uno pentagonal), teniendo diecinueve atomos
de carbono. Los sustituyentes se indican como o debajo del plano de los
anillos, en lineas punteadas y B arriba del plano de los anillos en lineas
gruesas®®. El prefijo per se usa para indicar que la molécula esta totalmente
sustituida por un determinado atomo o grupo de atomos, asi que el término

15 En los esteroides ésta

perhidro indica hidrogenacion total del sistema
estructura basica se ve modificada por la adicibn de diversos grupos

funcionales como carbonilos e hidroxilos o cadenas carbonadas.
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A los cuatro anillos se les designa como A, B, C y D, comenzando por el
anillo inferior izquierdo. Los atomos de carbono se enumeran a partir del anillo
A'y terminando por los grupos metilos axiales.

Cis
CH,

/C12\ '/C17
Cig C11 C13b

C (Y:H3c|: ) c|: /C16
C2/ 1\C§ 9\C8/ ::14\C15
U A
C3\C4/%5\C6/C7

H

Figura N° 17. Enumeracién de los atomos de carbono en los esteroides

Cada una de las uniones de los anillos son trans en la estructura de la
mayoria de los esteroides, lo que le da lugar a una molécula rigida, casi plana,
con los dos grupos metilos axiales perpendiculares al plano. En algunos
esteroides, la union entre los anillos A y B es cis, lo que requiere que el anillo
se doble hacia abajo por debajo del resto del sistema anular. Las uniones de
los anillo B-C y C-D son casi siempre trans en los esteroides naturales 3.
También pueden existir diferentes insaturaciones, estas son expresadas como
Ay un superindice indicando el carbono donde comienza dicha insaturacion,
para el caso de esteroides naturales es comun encontrar insaturaciones en las

posiciones A%y A>*8,
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CHjy CHjy

Esteroide con anillos A-B trans Esteroide con anillos A-B cis.

Figura N° 18. Isomeros trans y cis entre los anillos A-B

Las hormonas mas importantes de los mamiferos son las adrenocorticales y
las sexuales. Cada una de ellas tiene su historia en cuanto a su
descubrimiento, aislamiento, elucidacion estructural y sintesis. La baja
proporcién de estos compuestos ha dificultado tremendamente su obtencion y
ha incentivado de manera exhaustiva su estudio, su sintesis *° y la produccién

de andlogos artificiales a escala comercial.

Podemos mencionar algunas estructuras esteroidales encontradas en la
naturaleza y que se destacan por su influencia en el funcionamiento del
organismo, por ejemplo, el colesterol es un triterpenoide comdn y esencial en
los animales, producido a partir de modificaciones sobre el lanosterol, este es
un constituyente esencial de las membranas celulares; las modificaciones
naturales, pueden ser reproducidas en el laboratorio y asi como el lanosterol es
modificado por los organismos vivos, otros esteroides pueden utilizarse como
base para modificaciones sintéticas %°. El empleo de materiales de partida de
origen natural, disminuye el inconveniente de reproducir la estereoquimica

estructural
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En vista de la complejidad de la quimica de los esteroides y del gran numero
de compuestos en el grupo, solo sefialaremos algunos representantes de este

tipo de moléculas *°.

H,;C CHg
Lanosterol Colesterol

Testosterona Androsterona

Progesterona Estradiol

Figura N° 19. Diferentes estructuras esteroidales
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1.8 PEPTIDOS ANTIBIOTICOS

Desde que en 1980 el grupo del Dr. Hans G. Boman en Suecia, demostro la
presencia de péptidos antibioticos en insectos, se han publicado una variedad
de articulos relacionados ?*. Desde entonces se han encontrado numerosos
péptidos en diferentes especies y se sabe que tanto plantas como animales
comparten un mecanismo de defensa efectivo frente a los patégenos
invasores. Se han descrito tanto en insectos, como en crustaceos, anfibios,
mamiferos y plantas, ademéas de bacterias, hongos y virus. En determinadas
circunstancias, ante un proceso inflamatorio o infeccioso, aumenta la presencia
de péptidos antibiéticos en diferentes animales y también en los humanos. Los
péptidos producidos por células eucariéticas pueden presentar actividad

antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, antiviral o antitumoral.

La mayoria de los péptidos antibidticos descritos, comparten cierto caracter
cationico que favorece su interaccion con las membranas celulares, pero
difieren en cuanto a la secuencia, estructura secundaria o terciaria, estructura

genética y la localizacién y funcién dentro del organismo .

Un importante grupo de péptidos lo constituyen moléculas lineales, carentes
de puentes disulfuro. Entre éstos, algunos son propensos a formar una o-
hélice; han sido los mas estudiados y los que estdn mas definidos
estructuralmente. El resto de los péptidos estudiados son antibidticos de
estructura ciclica, que contienen cisteina y forman uno o varios puentes
disulfuro intramoleculares. Dentro del grupo de los péptidos con estructura

ciclica con puentes disulfuro cabe destacar la diversa familia del Triostin %%
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Algunos péptidos pueden no tener actividad sobre las bacterias, pero
presentan efecto sinérgico significativo cuando se asocian con antibidticos

hidrofébicos y anfipaticos 3.

El principal mecanismo de accién de la mayoria de los péptidos antibiéticos
consiste en el aumento de la permeabilidad de la membrana #*. En general, los
péptidos tienen en comun la hidrofilicidad y las cargas positivas que les
permiten presentar un mecanismo de accién similar. Este mecanismo de accién
se puede producir en dos etapas: en primer lugar, la union del péptido a la
bicapa lipidica mediante una interaccién electrostatica, y posteriormente la
formacién del poro #. En algunos casos se produce una translocacién del
péptido, que se encuentra en la capa externa de la bicapa lipidica, a la capa
interna de la bicapa, con lo que consigue penetrar dentro de la célula. Una vez
atravesada la membrana externa puede actuar sobre la membrana

citoplasmica, que es el objetivo principal.

Hay algunos ejemplos de péptidos anidnicos y parecen ser menos activos
que los cationicos y con diferente mecanismo de accion. Otros péptidos ricos

en histidina tienen una carga neta dependiente del pH.

Existen péptidos como la cecropina B, que cuando se afade a
concentraciones subinhibitorias a diferentes antibidticos se observa un
aumento en la actividad de los farmacos. Posiblemente, sean mucho mas
activos cuando se les afiade cecropina B, porque aumenta la permeabilidad de

la membrana externa .
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A continuacion se presenta las diferentes secuencias que tienen algunos

péptidos con estructura de o — hélice, que presentan actividad antibiotica:

Cecropin A: GWKWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVVGQATQIAKCONH,
Cecropin IA: GWKIGKKIERVGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAATAR
Cecropin B: KWKVFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL
Magainin-1: GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS
Parasin: KGRGKQGGKVRAKAKTRSS
Indolicidin: ILPWKWPWWPWRR

Se ha encontrado que muchas bacterias son susceptibles al ataque de
péptidos; algunos de estos péptidos tienen en su estructura aminoacidos no
esenciales y otros con estereoquimica absoluta D, en ocasiones pueden tener
una cadena de acido graso enlazada a un aminoacido. Una de las
consecuencias de esta inusual arquitectura es que los péptidos no son
metabolizados con facilidad; estas moléculas usualmente son solubles en agua
y son altamente letales, debido a que se pueden anclar a la membrana de la
célula e interferir con su integridad afectando la permeabilidad, de modo que
los metabolitos esenciales se escapen hacia fuera, impidiendo la entrada de
sustancias hacia el interior de la célula ?°. Otra explicacién a su alta eficiencia
como antibidtico, se debe a que la estructura ciclica permite mantener en
solucion la conformacion y la geometria molecular, esta conformacion esta
determinada por las asociaciones lipofilicas entre las cadenas no polares de los
aminodacidos y por los puentes de hidrogeno de la union peptidica, formando

una topografia particular °.
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Entre los péptidos antibidticos de estructura ciclica, encontramos la familia
del Triostin A %, aplidine 2’ y el fusaricidin A ?® por mencionar algunos (ver
figura N° 20). Todos ellos presentan actividad antibiotica a pesar de tener
diferencias estructurales significativas como la presencia del puente disulfuro

en el Triostin A o la extensa cadena de metilenos en el fusaricidin A.
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Figura N° 20. Péptidos ciclicos.
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1.9 PEPTIDOS ANTIVIRALES

En los dltimos 50 afios se ha desarrollado un gran nimero de farmacos con
actividad terapéutica contra bacterias, hongos y parasitos. El desarrollo de
sustancias antivirales ha sido mas lento y en la actualidad se dispone de un
namero creciente, pero todavia limitado de antivirales efectivos en el mercado.
Los virus son parasitos intracelulares estrictos y pueden replicarse sélo cuando
infectan células, apropiandose de su maquinaria metabdlica para producir
nuevas particulas virales. Debido a que su ciclo replicativo esta intimamente
relacionado con el de la célula que infecta, es dificil afectar la replicacion viral
sin alterar las funciones celulares. Por ello es necesario encontrar blancos
vulnerables particulares de la replicacién viral que permitan un ataque selectivo
a las proteinas virales. Ademas hay que considerar que los resultados que se

obtienen in vitro, no necesariamente se reproducen in vivo.

Los avances en el conocimiento del ciclo replicativo de diferentes virus ha
permitido definir etapas especificas del ciclo de multiplicacion viral,
posibilitando el desarrollo de inhibidores selectivos de estas etapas. Los
ensayos en el laboratorio, y posteriormente las pruebas clinicas, han
confirmado la utilidad de algunos antivirales en el tratamiento de algunas

patologias®®°.

Estos nuevos compuestos han permitido el tratamiento de enfermedades,
como la encefalitis, en las cuales, el uso de péptidos sintéticos ha sido capaz

de reducir notablemente el porcentaje de mortalidad en ratones, Figura N° 21

31
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DVGCAVDTERMELRCGEGL
ETLGALASAIKETFEEGTC
DKLDPTDYRGGIPSLLKKGKDI
RGGIPSLLKKGKDIKV
SMIWSVPEAPRLFMVGT

Figura N° 21. Péptidos antivirales.

Se han reportado muchisimos péptidos de cadena a-helicoidal de

diferentes tamafios y con secuencias diferentes 293032-3°

, asi como péptidos
con secuencias mas pequefias, enlazados a una molécula no péptidica, los
cuales son altamente efectivos contra el virus del dengue * y fiebre amarilla *°

respectivamente.

LDFELIKTEAKQPATLRKYC

HN\ NH,
FWFTLIKTQAKQPARYRRF NH
QQCFRFPALRKKATYTRFWI
0]
NCDVIALLCHLNT
Bz—NIe—Lys(Boc)-Arg(be)\
NH NH,
Nle-Arg-Lys
OH

Nle-Lys-Arg-Arg

Péptidos inhibidores Péptido enlazado a un inhibidor no péptidico

Figura N° 22. Inhibidores péptidicos y no-péptidicos
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Las caracteristicas que debe cumplir un antiviral para ser utilizados son: Alta
especificidad, baja toxicidad, buena solubilidad, buena biodisponibilidad oral, no
tener accion mutagénica, teratogénica o carcinogénica, de facil dosificacion y

bajo costo.

1.10 COMPUESTOS ESTEROIDALES COMO ANTIVIRALES

Existen otro tipo de moléculas con naturaleza y caracteristicas quimicas
muy diferente al de los péptidos, que presentan una excelente actividad frente
a los virus como los son los compuestos esteroidales. Estos compuestos son
moléculas derivadas del colesterol y son sintetizados por el organismo a nivel

de la corteza de las glandulas suprarrenales.

Se ha evaluado también la actividad de esteroides de origen animal y de
una serie de derivados, obtenidos por sintesis quimica frente a virus patégenos
para el hombre, estos proponen que la dehidroepiandrosterona (DHEA) (Figura
N° 23) actua en el ciclo de replicacién de virus de la encefalitis japonesa, por
otro lado se plantean acciones que no afectan al virus como tal si no al sistema

inmune mejorando la respuesta de los anticuerpos *’.

HO

Figura N° 23. Dehidroepiandrosterona (DHEA)
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En la actualidad existen numerosos estudios referidos a este tema, pero
hasta ahora, no se han podido dilucidar los mecanismos de accion que
expliquen el efecto antiviral de los esteroides, encontrandose actualmente en

proceso de estudio.

En trabajos recientes se encontr6 que el colesterol y sus derivados
androstanos inhiben la replicacién del virus del dengue * como el 17p -hidroxi-

5a-androstan-3-ona y el 17p-hidroxiandrostan-1,4-dien-3-ona (Figura N° 24)

OH
CH,

CHj

17p -hidroxi-5a-androstan-3-ona 17 B-hidroxiandrostan-1,4-dien-3-ona

Figura N° 24. Androstanos con actividad antiviral

El primero péptido esteroidal que se sintetiz6 se reportd en 1994 por los
investigadores Nestler y Toshiro *, ambos introdujeron este tipo de molécula
como un método practico para moléculas receptoras, en la cual enlazaron los
péptidos en la posicién 3 y 7 respectivamente, mientras que en la posicién 17
anclaron el esteroide a una resina de poliestireno con la utilizacién del acido

Cholico *. (Figura N° 25)
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O-peptide

peptide-O

Figura N° 25. Peptido esteroidal.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GENERALES

Sintetizar péptidos y anclarlos a moléculas de interés bioldgico para su

posterior evaluacion biolégica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-) Sintetizar péptidos de diferentes tipos y secuencias mediante la técnica de
fase solida.

2.-) Anclar estos péptidos a moléculas esteroidales en diferentes posiciones
para evaluar el efecto sinérgico que pueden presentar ambas moléculas
cuando estan enlazadas entre si.

3.-) Elucidar la estructural de los compuestos sintetizados por IR, RMN-'H,
RMN-*3C, EM, UV, HPLC y HPLC-MS.

4.-) Evaluar: citotoxicidad de los compuestos sintetizados sobre las Células

Vero.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Consideraciones Generales

R/
A X4

La Caracterizacion por Espectroscopia de Infrarrojo (IR) se realizdé en un
equipo IR-ThernoNicolet Nexos 470 FT EFP, utilizando en KBr
desecado. Las absorciones mas importantes son reportadas en

reciprocos de centimetro (cm™).

La Caracterizacion por Espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear de Protones (*H RMN), y Carbono (*3C RMN) se realizaron a
temperatura ambiente, en espectrometros del tipo JEOL (270 MHz),
BRUKER (300 MHz) y BRUKER (500 MHz). Se utilizé como referencia
interna tetrametilsilano (TMS) y los desplazamientos quimicos (8) vienen
dados en la escala parte por millon (ppm) hacia campos bajos de la
sefial del TMS. El numero de protones (calculado por integracion), el
valor de las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz) para la
asignacion estructural de las mismas; las abreviaturas empleadas para
indicar la multiplicidad de las sefiales son: singlete (s), singlete ancho
(sa), doblete (d), triplete (t), doblete de dobletes (dd), triplete de dobletes
(td) y multiplete (m). Los solventes vienen especificados para cada

espectro.

La Caracterizacién por Espectrometria de Masas se realiz6 mediante la
técnica de infusién directa en un Espectrometro marca Bruker, modelo
Amazon tipo ion trap. La ionizacion de las muestras fue a través de ESI

(electro spray ionization).
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Para la Cromatografia Capa Fina (CCF) se utiliz6 como adsorbente
silica gel Merck DC-60F54, capa de 0,2 mm de espesor en placas de
aluminio. El analisis de las placas se llevé a cabo mediante una lampara

UV de 254/365 nm.

Para la Cromatografia Preparativa se utilizé placas 20 x 20 de silica-gel

60G Merck con indicador fluorescente a 254 nm y 0,25 mm de espesor.

La Cromatografia de Columna utiliz6 como soporte silica-gel de Aldrich,
60 A, con un area de superficie de 500 m?g y un volumen de 0,75 cm®/g

(70-230 MESH ASTM).

El HPLC analitico es de marca Shimatzu con una columna Cig
KROMASIL de 15,0 x 0,46 cm. Las condiciones cromatograficas

utilizadas estan descritas en la tabla N° 1

La purificacién de los productos de las sintesis fue realizada en modo
semipreparativa utilizando un HPLC semipreparativo marca ES
Beckman con una columna Cig Phenomenex de 25 x 2,12 cm. Durante
la purificacién fueron recolectadas fracciones de 6 mL, y la pureza de
estds fue determinada por HPLC analitico con una columna Cig
KROMASIL de 15,0 x 0,46 cm. Los tubos que contenian el material puro
fueron juntadas vy liofilizadas obteniéndose las fracciones que fueron
analizadas en la columna analitica descrita anteriormente. Las

condiciones cromatograficas utilizadas estan descritas en la tabla N° 1.
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Tabla N° 1: Condiciones Cromatogréaficas empleadas en la purificacion del

material sintetizado.

Modo Semi-preparativo Analitico
A: 0,045% TFA en H,O A: 0,045% TFA en H,O
Solventes
B: 0,036% TFA en ACN B: 0,036% TFA en ACN
Gradiente 20-60% de solvente B en 90 min  5-95% de solvente B en 30 min
Flujo 5 mL/min 1 mL/min

Longitud de onda 220 nm o 280 nm 220 nm o 280 nm
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Sintesis de Péptidos

3.2 Sintesis del péptido Nle-Lys-Arg-Arg

La sintesis del tetrapéptido Nle-Lys-Arg-Arg se realiz6 mediante la técnica
de sintesis en fase sdlida. Se utilizé6 0,80 gr (0,6 mmol) de la resina Rink
Amida®, la cual se lav6 con diclorometano (DCM) y dimetilformamida (DMF),
se dejo reaccionar durante 20 minutos con una solucion de piperidina al 20 %,
luego de multiples lavados con DCM y DMF, se le ancl6 como primer
aminoacido, la Fmoc-Arginina(Pbf) 0,78 gr (1,2mmol) en presencia de 0,18 gr
(1,2mmol) de 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) disueltos ambos en la menor
cantidad posible de DMF, posteriormente se le afiadieron 186 pul (1,2 mmol) de
Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) y se dej6é que reaccionara durante 2 horas.
Seguidamente, se procedid a la eliminacion del grupo protector Fmoc, del
aminoacido, realizando 3 lavados con una solucion al 20% de piperidina en
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DMF. Consecutivamente se realiz6 la prueba de Kaiser 0 prueba de

ninhidrina para verificar la completa eliminacion del grupo Protector Fmoc.

Posteriormente se procedio a la incorporacion de los siguientes aminoacidos
para la sintesis del tetrapéptido, Fmoc-Arginina(Pbf); Fmoc-Lisina(Boc) y Fmoc-
Norleucina, todos ellos se acoplaron bajo las mismas condiciones. Primero se
disolvieron en DMF el aminoacido respectivo junto con 1-Hidroxibenzotriazol
(HOBt). Esta mezcla se adiciondé a la resina, luego se agregd la
diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) dejando que reaccionara durante dos horas.
Una vez finalizado este tiempo se realizaron sucesivos lavados con DCM, DMF

y DCM nuevamente. Luego se elimind el grupo protector Fmoc con multiples
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lavados de una solucion de piperidina al 20% en DMF. Finalmente se realizé la
prueba de Kaiser ** para verificar la completa eliminacién del grupo protector

Fmoc.

El clivaje del péptido de la resina se realiz6 con una solucion de &acido
trifluoracetico (TFA), Triisopropilsilano (TIS) y agua (H,O) en una proporcién
95% TFA; 2,5% TIS; 2,5% H,O, por espacio de 2 horas. Una vez transcurrido
ese periodo de tiempo, se realizaron 3 lavados del producto con pequeias
fracciones de éter dimetilico. Se evaporé todo el éter dimetilico de la resina con
un flujo de N, ) y posteriormente se extrajo el producto final con multiples
lavados de agua, ligeramente acidificada con algunas gotas de una solucién al
0,01 % de Acido Férmico. Finalmente se congel6 en nitrégeno liquido y se

liofiliz6 durante 24-48 horas

3.3 Sintesis del Péptido FWFTLIKTQAKQPARYRRF

La sintesis del polipéptido de 19 residuos FWFTLIKTQAKQPARYRRF se
realiz6 mediante la técnica de sintesis en fase sélida. Se utilizé 0,80 gr (0,6
mmol) de la resina Rink Amida*, la cual se procedié a lavar con DCM y DMF,
para posteriormente dejar reaccionar durante 20 minutos con una solucion de
piperidina al 20 %, luego de mudltiples lavados con DCM y DMF, se le anclé
como primer aminoacido, la Fmoc-Fenilalanina 0,47 gr (1,2mmol) en presencia
de 0,18 gr (1,2mmol) de 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) disueltos ambos en la
menor cantidad posible de DMF, posteriormente se le afadieron 186 ul (1,2

mmol) de Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) y se dej6 que reaccionara durante 2
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horas. Seguidamente, se procedi6é a la eliminacion del grupo protector Fmoc,
del aminoéacido, realizando 3 lavados con una solucion al 20% de piperidina en
DMF. Se realizé la prueba de Kaiser ** o prueba de ninhidrina para verificar la

completa eliminacion del grupo Protector Fmoc.

Posteriormente se procedi6 a la incorporacibn de los respectivos
aminoacidos para la secuencia polipeptidica, FWFTLIKTQAKQPARYRR, todos
ellos se acoplaron bajo las mismas condiciones, primero se mezclo el
aminoacido junto con el 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) y se disuelvieron en DMF,
se le afiadi6 esta mezcla a la resina y luego se agregé la
diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) dejando que reaccionara durante dos horas.
Una vez finalizada la reaccion se realizaron multiples lavados con DCM, DMF y
nuevamente con DCM. Seguidamente se elimind el grupo protector Fmoc con
multiples lavados de una solucion de piperidina al 20% en DMF.
Consecutivamente se realiz6 la prueba de Kaiser ** o prueba de ninhidrina para

verificar la completa eliminacion del grupo Protector Fmoc.

El clivaje del péptido de la resina se realizé con una solucion de acido
trifluoracetico (TFA), Triisopropilsilano (TIS) y agua (H,O) en una proporcién
95% TFA: 2,5% TIS: 2,5% H»0O, durante 2 horas. Una vez transcurrido ese
periodo de tiempo, se realizaron 3 lavados del producto con pequeias
fracciones de éter dimetilico, se evaporé todo el éter dimetilico que haya
quedado impregnado en la resina con un flujo de N, ) y posteriormente se

extrajo el producto final con multiples lavados de agua, ligeramente acidificada
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con algunas gotas de una solucién al 0,01 % de Acido Férmico. Finalmente se

congelé en nitrogeno liquido y se liofilizé durante 24-48 horas.

3.4 Sintesis del Péptido Nle-Arg-Lys

La sintesis del tripéptido Nle-Arg-Lys se realiz6 mediante la técnica de
sintesis en fase solida, utilizando 0,80 gr (0,6 mmol) de la resina Rink Amida “°,
la cual se procedié a lavar con DCM y DMF, para posteriormente dejar
reaccionar durante 20 minutos con una solucién de piperidina al 20 %, luego de
multiples lavados con DCM y DMF, se le anclé como primer aminoécido, la
Fmoc-Lisina(Boc) 0,84 gr (1,2 mmol) en presencia de 0,18 gr (1,2 mmol) de 1-
Hidroxibenzotriazol (HOBt) disueltos ambos en la menor cantidad posible de
DMF, posteriormente se le afiadieron 186 ul (1,2 mmol) de
Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) y se dej6 reaccionar durante 2 horas.
Seguidamente, se procedid a la eliminacion del grupo protector Fmoc, del
aminoacido, realizando 3 lavados con una solucion al 20% de piperidina en

DMF. Se realiz6 la prueba de Kaiser ** .

Posteriormente se procedi6 a la incorporacion de los siguientes
aminoacidos para la sintesis del tripéptido, Fmoc-Arginina(Pbf); y Fmoc-
Norleucina, todos ellos se acoplaron bajo las mismas condiciones, primero se
mezcld el amino&cido junto con el 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) y se disolvieron
en la minima cantidad posible de DMF, se le afiadié esta mezcla a la resina y
luego se agreg6 la diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) dejando que reaccionara

por espacio de dos horas. Una vez finalizada la reaccién se realizaron multiples
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lavados con DCM, DMF y nuevamente con DCM. Seguidamente se eliminé el
grupo protector Fmoc con multiples lavados de una solucién de piperidina al

20% en DMF. Se realizé la prueba de Kaiser ** .

El clivaje del péptido de la resina se realizé con una solucion de acido
trifluoracético (TFA), Triisopropilsilano (TIS) y agua (H,O) en una proporcién
95% TFA: 2,5% TIS: 2,5% H,0, por espacio de 2 horas. Una vez transcurridé
ese periodo de tiempo, se realizaron 3 lavados del producto con pequeias
fracciones de éter dimetilico, se evaporé todo el éter dimetilico que haya
quedado impregnado en la resina con un flujo de N, ) y posteriormente se
extrajo el producto final con multiples lavados de agua, ligeramente acidificada
con algunas gotas de una solucién al 0,01 % de Acido Férmico. Finalmente se

congelé en nitrogeno liquido y se liofilizé durante 24-48 horas

3.5 Sintesis del Péptido Met-Ala-Phe-Gly

La sintesis del tetrapéptido MAFG se realiz6 mediante la técnica de sintesis

42,43 ala

en fase sélida, utilizando 0,20 gr (0,31 mmol) de la resina 2-Clorotritilo
cual se le anclé como primer aminoacido, la Fmoc-Glicina 0,092 gr (0,31 mmol)
con la ayuda de 529 ul (3,20 mmol) de la base Diisopropiletil-amina (DIEA). A

los cincuenta minutos de reaccion, se afiadieron 160 uL de metanol.

Seguidamente, se procedié a la eliminacion del grupo protector Fmoc,
realizando 3 lavados con una solucion al 20% de piperidina en DMF. Se realizé

la prueba de Kaiser **
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Posteriormente se procedio a la incorporacion de los siguientes aminoacidos
para la sintesis del tetrapéptido, Fmoc-Fenilalanina; Fmoc-Alanina; Fmoc-
Metionina, todos ellos se acoplaron bajo las mismas condiciones, primero se
mezclé el aminoacido junto con el 1-Hidroxibenzotriazol (HOBLt) y se disolvieron
en la minima cantidad de DMF posible, se le afiadié esta mezcla a la resina y
luego se agrego6 la diisopropicarbodiimida (DIPCDI) dejando que reaccionara
durante una hora. Una vez finalizada la reaccion se realizaron multiples lavados
con DMF, Isopropanol y por ultimo con DCM. Seguidamente se elimino el grupo
protector Fmoc con multiples lavados de una solucion de piperidina al 20% en

DMF. Consecutivamente se realiz6 la prueba de Kaiser **.

Finalmente el desanclaje del péptido de la resina se realiz con una solucién
de &cido trifluoracetico (TFA) al 2 % en DCM. Se elimind a presién reducida
todo el TFA y el DCM, se disolvié el residuo sdlido en agua, se congeld en

nitrégeno liquido y se liofilizd durante 24-48 horas.

3.6 Sintesis del Péptido Ala-Val-Phe-Ala-lle

La sintesis del pentapéptido AVFAI se realiz6 mediante la técnica de
sintesis en fase solida. Se utilizé 0,20 gr (0,31 mmol) de la resina 2-Clorotritilo
4243 3 la cual se le ancl6 como primer aminodcido, la Fmoc-Isoleucina 0,11 gr
(0,31 mmol) con la ayuda de 529 ul (3,10 mmol) de la base Diisopropiletilamina

(DIEA), a los cincuenta minutos de reaccion se afadieron 160 uL de metanol.

Seguidamente, se procedié a la eliminacion del grupo protector Fmoc,
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realizando 3 lavados con una solucion al 20% de piperidina en DMF. Se realizé

la prueba de Kaiser **.

Posteriormente se procedio a la incorporacion de los siguientes aminoacidos
para la sintesis del pentapeptido, Fmoc-Alanina; Fmoc-Fenilalanina; Fmoc-
Valina y Fmoc-Alanina, todos ellos se acoplaron bajo las mismas condiciones,
primero se mezclé el aminoacido junto con el 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) y se
disolvieron en la minima cantidad de DMF posible, se le afiadié esta mezcla a
la resina y luego se agreg6 la diisopropicarbodiimida (DIPCDI) dejando que

reaccionara por espacio de una hora.

Una vez finalizada la reaccidén se realizaron mdltiples lavados con DMF,
Isopropanol y por udltimo con DCM. Seguidamente se elimind el grupo protector
Fmoc con multiples lavados de una solucion de piperidina al 20% en DMF.

Consecutivamente se realizé la prueba de Kaiser **.

Finalmente el desanclaje del péptido de la resina se realiz con una solucién
de &cido trifluoracetico (TFA) al 2 % en DCM. Se elimind a presion reducida
todo el TFA y el DCM, se disolvié el residuo sdlido en agua, se congeld en

nitrogeno liquido y se liofilizé durante 24-48 horas.
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3.7 Sintesis del 5a —Androstan -3p Acetil -17 ona

Se realiz6 la esterificacion del 5o —Androstan-3p ol-17-ona bajo la
metodologia empleada por Greene, T.W ** utilizando un exceso de anhidrido
acético como agente acilante en presencia de unas pocas gotas de piridina que
este bien seca. Se colocaron 10 g (0,034 moles) del androstano en un balén
aforado con un exceso 6,5 mL (0,068 mol) de anhidrido acético y 7 gotas de
piridina, se dejo en agitacion durante 48 horas. Finalmente se afiadié agua fria

y se filtr6 para obtener el producto deseado.

3.8 Sintesis del Metil Acrilato. (2-Propenoato de metilo)

Se realiz6 esta reaccién por el método de la esterificacion Azeotrdpica *° y
se colocaron 18 g (0,25 mol) de &cido acrilico y 10,12 mL (0,25 mol) de metanol
junto con 30 mL de Benceno y 12 - 15 gotas de acido sulfarico concentrado en
un matraz que se conecto a un separador del tipo Dean-Stark. EI Matraz se
calent6 a 110 °C con una mezcla glicerina-agua, y se recolecto el condensado
del refrigerante, el cual cay6 al tubo del separador, cuando la capa acuosa no
aumento mas al cabo de unos 50 minutos se detuvo el calentamiento. Una vez
enfriado el matraz se trasvaso la mezcla de agua-Benceno a un embudo de
separacion, se lavé el contenido del matraz con dos porciones de agua, se
unieron las fracciones y se extrajo en el embudo de separacion la capa
bencénica, se secé con MgSO,. Finalmente se destilo el benceno por la
técnica de destilacion fraccionada y se obtuvo el metil acrilato, como la fraccién

gue destilé a un punto de ebullicion de 77 ° C.
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Figura N° 26. Sistema Dean-Stark utilizado para la sintesis del metil acrilato

3.9 Sintesis del Anhidrido Succinico

Para obtener el anhidrido succinico se utilizé6 un método de deshidratacién

directa >4

colocandose 2 g (16,94 mmol) de acido succinico en un beacker a
120 °C, cubriendo la parte superior del beacker con un balén de reaccién lleno
de agua, durante 45 minutos o hasta que sublimé todo el acido; una vez

transcurrido este periodo de tiempo, se retir6 todo el anhidrido adherido a la

parte posterior del balén de reaccion

Figura N° 27. Sistema utilizado para la sintesis del anhidrido succinico.
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3.10 Sintesis del Acido A*-Androsten-3-ona-17-B-Succinico

La preparacion del, Acido A*-Androsten-3-ona-17-B-Succinico se realizé
mediante la técnica en fase sodlida, utilizando 0,5 g (0,3 mmol) de la resina de
Wang *’, luego de mdltiples lavados con DCM y DMF, se afiadieron 0,15 g (1,5
mmol) de anhidrido succinico, junto con 232 ul (1,5 mmol) de
Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI), finalmente se afiadieron 0,0183 g (0,15
mmol) de 4-Dimetilamino piridina (DMAP), disueltos en la minima cantidad de
DMF posible, dejando que reaccionara durante 3 horas, este procedimiento se

realiz6 por triplicado.

Luego de realizar los lavados correspondientes con DCM y DMF; se
afiadieron de manera consecutiva 0,3456 g (1,2mmol) de 4-Androsten-17-ol-
3-ona (Testosterona) ; 0,1632 g (1,2 mmol) de 1-Hidroxi-7-Azabenzotriazol
(HOAt) y 185 ul (1,2 mmol) de Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) disueltos en la
minima cantidad de (DMF) posible, para finalmente colocar 0,01464 g (0,12
mmol) de 4-Dimetilamino Piridina (DMAP) disueltos en (DMF), dejando que

reaccionara durante 3 horas, este procedimiento se realiz6 por triplicado.

El procedimiento de clivaje del Acido 4-Androsten-3-ona-17-B-Succinico de
la resina de Wang, se realiz6 con una solucion al 50% en acido trifluoracético
(TFA); 45% de DCM y 5% de Triisopropilsilano (TIS) durante 1 Hora. Una vez
transcurrido ese periodo de tiempo, se extrajo el producto con varias fracciones
de éter dimetilico, posteriormente se dej6 evaporar todo el solvente para

obtener el producto deseado. Finalmente se disolvié el producto en una mezcla
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70-30 % Agua-Acetonitrilo, se congelé con nitrogeno liquido y se liofilizé

durante 24-48 horas

3.11 Sintesis del péptido Esteroidal Nle-Lys-Arg-Arg

Se tomaron 0,05 g del péptido Nle-Lys-Arg-Arg, anclado a la resina de Rink
Amida “° y se le afiadi6 la minima cantidad de DCM para hinchar la resina,
seguidamente se colocaron 0,00612 g (0,04 mmol) de 1-Hidroxibenzotriazol
(HOBL), 0,01552 g (0,04 mmol) de Acido 4-Androsten-3-ona-17-p-Succinico y
6,18 ul (0,04 mmol) de Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI), se dej6 reaccionar por
espacio de 2 horas, una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se realizaron
varios lavados con DCM y DMF. Posteriormente se realizé la prueba de Kaiser
1 6 prueba de ninhidrina para verificar el acoplamiento del Acido 4-Androsten-

3-ona-17-B-Succinico al péptido.

El procedimiento de clivaje del péptido esteroidal de la resina de Rink
Amida, se realiz6 con una solucion al 95 % en acido trifluoracético (TFA); 2,5%
de agua (H,0) y 2,5% de Triisopropilsilano (TIS) por espacio de 2 horas. Una
vez transcurrido ese periodo de tiempo, se realizaron 3 lavados del producto
con pequefas fracciones de éter dimetilico, se evaporé todo el éter dimetilico
que haya quedado impregnado en la resina con un fluo de N g Yy
posteriormente se extrajo el producto final con mdultiples lavados de agua,
ligeramente acidificada con algunas gotas de una solucion al 0,01 % de Acido
Formico. Finalmente se congeld con nitrogeno liquido y se liofilizd durante un

periodo de 24-48 horas.
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3.12 Sintesis del péptido Esteroidal FWFTLIKTQAKQPARYRRF

Se tomaron 0,05 g del péptido FWFTLIKTQAKQPARYRRF, anclado a la
resina de Rink Amida *’ y se le afiadi6 la minima cantidad de DCM para hinchar
la resina, seguidamente se colocaron 0,00612 g (0,04 mmol) de 1-
Hidroxibenzotriazol (HOBt); 0,01552 g (0,04 mmol) de Acido 4-Androsten-3-
ona-17-B-Succinico y 6,18 ul (0,04 mmol) de Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI),
se dejo reaccionar durante 2 horas, una vez transcurrido el tiempo de reaccion,
se realizaron varios lavados con DCM y DMF. Se realizé la prueba de Kaiser **
o prueba de ninhidrina para verificar el acoplamiento del Acido 4-Androsten-3-

ona-17-B-Succinico al péptido.

El procedimiento de clivaje del péptido esteroidal de la resina de Rink
Amida, se realiz6 con una solucion al 95 % en acido trifluoracético (TFA); 2,5%
de agua (H,0) y 2,5% de Triisopropilsilano (TIS) por espacio de 2 horas. Una
vez transcurrido ese periodo de tiempo, se realizaron 3 lavados del producto
con pequefas fracciones de éter dimetilico, se evaporé todo el éter dimetilico
de la resina con un flujo de Ny ) y posteriormente se extrajo el producto final
con multiples lavados de agua, ligeramente acidificada con algunas gotas de
una solucién al 0,01 % de Acido Formico. Finalmente se congeld con nitrégeno

liquido y se liofilizé durante un periodo de 24-48 horas.
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3.13 Sintesis del péptido Esteroidal Nle-Arg-Lys

Se tomaron 0,05 g del péptido Nle-Arg-Lys, anclado a la resina de Rink
Amida *° y se le afiadi6 la minima cantidad de DCM posible para hinchar la
resina, seguidamente se colocaron 0,00612 g (0,04 mmol) de 1-
Hidroxibenzotriazol (HOBt); 0,01552 g (0,04 mmol) de Acido 4-Androsten-3-
ona-17-B-Succinico y 6,18 ul (0,04 mmol) de Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI),
se dejo reaccionar durante 2 horas, una vez transcurrido el tiempo de reaccion,
se realizaron varios lavados con DCM y DMF. Se realizé la prueba de Kaiser **
6 prueba de ninhidrina para verificar el acoplamiento del Acido 4-Androsten-3-

ona-17-B-Succinico al péptido.

El procedimiento de clivaje del péptido esteroidal de la resina de Rink
Amida, se realizd con una solucion al 95 % en &cido trifluoracético (TFA); 2,5%
de agua (H20) y 2,5% de Triisopropilsilano (TIS) durante 2 horas. Una vez
transcurrido ese periodo de tiempo, se realizaron 3 lavados del producto con
pequefas fracciones de éter dimetilico, se evaporo todo el éter dimetilico de la
resina con un flujo de Ny ) y posteriormente se extrajo el producto final con
multiples lavados de agua, ligeramente acidificada con algunas gotas de una
solucién al 0,01 % de Acido Férmico. Finalmente se congeld con nitrégeno

liquido y se liofilizé durante un periodo de 24-48 horas.
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3.14 Sintesis del aminoacido Alloc-NMe-Valina-OH

Se colocé 1g (4,3 mmol) de Boc-L-MeVal-OH en 20 mL de una solucién de
acido trifuoracético y DCM (1:1) durante 2 horas, luego se eliminé a presién
reducida toda la solucion, se afiadieron 10 mL de 1,4-Dioxano y 10 mL de una
solucion de NaHCOj3; al 10%, seguidamente se ajusto el pH a 8-9 afiadiendo

gota a gota una solucion de NaOH al 10%.

Posteriormente, se colocaron 598 ul (5,62 mmol) de alil cloroformato
CICOOCH,CH=CHp,, disueltos en 5 mL de 1,4-Dioxano y se ajusto el pH entre
8-9 afadiendo gota a gota una solucion de NaOH al 10%. Se trasvaso la
solucion a un embudo de separacién y se extrajo con Metil-terbutil-eter (MTBE),
se descartaron los lavados con MTBE. Se acidificé la fase acuosa con una
solucion de HCI al 10% hasta obtener un pH = 2 y finalmente se realizaron
extractos con acetato de etilo (AcOEt), se secO la fase organica con MgSQO, y

se elimind a presion reducida todo el AcOEt, hasta obtener un sélido cristalino.
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3.15 Sintesis del aminoacido Boc-NMe-Cisteina-(Trt)-OH

Se disolvieron 0,4975 g (20,73 mmol) de NaH en un balén de reaccion con
THF seco, en un bafio frio, se colocé un tapdn de goma para cerrar el balén y
se inyect6 un flujo de N (), para desplazar todo el aire que se encontraba
dentro del balon y realizar la reaccion en atmosfera inerte, luego se disolvieron
4 g (8,64 mmol) del aminoacido Boc-Cisteina-(Trt)-OH en THF seco y se afiadid

lentamente al bal6n que contenia la solucion de NaH con una jeringa.

Seguidamente se adicionaron 1,79 mL (28,46 mmol) de CHgsl con una
jeringa y se dejé reaccionar toda la noche durante 17 horas en un cuarto frio a

4 °C.

Posteriormente, se afiadié un buffer de Na,CO3 / NaHCO3/ NaH,PO, al
10% para mantener el pH 6-7. Seguidamente se eliminé a presion reducida
todo el THF y se trasvas6 a un embudo de separacion la fase acuosa del
buffer, se realizaron 3 lavados con Hexano. Se coloc6 en un embudo de
separacion la fase acuosa y se realizaron 3 extracciones con AcOEt, se lavé la
fase orgénica con una solucién saturada de NH4Cl y una solucion saturada de
NaCl una sola vez respectivamente. Finalmente se seco la fase Organica con
MgSO,4 y se evapord a presion reducida todo el AcOEt, hasta obtener un

producto sélido que es el Boc-NMe-Cisteina-(Trt)-OH.
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3.16 Sintesis del aminoacido Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH

Se colocaron 0,15 g (0,3144 mmol) de Boc-NMe-Cisteina-(Trt)-OH en una
jeringa previamente sellada con un filtro poroso de polipropileno y se realizaron
5 lavados de 30 segundos con una solucion de 2% TFA; 2,5% TIS y 95,5%
DCM, seguidamente se disolvié el aminoacido en la minima cantidad de H,O
posible y se coloco en un recipiente bajo atmosfera inerte de Ar g sumergido
en un bafo de agua fria. A continuacién se adicionaron 0,047 g (0,5280 mmol)
de acetamidometanol (OH)-CH,-NH-CO-CHj3; disueltos en 18 mL de una
solucion al 95% TFA, 5% CF3;SO;H acido trifluormetanosulfonico y se dejo que
la reaccion transcurriera durante 2 horas en un cuarto frio. Se elimind a presion

reducida toda la solucién de TFA y acido triflurometanosulfonico.

Seguidamente, se disolvié el aminoacido en 10 mL de H,O y 20 mL THF; el
pH de la solucién se ajusto a 9-10 por adicidn gota a gota, de una solucién
acuosa de NaOH al 50%. Posteriormente se adicionaron 0,088 g (0,4036
mmol) de di-Terbutil Dicarbonato (Boc,O). La reaccibn se mantuvo a
temperatura ambiente y a las 48 horas, se adicionaron 0,088 g (0,4036 mmol)
mas de di-Terbutil Dicarbonato (Boc,0), dejando que reaccionara durante 72
horas mas, hasta que se observo la total conversion del producto de partida. Se
elimino el THF a presion reducida, se trasvaso la fase acuosa a un embudo de
separacion y se realizaron 3 lavados con metil-terbutil-eter (MTBE). Finalmente,
se acidificd la fase acuosa afiadiendo unas pocas gotas, de una solucién de
HCI al 10 % hasta ajustar el pH= 3-4. Se trasvaso la solucién acuosa a un

embudo de separacion y se extrajo el producto final con AcOEt. La fase
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organica se sec6 con MgSO, y se elimin6 todo el AcOEt a presion reducida

hasta obtener un sélido cristalino.

3.17 Sintesis del Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH en Fase Sdlida.

Se colocaron 1,5 g de la resina 2-Clorotritilo ***3

, en una jeringa,
previamente sellada con un filtro poroso de polipropileno; se coloc6 la minima
cantidad de DCM posible y se afiadieron 0,96 g (2,32 mmol) del aminoécido,
Fmoc-Cisteina(Acm)-OH, junto con 3,97 mL (23,2 mmol) de la base
Diisopropiletilamina (DIEA), a los cincuenta minutos de reaccion se afiadieron
1200 pL de metanol. Seguidamente, se procedié a la eliminacién del grupo
protector Fmoc, realizando 3 lavados con una solucién al 20% de piperidina en
DMF. Consecutivamente se realizd la prueba de Kaiser @ o prueba de
ninhidrina para verificar la completa eliminacion del grupo Protector Fmoc. Se
realizaron multiples lavados con DCM y DMF para posteriormente afiadir 2,05 g
(9,28 mmol) de 2-Nitrobencensulfonil Cloruro, junto con 2,37 mL (13,92 mmol)

de la base Diisopropiletilamina (DIEA), se dej6 reaccionar por espacio de una

hora y se observé que la resina cambio de color a un amarillo muy intenso.

Una vez realizados los lavados correspondientes con DCM y DMF, se
realiz6 la reaccion de Mitsunobu “, afiadiendo 3,04 g (11,6 mmol) de
trifenilfosfina P(Ph)s; junto con 938 uL de CH3OH (23,2 mmol) y 2,28 mL (11,6
mmol) de di-isopropil-azadicarbonato (DIAD), se dejé6 que la reaccion
transcurriera durante 30 minutos. Se realizaron los respectivos lavados con

DCM y DMF, para posteriormente sellar la jeringa con un tapén de goma en la
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parte superior y colocarlo en atmosfera inerte, bajo un flujo de N, (; se
afiadieron 1,51 mL (23,2 mmol) de mercaptoetanol HS-CH,-CH,-OH, junto con
1,73 mL (11,6 mmol) de la base 1,8-Diazabiciclo[5.4.0Jundecen-7-eno, esta
reaccion se llevé a cabo hasta que desaparecio el color amarillo en la resina.
Se realizaron mdltiples lavados con DCM y DMF, se afiadieron 7,58 g (34,77
mmol) de di-Terbutil Dicarbonato (Boc,0), junto con 5,94 mL (34,77 mmol) de

Diisopropiletilamina (DIEA); se dej6 reaccionar durante 12 horas.

Finalmente el desanclaje del producto de la resina, se realiz6 con una

solucién de TFA al 2 % en DCM.

3.18 Sintesis del Biciclo Octadepsipéptido Triostin A.

Para la obtencion de la Triostin A, se realizé mediante la técnica en fase
sélida, utilizando 0,2 g (0,164 mmol) de la resina de Wang *’ la cual se colocé
en una jeringa, previamente sellada con un filtro poroso de polipropileno; se
procedid a realizar lavados mdultiples con abundante DCM y DMF, luego se
afiadieron 0,4084 g (1,312 mmol) de Fmoc-Alanina, junto con 101,5 ul (0,656
mmol) de Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI), finalmente se afiadieron 0,008 g
(0,066 mmol) de 4-Dimetilamino piridina (DMAP), disueltos en la minima
cantidad de DMF posible, dejando que reaccionara durante 3 horas, este
procedimiento se realizé por duplicado. Luego de realizar los lavados
correspondientes con DCM y DMF; consecutivamente se afiadieron 77,30 ul de
anhidrido acético y 141 ul de diisopropil-etil-amina (DIEA) en DMF durante 30

minutos. Se realizaron 3 lavados con piperidina al 20 % durante 5 minutos para
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eliminar el grupo Fmoc y se recolectan estos lavados para calcular la carga de
la resina obteniéndose un 99,1 % de carga de la resina. Consecutivamente se
realizaron multiples lavados a la resina con DCM, DMF y se realiz6 la prueba
de Kaiser ** o prueba de ninhidrina para verificar la completa eliminacién del

grupo Protector Fmoc.

Como segundo aminoécido se introdujo 0,2803 g (0,492 mmol) de Fmoc-D-
Serina(Trt)-OH y 0,1870 g (0,492 mmol) del agente acoplante Hexafluorofosfato
de N-6xido de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazalo-[4,5-b]piridin-1-il-metilen]-N-
metilmetanamina (HATU), junto con 0,067 g (0,492 mmol) de 1-Hidroxi-7-
Azabenzotriazol (HOAL), disueltos en la minima cantidad de (DMF) posible y
168 ul (0,984 mmol) de diisopropil-etil-amina (DIEA) durante de 1 hora,
finalmente se elimind el grupo Fmoc con 3 lavados de piperidina al 20 %
durante 5 minutos. Consecutivamente se realizaron multiples lavados a la

resina con DCM, DMF y se realiz6 la prueba de Kaiser

Se colocaron posteriormente 0,043 g (0,246 mmol) del 4cido-2-quinoxalina
Carboxilico (Qxc), junto con 0,1132 g (0,246 mmol) de 1H-benzotriazol-1-yloxy-
tris (pyrrolidino) phosphonium hexafluorophosphate (PyBOP), 0,033 g (0,246
mmol) de 1-Hidroxi-7-Azabenzotriazol (HOAt) disueltos en la minima cantidad
de (DMF) posible y 84 ul (0,492 mmol) de diisopropil-etil-amina (DIEA) durante
1 hora, inmediatamente se lavo con abundante DCM y DMF. Se realiz6 la
prueba de Kaiser ** para verificar si hubo un acoplamiento total del &cido-2-
guinoxalina Carboxilico (Qxc), con un resultado negativo de la prueba de

kaiser.
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Se elimind el grupo Tritilo (Trt) proveniente del aminoécido D-Serina(Trt)-
OH con 5 lavados de 30 segundos, de una solucion al 95,5 % DCM, 2,5 % de
Triisopropilsilano (TIS) y 2% de TFA, para finalmente lavarlo con abundate

DCM:; hasta obtener lavados incoloros.

Como paso consecutivo fue necesario introducir el aminoacido no esencial
Alloc-NMe-Valina-OH, sintetizado previamente en la seccion 3.13; se colocaron
0,35 g (1,64 mmol) de Alloc-NMe-Valina-OH, junto con 253 ul (1,64 mmol) de
Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) y 0,020 g (0,164 mmol) de 4-Dimetilamino
piridina (DMAP), disueltos en la minima cantidad de DMF, dejando que

reaccionara toda la noche a temperatura ambiente con agitacion constante.

Se procedié a eliminar el grupo protector Alloc, afiadiendo 101 pl (0,82
mmol) de fenilsilano junto con 0,0095 g (0,0082 mmol) de
tetrakis(trifenilfosfina)Paladio [Pd(PPh3)4] previamente disueltos en la minima
cantidad de DCM posible *°°% se dejé reaccionar durante 15 minutos, este
procedimiento se realizd6 por triplicado. Consecutivamente se realizaron

multiples lavados a la resina con DCM, DMF y se realiz6 la prueba de Kaiser **.

Se introdujo el aminoacido Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH, sintetizado en la
seccion 3.15; se colocaron 0,1955 g (0,41 mmol) del aminoacido Boc-NMe-
Cisteina-(Acm)-OH, luego se afadié 0,1558 g (0,41 mmol) de los agentes
acoplantes Hexafluorofosfato de N-6xido de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazalo-
[4,5-b]piridin-1-il-metilen]-N-metilmetanamina (HATU), junto con 0,0557 g (0,41

mmol) de 1-Hidroxi-7-Azabenzotriazol (HOAL), disueltos en la minima cantidad
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de una mezcla DMF-DCM (1:1) y finalmente se afiadié 137 ul (0,82 mmol) de
diisopropil-etil-amina (DIEA) dejando que reaccionara durante 90 minutos, este

acoplamiento es realizado por duplicado y sin pre-activacion del aminoacido.

Se procedio a realizar el puente disulfuro intercatenario para de esta manera
introducir un nuevo concepto “restricciéon de la movilidad conformacional” %,
se disolvieron 0,1040 g (0,41 mmol) de I, en la minima cantidad de DMF
posible y se dejo reaccionar durante 10 minutos, este procedimiento se realizé

por duplicado.

Finalmente se clivé el octadepsipéptido de la resina con una solucion al 25%
en &cido trifluoracético (TFA); 70% de DCM y 5% de H,O durante 1 Hora. Una
vez transcurrido ese periodo de tiempo, se elimind a presion reducida toda la
solucion de TFA, DCM y H,0. Finalmente se disolvié el producto en una
mezcla 1:1 H,O/CH3CN ; se congeld y se liofilizé durante un periodo de 24-48

horas.

La clausura del octadepsipéptido se realiz6 en una solucién 0,5x10° M del
octadepsipéptido, se colocaron 0,01 g (0,008896 mmol) del producto,
desanclado anteriormente en un bal6n aforado y se disolvieron en 16,79 mL de
una solucion de DCM y 1 mL de DMF; se afiadieron 0,0092 g (0,0176 mmol) de
Hexafluorofosfato de 7-aza-benzotriazol-liloxi-tris(pirrolidin)fosfonio (PyAOP),
junto con 0,0012 g (0,0088 mmol) de 1-Hidroxi-7-Azabenzotriazol (HOAt) y 6,1
ul (0,0035mmol) de diisopropil-etil-amina (DIEA) durante 4 horas. Se trasvaso

todo la solucion a un embudo de separacion y se realizaron 3 lavados con una
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solucion al 5% de NaHCOg3, 3 lavados con una solucion saturada de NH4Cl y
se secO con MgSOy,. Finalmente se elimind a presion reducida todo el DCM y
se disolvi6 el producto final en una mezcla 70-30 % H,O/CH3;CN, se congeld y

se liofilizé durante un periodo de 24-48 horas.
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ENSAYOS BIOLOGICOS

3.19 Curva de crecimiento de Células Vero

Para conocer el nimero de células a utilizar en los ensayos de citotoxicidad,
se realizd una curva de crecimiento de células Vero. Se utilizd el ensayo
colorimétrico con 3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium bromuro
(MTT) esta es una sal de tetrazolio, la cual es procesada en las células viables.
El producto formado es un cristal de formazan, de color azul oscuro que
posteriormente en el ensayo es solubilizado al agregarle el buffer de lisis,
siendo el color desarrollado proporcional al nimero de células viables, este

método fue desarrollado por Tim Mosmann 2.

En placas de 96 pozos, fondo plano, se sembraron 20 x 10 ° células/mL. A
partir de alli, se realizaron diluciones seriadas con MEM al 8 %. Las células
fueron incubadas a 37 °C y se adiciono 10 ulL/pozo de MTT (10 mg/mL) a cada
placa correspondiente a los tiempos evaluados (0, 24, 48 y 72 horas). Luego se
incubo de nuevo en las condiciones antes mencionadas, durante 3 horas. Al
cabo de este tiempo, se agreg6 buffer de lisis, se incubo de nuevo por 18 horas
y finalmente se ley6 a 570 nm (Multiskan EX). Este procedimiento se efectio a

cada tiempo ensayado.
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3.20 Determinacion de citotoxicidad

Para determinar el efecto de los compuestos ensayados sobre las
células Vero, se realizé una modificacion del ensayo del MTT >*. Se sembré en
una placa de 96 pozos fondo plano, 100 ul/pozo de una suspension de células
Vero (2,2 x10 ° cel/ml) en medio de crecimiento y se incubé durante 24 horas a
37°C en una atmésfera de 5% CO,. Transcurrido este tiempo, el medio se
descarté y se adicionaron 100 ul/pozo de medio de mantenimiento y 100
ul/pozo de las diluciones, en base dos, de los compuestos a ensayar (desde 25

ug/ml hasta 1,56 ug/ml).

Se establecieron dos controles: 100% y 0% de crecimiento; uno con medio
de mantenimiento y al segundo se le agrego Igepal al 10% para lisar las

células.

Las placas se incubaron por 24, y 120 horas bajo las condiciones anteriores
y posteriormente se adicionara 0,1 mg/pozo de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide. Se incubaron nuevamente por 3 horas a
37°C, 5% CO, y finalmente se agreg6 100 ul/pozo de buffer de lisis (20% SDS,
50% N,N-dimetil formamida, 30% H,O destilada) para solubilizar los cristales
de formanzan; luego de incubar durante 18 horas a 37°C, se realiz6 la lectura
de la placa a 570 nm (Multiskan EX); una vez conocidos los valores de
absorbancia, se procedié a construir una curva de viabilidad celular empleando

la siguiente formula para calcular los porcentajes de viabilidad:
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% V|ab|l|dad = 100 - bScontrol - AbScomp X 100

Abscontrol

DOcontrol = Absorbancia control (100% crecimiento)

DOcomp = Absorbancia de cada concentracion
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis de los péptidos

Para la sintesis de los péptidos se utiliz6 la técnica de Sintesis en Fase
Solida, debido a su rapidez sintética y facil manipulacion; empleandose las
resinas Rink Amida para la sintesis de los péptidos Nle-KRR;
FWFTLIKTQAKQPARYRRF; Nle-RK y la resina 2-Clorotritlo como soporte
sélido, para los péptidos MAFG y AVFAL debido a lo lIabil de esta ultima resina
para la union del primer amino&cido, lo voluminosa para inhibir la formacion de
dicetopiperazinas ° y lo facil de clivar una vez sintetizado el péptido. Todos los
aminoacidos empleados se encuentran protegidos con el grupo F-moc, para
evitar el anclaje del grupo amino presente en el amino&cido, dejando libre el

grupo carboxilico para que este se ancle a la resina por dicho grupo.

1) )

Figura N° 28. Resina Rink Amida (1) y resina 2-Clorotritilo (2)

Para la sintesis de los péptidos con la resina de Rink Amida, fue necesario
desproteger la amina del grupo F-moc, con una solucién de piperidina al 20%

en DMF durante 20 minutos. La desproteccion sigue un mecanismo de



69

eliminacién E1cB (mecanismo unimolecular de la base conjugada) *°, donde el
paso clave es la desprotonacion inicial del anillo de fluoreno para generar un
intermediario anionico del tipo aromatico, sumamente estable como la
dibenzociclopentadienida, el cual por eliminacion de CO, da lugar al

dibenzofulveno *’.

op
[nj " o \ o

+ CO; + R—NH, +

Cz :

+ o) NH_ 2

o I
L

Figura N° 29. Mecanismo E1cB para la eliminacion del grupo Fmoc

—_— —_ >
“R

Luego de realizar multiples lavados a la resina con DCM y DMF, que
garantiza la completa eliminacién de la piperidina, se colocé el primer
aminoacido-Fmoc, junto con el 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y la base
Diisopropiletilamina, para evitar la protonacion del grupo amino de la resina y
de esta manera hacerlo mejor nucledfilo, lo que garantiza su enlace al grupo
carboxilico del aminoacido-Fmoc. Una vez anclado el primer aminoacido el

protocolo es repetido, para los aminoacidos subsecuentes.

Para la sintesis de los péptidos en la resina 2-Clorotritilo, se afiadié el primer
aminoacido-Fmoc, junto con la base Diisopropiletiiamina, para eliminar el
proton acidico del aminoéacido y hacerlo mejor nucledfilo, garantizando de esta
manera su enlace al grupo tritilo en la resina 2-Clorotritilo. Una vez anclado el
primer aminoacido y luego de haber dejado la reaccidon durante cincuenta

minutos, se afiadieron los 160 uL de metanol, para bloquear las posiciones
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donde no hubo anclaje del aminoéacido y evitar el anclaje de los posteriores

aminoacidos a la resina.

Para el resto de las secuencias péptidicas, tanto para la resina Rink Amida
como para la resina 2-Clorotritilo, se afiadio el residuo del aminoéacido junto con
el 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), posteriormente se le afiadid6 la
diisopropilcarbodiimida con la finalidad, de evitar la racemizacion de los
aminoacidos y las reacciones colaterales que ocurren cuando se utiliza
solamente carbodiimidas *®, el HOBt suprime la racemizacién porque intercepta
la alta reactividad de las O-acylisoureas y anhidridos simétricos que se forman
como intermediarios, creando un agente acilante de baja reactividad para la
formacion de reacciones colaterales, el cual es lo suficientemente potente para
permitir una rapida formacion del enlace amidico; esta inusual reactividad de
los éster de benzotriazol, es atribuida a una catalisis basica intramolecular, que

opera a través de un estado de transicion ciclico de seis miembros *°.

o HO
\ \
74 /\N o> N N o>
R NH + p—nt — NH
\ N — > \ H—N < N + \
/N‘( \\N:© HO R Y Y HO R

Figura N° 30. Catalisis béasica intramolecular del éster de benzotriazol

La funcion secundaria del aditivo HOBt, con la presencia del grupo
hidroxilo, es la de proveer una fuente importante de protones, que puedan
neutralizar cualquier exceso de base en el medio de reaccion producto de la

adicion de la diisopropilcarbodiimida *°.
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La prueba de kaiser consiste en la utilizacion de ninhidrina como indicador
para lograr un compuesto croméforo de color purpura, que se obtiene como
producto de la reaccién del grupo amino de un aminoacido **, esta prueba fue

realizada sobre pequefias muestras de resinas tomadas de la reaccion.

R H / OH /O O\\

NH, + OH —— —N + rcHO + CO,

HOOC \\O /

Figura N° 31. Reaccion general de un aminoacido con la ninhidrina

Una vez incorporados los respectivos aminoacidos N-protegidos, se observa
completamente incolora la prueba y un color purpura una vez desprotegido el
aminoacido con la solucién de piperidina al 20%, teniendo como resultado final

un acoplamiento efectivo.

Esta prueba tiene una alta sensibilidad colorimétrica para muestras que
contienen menos de 0,5% de grupos aminos sin reaccionar. Una version

modificada de la prueba permite un andlisis cualitativo .

La desventaja
principal de esta prueba es el consumo irreversible o destructivo de la muestra
y puede llegar a consumir cantidades significativas del péptido anclado a la
resina, afectando el rendimiento de la misma si es llevado a cabo después de
cada acoplamiento en una sintesis muy larga; este inconveniente se ve

disminuido, por lo simple y rapido de la prueba, ademas puede proveer una

informacién Util durante la sintesis en fase sélida.
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El clivaje del péptido al soporte polimérico, generalmente representa el
ultimo paso en una sintesis en Fase Solida. Como el grupo anclado,
usualmente es seleccionado para ser compatible con la operacién sintética del
péptido, el clivaje selectivo del grupo C terminal del péptido al soporte sdlido,
ocurre bajo tratamientos con reactivos concomitante, que pueden tener un
efecto parcial o una desproteccion completa de las cadenas laterales del
péptido; para la mayoria de los casos, el método del clivaje acidolitico es

ampliamente utilizado.

La liberaciéon de los péptidos anclados a la resina de Rink amida son
generalmente llevados a cabo por tratamiento con TFA al 95 % durante 2
horas. Bajo estas condiciones los grupos protectores (t-butil) para los
aminoacidos treonina y tirosina, (Pbf) para la arginina, (Boc) para los
aminoacidos lisina, triptéfano, y (Trt) para la glutamina; son eliminados
respectivamente de sus cadenas laterales y al mismo tiempo se separa la
cadena péptidica del soporte solido. Durante este proceso, especies cationicas
altamente reactivas son generadas por los grupos protectores, las cuales
pueden atrapar 0 reaccionar con aminoacidos que contengan grupos
funcionales ricos en electrones; por esta razdn varios agentes nucleofilicos son
adicionados a la mezcla de reaccién, estas especies nucleofilicas reciben el
nombre de “scavengers” (limpiadores, captadores 0 secuestrantes) y son
adicionadas para reaccionar con estos iones formados durante el proceso de

clivaje ®.



73

Uno de los captadores (scavengers) ampliamente utilizados, es el agua,
debido a su abundancia y bajo costo, ademas de ser muy efectivo para
aminorar los carbocationes t-butilo y Tritilo. El Triisopropilsilano ® (TIS) ha
demostrado tener una efectividad superior al agua y es usado ampliamente
para mitigar los grupos (Pbf) y (Boc), asi como también los grupos
mencionados anteriormente. No se debe exceder del 2,5% de Triisopropilsilano
(TIS) ya que se ha reportado previamente que grandes cantidades de este

captador en medio &cido reduce el anillo indol del amino&cido Triptéfano 2.

El desanclaje de los péptidos unidos al soporte sdélido 2-Clorotritilo, se
realizan en una solucién al 2% de TFA en CH,Cl, debido a lo 1abil de la resina.
Esto es debido, a que el carbocation generado es estabilizado por resonancia
del grupo tritilo de la resina y no es necesario adicionar ningin secuestrante
adicional, ya que los aminoacidos enlazados en la cadena péptidica, no poseen

cadenas laterales, con grupos funcionales que se encontraran protegidos.

El residuo metionina puede ser alquilado por la generacién de cationes
provenientes de un grupo bencilo durante la reaccion de clivaje con TFA,
permitiendo el reanclaje del péptido al soporte sélido con una correspondiente
reduccién en el rendimiento. Esta reaccion colateral se ve drasticamente
minimizada cuando resinas tritilo son utilizadas, este hecho se atribuye a la

voluminoso del grupo tritilo .
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4.1.2 Sintesis del Péptido Nle-Lys-Arg-Arg
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(be)—NH% H2N4</NH
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Figura N° 32. Reacciones para la sintesis del péptido Nle-Lys-Arg-Arg
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Figura N° 33. Espectro de Masa del peptido Nle-Lys-Arg-Arg

En dicho espectro se puede apreciar el pico a 571 m/z y un pico mas
intenso donde se representa una fragmentacién del péptido (M+2) / 2= 286,42
m/z. Los otros picos que se observan en el espectro se deben a diferentes

fragmentaciones que ocurren en el péptido.
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4.1.3 Sintesis del Péptido FWFTLIKTQAKQPARYRRF
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Figura N° 34. Reacciones para la sintesis del péptido FWFTLIKTQAKQPARYRRF.
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Figura N° 35. Espectro de Masa del péptido FWFTLIKTQAKQPARYRRF
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En dicho espectro se pueden apreciar diferentes fragmentaciones del
péptido, el pico mas intenso (M+3) / 3 = 820,24 m/z; seguido del (M+4) / 4=
615,39 m/z y un pico poco intenso (M+5) / 5 = 492,56 m/z. Los otros picos que
se observan en el espectro se deben a diferentes fragmentaciones que ocurren

en el péptido.

4.1.4 Sintesis del Péptido Nle-Arg-Lys
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Figura N° 36. Reacciones para la sintesis del péptido Nle-Arg-Lys



83

Intens. +MS, 0.1-0.2min #{4-8)
®1

30

4153

25

20

199.6

05
513.2

Figura N° 37. Espectro de Masa del peptido Nle-Arg-Lys

En dicho espectro se puede apreciar un pico de mayor intensidad (M+1) / 1
= 415,3 m/z, que corresponde al péptido Nle-Arg-Lys. Los otros picos que se
observan en el espectro se deben a diferentes fragmentaciones que ocurren en

el péptido.



84

4.1.5 Sintesis del Péptido Met-Ala-Phe-Gly
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Figura N° 38. Esquema sintético para la sintesis del péptido MAFG
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Figura N° 39. Espectro de Masa del péptido MAFG

En dicho espectro se puede apreciar el pico mas intenso (M+1) / 1 = 426
m/z, que corresponde al péptido MAFG. Los otros picos que se observan en el

espectro se deben a diferentes fragmentaciones que ocurren en el péptido.
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4.1.6 Sintesis del Péptido Ala-Val-Phe-Ala-lle.
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Figura N° 40. Esquema sintético para la sintesis del péptido AVFAI
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Figura N° 41. Espectro de Masa del péptido AVFAI
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La caracterizacion del péptido se realizé mediante la técnica HPLC-MS y se
obtuvo un pico maximo (M+1)/1 = 521 m/z para el péptido AVFAI. Los otros
picos que se observan en el espectro se deben a diferentes fragmentaciones

que ocurren en el péptido.

Una vez sintetizados los péptidos, el préximo paso era acoplarlos al anillo D
del esteroide. Este acoplamiento se lleva a cabo a través de un espaciador. Se
desarrollaron dos estrategias diferentes, dependiendo del sustrato esteroidal,

para acoplar el espaciador.

Si el androstano era del tipo 17-ona, se aprovecharia el caracter nucleofilico
de C-16 para introducir el espaciador a través de una condensacion. Para
Introducir el espaciador en la posicién 16, fue necesario proteger el OH en la

posicion 3.

Si el androstano era del tipo 17-B-0Ol, se utilizaria la capacidad nucleofilica del

alcohol para introducir el espaciador.
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Introduccion del espaciador en C-16
Como se mencioné anteriormente, el primer paso fue la proteccion del grupo

hidroxilo en C-3, para ello se acetil6 con anhidrido acético.

4.2 Sintesis del 5a-Androstan -3B Acetil -17 ona. Acetilacion del

Androstano

Para la acetilacion de este compuesto se afiadié un exceso de anhidrido
Acético, para garantizar su total acetilacion; conjuntamente se afiadieron unas
gotas de piridina que se utilizan como catalizador nucleofilico para formar el ién
acetilpiridonio, el cual es mucho mas electrofilico que el anhidrido ®. Esta
reaccion es directamente proporcional a la cantidad de piridina libre en la
solucién ®, es decir , que no se encuentre protonada, de alli la importancia que
la piridina este completamente seca; de esta manera se obtuvieron 10,23 g de
5a —Androstan -3p aceto -17 ona para dar un rendimiento en la reaccion de

91%.

H

Figura N° 42. Reaccion de proteccion para el 5a —Androstan -3p aceto -17 ona

El compuesto obtenido 5a — Androstan - 3 aceto -17 ona se caracteriz

mediante espectroscopia de IRy RMN — *3C. En la Figura N° 43 se muestra el
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espectro infrarrojo tomado en KBr, mientras que en la tabla N° 2 se resumen,

los valores de las bandas mas relevantes seleccionadas del espectro infrarrojo.
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Figura N° 43. Espectro de absorcion infrarroja del 5a — Androstan - 3p aceto -17 ona

Tabla N°2. Valores de las bandas de absorcion infrarroja para el compuesto

5a — Androstan - 3p aceto -17 ona

Modo de vibracion Frecuencia de Vibracién (cm™)
Estiramiento C-H 2921,05; 2857,62
Alargamiento asimétrico C=0 1733,49

En el espectro de IR se pueden apreciar algunas bandas caracteristicas
para la acetilaciéon del androstano, debido a que desaparece el pico agudo
caracteristico del grupo OH que se observa en el producto de partida (ver
anexo), esta desaparicion se atribuye a la proteccion del grupo OH en la

posicion 3; seguidamente podemos notar la presencia de dos bandas a
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2921,05 y 2857,62 cm?, caracteristica de la tensién de enlace Carbono-
Hidrogeno sp® es decir todos los carbonos metilicos y metilenicos presente en
la estructura de la hormona y un pico muy estrecho a 1733,49 cm™, el cual se
puede asignar a la frecuencia de vibracion del enlace C=0 de la cetona o del
grupo acetato de la proteccion, estando solapada una banda con la otra. Las
demas bandas que se observan a frecuencias mas altas, pertenecen a la zona
de la huella dactilar de la molécula y son dificiles de atribuir a un enlace en

particular.

En el apéndice, podemos ver el espectro de RMN **C, donde se puede
visualizar claramente desplazamientos quimicos caracteristicos de este

compuesto. Los valores reportados colocados en la tabla N° 3 son tomados de

la literatura 5658
Cis
CH3
/C12\ '/C{7
Cio Cn1 Ciz X\
('3"'3‘ ‘ /C16
Cq Co Cia
O Cz/ \Cg \Cs/ = Cis
| T F T
20 3 Cs 7
H3C/ ~o” \c4/ - \CG/
Co1 H

Figura N° 44. Enumeracion de dtomos de carbono en el 5a— Androstan - 38 aceto -17 ona



Tabla N°3. Valores de los desplazamientos quimicos de el compuesto 5a — Androstan -

3P aceto -17 ona
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N° de Carbono | Asignacion é (ppm é (ppm) é (ppm)
Reportados DEPT-135

1 CH, 36,9 31,71 32,17
2 CH, 27,7 27,51 27,97
3 CH 73,8 73,13 73,63
4 CH, 37,2 34,84 34,51
5 CH 44,3 44,44 44,91
6 CH, 28,7 28,28 28,74
7 CH; 32,0 30,75 31,21
8 CH 32,2 35,59 35,31
9 CH 49,8-53,6 54,03 54,50
10 C 35,5 34,05 -
11 CH, 20,2-20,9 20,44 20,90
12 CH, 40,8-41,2 36,51 36,98
13 C 37,3-38,0 47,45 -
14 CH 49,8 51,02 51,43
15 CH, 25,8-26,0 21,74 22,20
16 CH, 35,7 35,66 36,13
17 C 211,8 220 -
18 CH3 17,8 13,82 14,28
19 CH3 12,3 12,27 12,70
20 C 170,0 170,13 -
21 CHs 21,0 21,45 21,91

C =4

CH =5

CH; =9

CH3 =3

Solvente utilizado: Dimetil Sulfoxido (DMSO)
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4.3 Sintesis del Metil Acrilato. (2-Propenoato de metilo)

Se sintetiz6 esta molécula como espaciador, para introducirla en la posicién
16 a través de una condensacion aldolica. Se realiz6 esta reaccion por el
método de la esterificacion Azeotrdpica, utilizando benceno como agente para
la eliminaciéon Azeotrépica del agua formando un punto de ebullicion minimo
entre el agua y el benceno. De esta manera se elimina agua de la reaccion y se
desplaza el equilibrio por Le Chatelier ** hacia la formacién de productos,
aumentando la cantidad de metil acrilato formado, e incrementando el
rendimiento de la reaccion. En esta reaccion se obtuvieron 0,82 g de metil

acrilato, lo que representa un rendimiento del 4 % en la reaccioén.

0] O
H.C + —_— H C\)k CHj;

Figura N° 45. Reaccion de esterificacion para el acido acrilico

Se realiz6 el espectro de RMN- *H y RMN -3C (ver apéndice), donde se
pueden apreciar los desplazamientos quimicos caracteristicos de este
compuesto y en las tablas N° 4 y N° 5 |os valores caracteristicos para este

compuesto.
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Tabla N° 4. Desplazamientos quimicos de RMN - 'H del compuesto metil metacrilato

d (ppm) | Multiplicidad | Integracion | Asignacion | Acoplamientos
Relativa J (Hz)
3,883 Singlete 3H OCH3; -
5,90 Doblete 1H H cis 10,53
6,31 | Doblete/doblete 1H H -
6,6 Doblete 1H H traNS 17,28

Tabla N° 5. Desplazamientos quimicos de RMN -3¢ del compuesto metil metacrilato.

S (ppm) Asignacion
50,61 CHs
127,86 CH»
129,76 CH
165,73 C=0
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4.4 Reacciones Ensayadas

A continuacién se muestran algunas reacciones ensayas para obtener los

productos deseados, pero no se obtuvieron resultados satisfactorios.

Figura N° 46. Reaccion ensayada entre el 5a — Androstan - 38 aceto -17 onay el

formaldehido

Al realizar la reaccion entre el formaldehido y las diferentes moléculas de
androstano, no se pudo obtener la condensacion alddlica deseada en la
posicion 16 del androstano y el formaldehido. Se ensayé a través de la
utilizacion de H,SO4 y HCI para formar el aldol correspondiente a través de un
equilibrio ceto-enolico y no se obtuvieron resultados satisfactorios. En todos los
casos anterior se sigui6 la reaccion a través del ensayo colorimétrico entre el
acido cromotrépico (acido 4,5 dihidroxi- 2,7 naftalendisulfonico) y el

formaldehido ©°.
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Se decidio realizar la condensacion alddlica directa entre el acido acrilico y
los diferentes androstanos tanto en medio acido, como en basico y no se
obtuvo resultado ya que se obtenia una mezcla compleja, producto de la

polimerizacién del &cido acrilico.

o
CH3//O CH3//
o
CH, \)‘\ 1.-) CH;0Na s o
H,C -
o + RS OH 2.-) HpS0, O
HsC (o

[e]
cHy 1/

o
CHy \)L Hel
HCx — > o
+
)1 " ) /H\ H "

HoC o

Figura N° 47. Reacciones ensayadas entre el 5 o — Androstan - 38 aceto -17 onay el

acido acrilico.

Luego de la utilizacion directa del acido acrilico se decidié proteger el acido,
para formar el éster y de esta manera minimizar la polimerizacion del acido y
favorecer de alguna manera el ataque alddlico. Se probaron diferentes

70,71

reacciones de esterificacion en condiciones muy suaves , Sin obtener

resultados satisfactorios, en algunos casos se obtuvo el polimero acrilato.
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o O
H,SO
CH, CH, 2 4, Hzc\/lk /\/\
HZC\/lkOH + Ho™~ \CH; SCH, x o CHs + H,O
o) o}
CH CH H C\/Ik
H,C Pt Sl — > 2 /\/\
z \/lkOH + MO “CH,  “CH, S 0 CH;  H,0
~N PN +
HsC o CH,

BF3

CH,

OH
\/ll /L o~ i
H,C H,0
N oH + M€ CHs H3(:/\0/\CH HZC\/lk )\ 2
BF 3 o cHy T+
3

0o cl
o)
H O K,CO4
OH 4 > HC
DMF o H20

Figura N° 48. Reacciones ensayadas para esterificar el 4cido acrilico

45,72,73

Se decidi6 acilar el &cido acrilico , para garantizar un ataque directo

sobre la posicion deseada para lograr la esterificacion y tampoco se obtuvieron

resultados satisfactorios.

O

0
H C\)k S0Cl = H C\)L
XN onTt X Cl
0 . )
O
OH d| HZC\ o

0]

O
PCI —_

Figura N° 49. Reacciones ensayadas para acilar el &cido acrilico
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Por tal sentido, se decidio sustituir este sustrato como espaciador para el
anclaje de péptidos y se utilizé el acido succinico como espaciador en la

posicion 17 de los esqueletos de Androstanos.
Introduccion del espaciador en 17-8-0Ol
4.5 Sintesis del Anhidrido Succinico.

La deshidratacién directa es un método general para la preparacion de
anhidridos ciclicos de cinco y seis miembros ", dado que estos compuestos
constan formalmente de dos grupos carboxilicos, los cuales a través de una
reaccion intramolecular, elimina una molécula de agua. Esta eliminacion de
agua es la fuerza motriz de la reaccion ya que incrementa la entropia del

sistema "°.

O

Hoocx A O, __0
COOH — = + H,0

Figura N° 50. Deshidratacién del acido succinico
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Figura N° 51. Espectro de masa del anhidrido succinico.

Este Compuesto se caracterizO por Espectrometria de Masa; en dicho
espectro se pueden apreciar dos picos; el pico menos intenso corresponde al
(M+2) / 1 = 102 m/z, pertenece al anhidrido succinico. El pico mas intenso
(M+1) / 1 = 123 m/z puede ser un atomo de sodio (proveniente del envase
vidrio donde se tomé la muestra) coordinado a un atomo de oxigeno o a una
fragmentacién de la molécula que se coordind con cualquiera de los atomos de

oxigeno presentes en la molécula.
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4.6 Acido A*-Androsten-3-ona-17-B-Succinico

Para obtener el Acido 4-Androsten-3-ona-17-B-Succinico se utiliz6 la resina

de Wang *, (ver figura N° 52) con la finalidad de anclar el anhidrido succinico

al soporte como un éster y en el otro extremo de la molécula tener un grupo

carboxilato. Para ello fue necesario afiadir la diisopropilcarbodiimida (DIPCDI),

la cual garantiza un medio relativamente basico y la 4-Dimetilamino piridina

(DMAP), que se utiliza ampliamente como catalizador para las reacciones de

esterificacion "® por ser extremadamente eficiente; ya que forma de manera

mucho mas rapida el ion N-succinilpiridonio, estabilizandolo por resonancia, al

deslocalizar el par de electrones de la dimetilamina en la posicion 4.

o 0~

Figura N° 52. Resina de Wang
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Figura N° 53. Hibrido de resonancia del N-Succinilpiridonio
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El N-acetilpiridonio existe como un par io6nico suelto, en solventes no
polares, los cuales facilitan el ataque nucleofilico al grupo acilo por parte del
grupo OH de la resina de Wang. Este paso esta sujeto a catalisis basica
general por el contra ion; bajo estas condiciones son mejores agentes acilantes
los anhidridos, por tal sentido una base auxiliar como (DIPCDI), es a menudo
empleada para incrementar la velocidad del segundo paso y generalmente se
emplea en cantidades estequiometricas , para prevenir una protonacion de las
cantidades cataliticas del DMAP por algutin &cido formado durante la reaccién *’.

HaC CH, HiC. _-CHs

N
e g
N \)ﬁ , 0 S OJK/\[/
o . gt @ o
| N
H 0 o
N o
° HAC %CHE
CH

'*wif >
>kN:C:N

HaC 3

Figura N° 54. Acoplamiento del succinato ala resina de Wang

Para realizar el acoplamiento de la Testosterona con el extremo carboxilico
del succinato que se encuentra anclado a la resina de Wang, fue necesario
tener condiciones de reaccibn muy parecidas a la anterior, con la ligera
diferencia de incluir el agente acoplante (HOAt) al medio de reaccién, para
potenciar la esterificacion de la hormona e incrementar sustancialmente el

rendimiento de la reaccién, debido a lo voluminosos de la testosterona.
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La diisopropilcarbodiimida (DIPCDI), es un poderoso agente deshidratante
comunmente utilizado para preparar ésteres o anhidridos. Generalmente la
formacion de ésteres procede a través de la formacién de O-acylisourea o
anhidridos simétricos como intermediarios y se ven favorecidos por la
presencia de un catalizador nucleofilico como el DMAP 8. La adicién del 1-
Hidroxi-7-Azabenzotriazol (HOALt) es un agente acilante de altisima reactividad,
el cual es lo suficientemente potente para permitir una rapida formacion del

enlace éster, al disminuir la formacion de N-Acilurea.

H3C (o] CH.

OH 3 Q
o L oL o
| o] o 0 HC ﬁ CHj
o 0 o
+ I .—o L + >——NH C NH~<
o} HiC CH,
HiC CH, HO
o .- 4
o}
H,C CH, |
e}

Figura N° 55. Formacion de intermediarios de O-Acilisourea y Anhidridos simétricos

+
CH,

0
N g HO 0\ o
4<_>7 0 \N N\ ‘(_>70\ | Yo
0 Ny A = HsC
o T el iy e
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o
OH H;C
CH
3 \\O

o

Figura N° 56. Formacién del Acido 4-Androsten-3-ona-17-B-Succinico a través de HOAt
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Como una consecuencia de estas caracteristicas, las esterificaciones en
presencia de DMAP son usualmente llevadas a cabo, utilizando anhidridos,
cantidades cataliticas de DMAP entre un (5-20 % mol) y cantidades

estequiometricas de una base auxiliar, en presencia de solventes no polares ’".

El desanclaje del Acido 4-Androsten-3-ona-17-B-Succinico, de la resina de
Wang se realiza bajo condiciones moderadas de acidez, con una solucién que
contenia 50 % de &cido trifluoracético, estas condiciones son ideales para
desanclar el producto de la columna sin hidrolizar el éster formado entre el

acido succinico y la testosterona.

0\\ 5
° /
HyC 1.-) TFA/ CH ,Cl,/ TIS CH, §
@ - oH
° /
o
HC
o
%

Figura N° 57. Desanclaje del Acido 4-Androsten-3-ona-17-B-Succinico

Este Compuesto se caracterizd por Espectrometria de Masa; en el espectro
se puede apreciar un pico de mayor intensidad (M+1) / 1 = 389 m/z;

correspondiente al Acido 4-Androsten-3-ona-17-B-Succinico.
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Figura N° 58. Espectro de masa del Acido 4-Androsten-3-ona-17-B-Succinico.

4.7 Sintesis de los Péptidos Esteroidales

La obtencién de todos los péptidos esteroidales se realizaron bajo las
mismas condiciones de reaccion; se realizo el acoplamiento entre el Acido 4-
Androsten-3-ona-17-B-Succinico y cada uno de los péptidos sintetizados como
si se introdujera un aminoacido mas a la secuencia péptidica de cada uno de
ellos, la funcién de afadir 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) como agente acoplante,
y de la Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) es de permitir el ataque del succinato
a la DIPCDI, para formar una especie, acilante de baja reactividad que inhiba la

formacion de reacciones colaterales, como lo son la O-acylisoureas.
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Esta especie, aun no ha conseguido ser aislada, pero su existencia se ha
postulado por la estrecha analogia a compuestos estables de este tipo ° y es
lo suficientemente potente para reaccionar con el componente aminoacido para
producir el péptido esteroidal y obtener como sub-producto un derivado de
isourea que es muy soluble en DMF ® y se elimina facilmente al realizar los

lavados correspondientes.
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Figura N° 59. Sintesis de los péptidos Esteroidales

El desanclaje de los péptidos esteroidales a la resina de Rink amida son
realizados por tratamiento con TFA al 95 % por espacio de 2 horas. Bajo estas
condiciones los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoacidos
son eliminados y al mismo tiempo se separa la cadena péptidica esteroidal del
soporte solido. Bajo estas condiciones extremas de acidez, se hidroliza parte
del éster succinico, por tal sentido se obtuvo un bajo rendimiento en las

reacciones realizadas
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Durante este proceso, especies cationicas altamente reactivas son
generadas por los grupos protectores, las cuales pueden atrapar o reaccionar
con aminoacidos que contengan grupos funcionales ricos en electrones; por
esta razén varios agentes nucleofilicos son adicionados a la mezcla de
reaccion, estas especies nucleofilicas reciben el nombre de “scavengers”
(limpiadores, secuestrantes) y son adicionadas para reaccionar con estos iones

formados durante el proceso de clivaje ®*

Uno de los secuestrantes (scavengers) ampliamente utilizados, es el agua,
debido a su abundancia y bajo costo, ademas de ser muy efectivo para mitigar
los carbocationes t-butilo y Tritilo. El Triisopropilsilano ® (TIS) ha demostrado
tener una efectividad superior al agua y es usado ampliamente para mitigar los
grupos Pbf y Boc, asi como también los grupos mencionados anteriormente.
No se debe exceder del 2,5% de TIS ya que se ha reportado previamente que
grandes cantidades de este secuestrante en medio acido reduce el anillo

indélico del aminoécido Triptéfano

NH
(Pbf-N H

NH NH

an NH ®on NH (Boc) J\ O
TFA/TIS/HZO
FWFTLIKTQAKQPARYRRF—NH
.—FWFTLIKTOAKQPARYRRF—NHR 5% 5%-2,5%
HaC
HNj

(F’DY}NH—</ NH 0
o} o} /0 CHa
TFNTISIHZO NH NH
HN NH (5] HiC
.—N K/\r o 95%2.5%-25% 2,5%-2,5% © g
CHy
NHy

HN-(Boc)

Figura N° 60. Desanclaje de los péptidos esteroidales a la resina.



109

Iﬂter:)s&' +MS, 0.0-0.1min #(2-12)

5244
1039.7
| 6715 L
ol s ..4_,.‘.__.4|_.4_.__*....__.. PR TR SV —

400 600 800 1000 1200 1400mz

Figura N° 61 Espectro de Masa del péptido Esteroidal Nle-Lys-Arg-Arg

Este Compuesto se caracterizd por Espectrometria de Masa; en dicho
espectro se puede apreciar el pico mas intenso (M+2) /2 = 471,3 m/z. Los otros
picos que se observan en el espectro se deben a diferentes fragmentaciones

gue ocurren en el péptido esteroidal.
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Figura N° 62. Espectro de masa del Péptido Esteroidal FWFTLIKTQAKQPARYRRF

Este Compuesto se caracterizO por Espectrometria de Masa; en dicho
espectro se puede apreciar el pico mas intenso (M+4) / 4 = 708 m/z; seguido de
diferentes fragmentaciones que ocurren en el péptido esteroidal (M+5) / 5=
566,3 m/z y un pico de intensidad similar a (M+3) / 3 = 943,1 m/z. Los otros
picos que se observan en el espectro se deben a diferentes fragmentaciones

gue ocurren en el péptido esteroidal.
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Figura N° 63. Espectro de masa del Péptido Esteroidal Nle-Arg-Lys

Este Compuesto se caracterizd por Espectrometria de Masa; en dicho
espectro se pueden apreciar dos picos; el pico menos intenso corresponde al
(M+1) / 1 = 785,5 m/z. El pico mas intenso corresponde a una fragmentacion
(M+2) / 2 = 393,2 m/z. Los otros picos que se observan en el espectro se

deben a diferentes fragmentaciones que ocurren en el péptido esteroidal.
4.8 Sintesis del aminoacido Alloc-NMe-Valina-OH

Como primer paso para la obtencion de este aminoacido fue necesario
eliminar el grupo protector (Boc), el cual se rompe facilmente mediante un
ligero tratamiento con CF3COOH y CH,Cl, (1:1) durante de 2 horas. La pérdida
de un cation ter-butilo, relativamente estable, del éster protonado da lugar a un

acido carbamico inestable.
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La descarboxilacion del acido carbamico da lugar al grupo amino
desprotegido del aminoacido y la pérdida de un protdon del catién ter-butilo da

lugar a una molécula de isobutileno

CH3

CH CH f
3 3
o CH; O o N
H3C—’\ Ha CF3COO0H/ CH,Cly  H,yC q e : Y oH
- > N > HC—C +
3
o
CHs H™ HC CHj

CF3COO o
CH3 CH NH
2 -
(CH2 HiC { . HC OH + CO, + CF,COOH
HyC— c
’ CHs H,C CH,4
H3C CH

Figura N° 64. Desproteccion del grupo BOC de la N-Me-Valina

Seguidamente se afiadi6 NaHCO3; y luego NaOH para neutralizar todo el
exceso de CF3;COOH anadido y dejar el pH entre 10-11, ya que bajo estas
condiciones se favorece considerablemente la incorporacién del grupo Alloc °
Posteriormente se afiadio alil cloroformato, el cual es susceptible al ataque del
grupo N-Metil amino del aminoacido, debido a que el 4tomo de cloro y de
oxigeno sustraen densidad electrénica del carbono carbonilico, formando un
intermediario tetraédrico, que rapidamente elimina al ion cloruro para obtener el
N“-allyloxycarbonil. Finalmente se afiade NaOH para neutralizar todo el HCI
liberado durante la reaccion y tener un medio lo suficientemente basico para

que se lleve a cabo la reaccion %

HyC” | oH ——> 3% OH > HC

cl
HsC CHg H3C

O Co /\/ /\/
=z H,cZ~ H,CZ”
HSC/NH JQ /CH2 e &inu\ 2 \f 2 YIU\OH + HCl

HyC CHy

Figura N° 65. Formacion del aminoacido Alloc-N-Me-Valina



113

Se realizan multiples lavados con metilterbutileter y finalmente se acidifica la
fase acuosa para obtener la especie zwitterionica del Alloc-NMe-Valina-OH con

un rendimiento del 78 %
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5/80.(9.285) 5.82e8
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Figura N° 66. Espectro de masa del aminoacido Alloc-N-Me-Valina.

Este Compuesto se caracterizO por Espectrometria de Masa; en dicho
espectro se pueden apreciar un pico muy intenso; que corresponde al (M+1) / 1
= 217 m/z correspondiente al aminoacido alloc-N-Me-Valina. Los otros picos
que se observan en el espectro se deben a diferentes fragmentaciones que

ocurren en el aminoacido y/o dimeros que se puedan forman.
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4.9 Sintesis del aminoacido Boc-NMe-Cisteina-(Trt)-OH

Para la obtencién de este aminoacido fue necesario utilizar NaH como base
extremadamente fuerte y no nucledfilica, la cual puede sustraer el protén del
nitrégeno del carbamato, ya que la nucleofilicidad de este carbamato se ve
reducida por la deslocalizacién del par de electrones del nitrégeno al grupo

carbonilico del carbamato.

H,C CHs

3c"—cH3 H3C—‘—CH3

pe g
f* f* o

Figura N° 67. Reaccion acido-Base entre Boc-Cisteina-(Trt)-OH y el NaH

Como el NaH es un excelente agente reductor, fue necesario llevar a cabo
la reaccion en ausencia de solventes proticos y atmosfera inerte de N; () para
evitar la reduccion del O; ) del medio ambiente y obtener agua como sub-
producto, la cual puede reaccionar con el NaH () y descomponerlo en NaOH

(ac) ; disminuyendo drasticamente el rendimiento de la reaccién **#,
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2 NaH )t OZ(g) >Na,O )t H,O [0)

NaH ) + HoO () ——————> NaOH (g + H2(g)

Figura N° 68. Reacciones de descomposicién del NaH

Seguidamente, se agreg6é el CHsl y éste reacciona con el carbamato a
través de una Sustitucién Nucleofilica Bimolecular (Sn?) #, ocurriendo la mono-
metilacion del nitrogeno del carbamato. Fue necesario realizar esta reaccion a
4°C ya que es muy exotérmica y se debe tener control de la temperatura para

evitar una degradacion de la cisteina.

Finalmente, se afiadio una solucion buffer de Na,CO3;/ NaHCO3/ NaH,PO4
al 10% para mantener el pH 6-7 y eliminar todo el exceso de NaH, ademas de
evitar la eliminacion del carbamato. Con este procedimiento se obtuvo un 70%

en el rendimiento de la reaccion.

+ Nal

Figura N° 69. Metilacién de la Boc-Cisteina-(Trt)-OH
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Figura N° 70. Espectro de masa del aminoacido Boc-Cisteina-(Trt)-OH.

Este Compuesto se caracterizO por Espectrometria de Masa; en dicho
espectro se puede apreciar un pico Unico, muy intenso; que corresponde al

(M+1) / 1 = 478 m/z correspondiente al amino&cido Boc-Cisteina-(Trt)-OH.
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4.10 Sintesis del aminoacido Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH

Para la obtencién de la Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH; se partié de la Boc-
NMe-Cisteina-(Trt)-OH sintetizada anteriormente, como primer paso se elimind
el grupo tritilo (Trt) del &tomo de azufre de la cisteina, con mdltiples lavados de
una solucién que contiene una baja concentracion de acido trifluoracético, para

evitar hidrolizar el grupo Boc que esta protegiendo al nitrdgeno de la cisteina.

Consecutivamente se afadi®é acetamidometanol, en wuna solucion
fuertemente acida de TFA y acido trifluormetanosulfonico, para garantizar la

deshidratacion del acetamidometanol &3

y posterior ataque nucleofilico del
atomo de azufre de la cisteina, al grupo acetamidometil; bajo estas condiciones
fuertemente acidas, también se hidroliza el grupo protector Boc del grupo

amino de la cisteina.

CH;

H (o]
HsC CHs Iy
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[¢) o CHa HsC OH
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j/lL g \% O " o SNH Nch, 95% TFA 5% CFySOH
S 2% TFA / 2.5% TIS / 95.5% DCM N NH

Ar
O Y
C :
HS

Figura N° 71. Introduccién del grupo Acetamidometil (Acm)

Posteriormente se afiade una solucion de NaOH para neutralizar el exceso
de acido y regenerar la nucleofilicidad del grupo amino para que ataque
nucleofilicamente al carbonato de di-t-butilo y regenere el grupo protector Boc
del N“-amino&cido 8. El carbonato de di-t-butilo reacciona muy bien con sales

de aminoacidos disueltas en mezclas de H,O/THF en presencia de una base
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terciaria como la DIEA o bajo un estricto control del pH 9-10 con soluciones de

NaOH .

O H,C CHy

NH fe) o
H3C/ OH o

CH;, O O CHs

NaOH pH=9 10 N CHy
3 )k )k —»p HyC” OH
J + HiC o o 0 CH, HsC ONa , co,
CH

NH 3 CHy CH,

pa—

H3C
H3C

Figura N° 72. Introduccién del grupo ter-butoxicarbonilo (Boc)

Bajo estas condiciones se obtuvo un rendimiento muy bajo en la reaccion
cercano al 12 %, por tal sentido se realizo la sintesis del amino&cido Boc-NMe-

Cisteina-(Acm)-OH por la técnica de Sintesis en Fase Sdlida.

4.11 Sintesis del Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH en Fase Sdlida

Como primer paso para la sintesis del aminoacido, fue necesario anclar la
Fmoc-Cisteina(Acm)-OH a la resina 2-Clorotritlo, afiadiendo la base
Diisopropiletilamina, para eliminar el proton acidico del aminoécido y hacerlo
mejor nucledfilo, garantizando de esta manera su enlace al grupo tritilo en la
resina 2-Clorotritilo. Una vez anclado el aminoacido y luego de haber dejado la
reaccion por espacio de cincuenta minutos, se afiadieron los 1200 uL de
metanol, para bloquear las posiciones donde no hubo anclaje del aminoéacido y
evitar el anclaje de sustratos posteriores 0 reacciones colaterales con los

reactivos posteriores que se adicionaron. Seguidamente se procedio a eliminar

el grupo protector F-moc, el cual viene como grupo protector para el grupo NH,
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del aminoécido, este se elimina, con una solucién de piperidina al 20% en DMF
por espacio de 20 minutos, a través de un mecanismo de eliminacién E1lcB
(mecanismo unimolecular de la base conjugada) como se explicé

anteriormente.

0
NH% NH—/<
< CHs; 1.-) DIEA; CH3OH < CH,4
S 1h s
c+ -
2.-) 20% Piperidina em DMF
Cl NH-Fmoc NH,
O o)

Figura N° 73. Introduccién del aminoacido Fmoc-Cisteina(Acm)-OH

85,86

Se procedi6 a realizar la reaccion de Fukuyama-Mitsunobu , la cual es

una modificacion de la reaccion de Mitsunobu 887

al introducir el grupo cloruro
de 2-Nitrobencensulfonil, junto con la base Diisopropiletiiamina (DIEA), para
formar la N-alquil 2-nitrobencenosulfonamida correspondiente. Vale la pena
resaltar que debido a la presencia del grupo Nitro en la posicion orto del anillo

aromatico, este torna de color amarillo a la resina y sirve a su vez como

indicador de la presencia del grupo 2-nitrobencensulfonilo.

0 0
NHJ< NH
CH3 G < CH3

0= S_O )DIEA 1 h s
I
NH—S
@-o—\ <|3|

O

Figura N° 74. Introduccién del grupo 2-Nitrobencensulfonil Cloruro
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Esta N-alquil 2-nitrobencenosulfonamida es mucho menos basica y por lo

tanto menos nucleofilica que el grupo amino del aminoéacido ®. De esta manera

se garantiza la mono-metilacién de la N-alquil 2-nitrobencenosulfonamida, la

cual ocurre bajo condiciones muy suaves, a través de las condiciones de

reaccion de Mitsunobu
con un excelente rendimiento 8.

péptidos en fase sélida bajo estas condiciones de reaccién
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Figura N° 75. Mecanismo de reaccion de Mitsunobu
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A pesar que la reaccion de Mitsunobu es ampliamente utilizada en sintesis
organica los detalles del mecanismo de reaccion y particularmente algunos
intermediarios se encuentran todavia sujetos a intensos debates y a estudios

mucho més profundos °.

El mecanismo de mayor aceptacion hasta el momento, sostiene como
primer paso la formacion irreversible del intermediario Morrison-Brunn-Huisgen
(MBH) llamado Betaina *%%; como segundo paso la betaina desprotona al
metanol para formar la especie iGnica metoxido, que posteriormente ataca
nucleofilicamente al 4tomo de fosforo de la betaina para formar una especie
cationica de metoxitrifenilfosfonium y la hidracina correspondiente al tomar un

proton de la N-alquil 2-nitrobencenosulfonamida.

Seguidamente el metoxitrifenilfosfonium es atacado nucleofilicamente por la
base conjugada de la N-alquil 2-nitrobencenosulfonamida a través de una
Sustitucién Nucleofilica Bimolecular (Sn?) #, para obtener la N,N-dialquil 2-

nitrobencenosulfonamida y el 6xido de trifenilfosfina Ph;P=0 respectivamente.

La desproteccion de la sulfonamida ocurre bajo condiciones muy suaves
cuando se afadi6 mercaptoetanol y 1,8-Diazabiciclo[5.4.0]-undecen-7-eno
(DBU), es necesario que esta desproteccién se realice bajo atmdésfera inerte

para evitar la oxidacion del mercaptoetanol con el oxigeno del medio ambiente.
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Es imperante la utilizacion de una base fuerte no nucleofilica como el DBU
para que no compita con el mercaptoetanol en la formacion del complejo de
Meisenheimer ®® ya que la eliminacién de la sulfonamida ocurre a través de una
Sustitucion Nucleofilica Aromética (SNA), mediante el mecanismo adicién-
eliminacién *° ; cuyo intermediario el complejo Meisenheimer, se estabiliza por
la deslocalizacién de la carga negativa, por todo el anillo aromatico. Esta
reaccion se encuentra favorecida por la existencia del grupo nitro en la posicion
orto del anillo, el cual estabiliza la densidad electrénica del anillo aromatico
tanto por el efecto inductivo del atomo de nitrégeno cargado positivamente y

por ser este un grupo que atrae densidad electrénica por resonancia.

o 0
NH% NH% NH% NHJ{ HO
o o
\\ CH — @0 S O e @-° CH3 OE‘;H \\ CH3
CH2 CHz
i n OH

HO-CH, CH, SH

Figura N° 76. Mecanismo de Sustitucion Nucleofilica aromética.

Vale la pena resaltar que se pudo apreciar la total desproteccién de la

sulfonamida ya que el color amarillo de la resina desaparecio por completo.

Luego de realizar multiples lavados con DCM y DMF para garantizar que la
resina quedd completamente limpia, se agregd dicarbonato de di-terbutilo
Boc,O, el cual es un excelente agente acilante %3, este compuesto reacciona

muy bien en presencia de bases terciarias como la Diisopropiletilamina "
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Figura N° 77. Formacion de la Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH en fase soélida.

El grupo protector Boc es compatible con muchos métodos de acoplamiento
en sintesis de péptidos y puede ser clivadd bajo condiciones acidoliticas muy
suaves, por tal sentido para clivar el aminoacido Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH,
es necesario realizarlo bajo condiciones extremadamente suaves, 2% de TFA
en DCM durante 20 minutos por tal sentido se escogi6 la resina 2-Clorotritilo
por ser muy labil en condiciones extremadamente suaves. Bajo condiciones de

sintesis en fase sélida se obtuvo un 90% de rendimiento en la reaccion.

)% 0

NH‘( NH
CHs CH;

S o CHs CH;
/\L CHy  2%TFA/ 98% DCM CH3
| o
| CHs CH3

0
- \\o CHs HO

Figura N° 78. Desanclaje del aminoacido Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH de la resina 2-

Clorotritilo.
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4.12 Sintesis del Biciclo Octadepsipéptido Triostin A

El Triostin A pertenece a una familia de péptidos antibidticos conocidos
como antibiéticos quinoxalinicos; producidos por una bacteria marina, la cual se
pudo aislar en el afio 1961 de una sepa llamada Streptomyces aureus **. El
Triostin A fue sintetizado por primera vez en el afio de 1977 por Olsen * y

colaboradores; luego fue sintetizado por Shin %%

y colaboradores en el afo
1984, ambas sintesis fueron realizadas en solucién y con rendimientos muy
bajos, ya que se necesito la purificacion de cada intermediario a lo largo de

toda la sintesis.

El Triostin A es un biciclo octadepsipéptido simétrico compuesto por dos
unidades de cada uno de los siguientes aminoacidos: D-serina; L-alanina; N-
metil-L-Cisteina y N-metil-L-Valina. El enlace depsipéptido ocurre entre el grupo
hidroxilico de la D-serina y el grupo carboxilico de la N-metil-L-Valina. Mientras
gue existe un puente disulfuro entre los dos residuos de N-metil-L-Cisteina,
adicionalmente los residuos del acido-2-Quinoxalina Carboxilico se encuentran

enlazados al grupo amino de la D-serina.

Esta clase de antibiéticos quinoxalinico, poseen actividad antibacterial y
actividad citotoxica *®; se conoce que este tipo de moléculas se enlaza a las
moléculas de ADN como un agente de intercalaciéon bifuncional y asi inhibir la

sintesis del ARN *°, de alli su importancia sintética como potencial farmaco.
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La sintesis del Triostin A se realiz6 mediante la técnica en fase solida,
utilizando la resina de Wang *’; en lugar de la resina 2-Clorotritilo, (ver figura N°
28 y N° 52) la cual es ampliamente utilizada para minimizar la formacion de
dicetopiperazinas *°, pero esta Ultima resina es incompatible con la proteccion
de grupos tritilo. Se introdujo como primer aminoacido la Fmoc-Alanina, junto
con la Diisopropilcarbodiimida, para garantizar un medio relativamente bésico,
ademas de ser un poderoso agente deshidratante comunmente utilizado para

preparar ésteres o anhidridos.

Fmoc

“NH o o
— H3C © NH NH
Fmoc—NH % Fmoc”” (¢] “Fmoc
>—< o] —
HsC. | CH, Fmoc—NH (0] CHy CHs,
HaC OH .

- >*N:C_NH‘< * HsC + CH

CH u HyC OH 8 8
3

3
HsC + 5
>—N:C:N—< c CH, >7NH—|CI‘—NH~<
HC CHa HyC o CH,
Figura N° 79. Anhidrido de Fmoc-Alanina

Generalmente la formacién de ésteres procede a través de la formacion de
O-acylisourea o0 anhidridos simétricos como intermediarios y se ven favorecidos
por la presencia de un catalizador nucleofilico como el DMAP 7, este Gltimo se
utiliza ampliamente como catalizador para las reacciones de esterificaciéon “°
por ser muy eficiente; ya que forma de manera mucho mas rapida el ion N-
acetilpiridonio, estabilizandolo por resonancia, al deslocalizar el par de

electrones de la dimetilamina en la posicion 4.
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Figura N° 80. Formacién del ion N-acetilpiridonio

El N-acetilpiridonio existe como un par i6nico suelto, en solventes no
polares, los cuales facilitan el ataque nucleofilico al grupo acilo por parte del
grupo OH de la resina de Wang. Este paso esta sujeto a catalisis basica
general por el contra ion; bajo estas condiciones son mejores agentes acilantes
los anhidridos, por tal sentido una base auxiliar como (DIPCDI), es a menudo
empleada para incrementar la velocidad del segundo paso y generalmente se
emplea en cantidades estequiometricas, para prevenir una protonacion de las

cantidades cataliticas del DMAP por algun acido formado durante la reaccién ”’
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% N NH
N
CHs CHs; HaC Fmoc HyC Fmoc
HsC CH;
>—N=C=N~<
H,C CHs

Figura N° 81. Acoplamiento de la Fmoc-Alanina a la resina de Wang

Para evitar la racemisacion de la Fmoc-Alanina fue necesario utilizar
cantidades estequiometricas de DMAP cercanas al 0,1 % y disueltas en la

menor cantidad de DMF 1®

posible, de esta manera se evita la formacién de
dipeptidos, debido al prematuro clivaje que puede experimentar la Fmoc-

Alanina, debido al caracter basico del DMAP 1%,

Luego de multiples lavados con DCM y DMF para eliminar cualquier residuo
o impureza de la reaccién anterior en la resina, se afiadio el anhidrido acético,
junto con la base DIEA, para acetilar y de esta manera bloquear, las posiciones
donde no hubo anclaje del aminoéacido, garantizando de esta manera, que no
gueden OH libres que puedan reaccionar con otros sustratos o evitar el anclaje

de los posteriores aminoacidos a la resina durante la sintesis del Triostin A.

Se elimin6 el grupo protector Fmoc de la alanina con una solucion de
piperidina al 20% en DMF durante 20 minutos como se explicé anteriormente y
se realiz6 la prueba de Kaiser para verificar la completa eliminacion del grupo

Fmoc del aminoécido.
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Figura N° 82. Eliminacion del grupo Fmoc-Alanina

Como segundo aminoacido se introdujo el aminoacido no esencial Fmoc-D-
Serina(Trt)-OH, disolviendo este ultimo, junto con una mezcla equimolar de los
agentes acoplantes Hexafluorofosfato de N-6xido de N-[(dimetilamino)-1H-
1,2,3-triazalo-[4,5-b]piridin-1-il-metilen]-N-metilmetanamina (HATU); 1-Hidroxi-
7-Azabenzotriazol (HOAt), en la minima cantidad de DMF posible y la base
terciaria DIEA; para formar el aminoacido pre-activo y asi evitar la guanidacion
con el HATU. Los derivados guanidino son ampliamente conocidos por
bloquear la cadena péptidica terminando su elongacion. Tales reacciones
secundarias no son frecuentes durante los acoplamientos en fase sélida de
aminoacidos individuales, ya que a menudo se produce la etapa de activacion,
al mezclar primero el aminoacido, junto con los agentes acoplantes y la base
en la menor cantidad de DMF, para luego ser afadidos a la resina que

generalmente tiene anclado el péptido con el grupo amino libre *%2,

CHs
/
HiC—N
>—NHVWW\AMAMA~VWV:__.
HyC—N
N
CHj

Figura N° 83. Bloqueo de una cadena péptidica por la formacién de un N-terminal

guanidino péptido.
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Para una activacion significativa es necesario que el anion carboxilato esté
presente, esto se logra con la adicién de la base DIEA, por tal sentido el uso de
la base es obligatorio !°>. Una vez ocurrida la reaccién acido-base entre la
DIEA y el amino&cido se forma el ion carboxilato. El ataque nucleofilico del

carboxilato sobre el HATU resulta en una especie activa de O-acyluronium.

CH
¢ CHs HaC
3

- H3c—< CHy
. ‘ " : HG N—CH,
+ N \ +
N H3CJ /N
// H;C o
o . .
o~ o
N o
~,
Fmoc .

HsC

h / h CHa ’ HN\ O
Fmoc

N

\ \
CH; CHy

PFg

Figura N° 84. Formacioén de la especie activa O-acyluronium.

La especie activa O-acyluronium rapidamente reacciona para dar el
éster activo OAt, el cual sufre aminolisis por parte del grupo amino de la alanina
que se encuentra anclado a la resina para dar lugar al enlace péptidico

correspondiente.
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\ N /
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Figura N° 85. Formacion del éster OAt.
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Figura N° 86. Aminolisis al éster OAt.

Como agente acoplante auxiliar se coloca el HOAt, por ser el aditivo mas
eficiente en la actualidad, ya que es un analogo 7-aza del HOBt, comiunmente
referido como 1-hidroxi-7-azabenzotriazol. Este combina las caracteristicas del
HOBt y una base terciaria en la misma molécula, esta molécula es
ampliamente conocida por acelerar considerablemente la velocidad de
reaccion, asi como proveer excelentes rendimientos en los acoplamientos y
minimizar la racemizacién de los aminoacidos °. Vale la pena resaltar que lo
voluminoso del grupo tritilo, inhibe la abstraccion del proton alfa del aminoéacido
por parte de la base, haciendo mucho mas complejo la racemizacién del

aminoacido 1%,
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Finalmente se adiciona piperidina al 20% en DMF durante 5 minutos para
eliminar el grupo Fmoc; se realizo la prueba de Kaiser para verificar la completa
eliminacion del grupo Fmoc del aminoacido y se lavé con abundante DCM y

DMF para limpiar la resina de cualquier impureza.

o}
e}
20 % plperldlna en DMF ‘ NH

|
o}

O Fmoc HaC

Figura N° 87. Eliminacion del grupo Fmoc de la D-Serina(Trt)-OH.

Seguidamente se disuelve el acido-2-Quinoxalina Carboxilico (Qxc), junto
con los agentes acoplantes 1H-benzotriazol-1-yloxy-tris (pyrrolidino)
phosphonium hexafluorophosphate (PyBOP), 1-Hidroxi-7-Azabenzotriazol
(HOAL) en la minima cantidad de DMF posible y la base DIEA, para formar la
especie activa. El mecanismo de reaccion con el PyBOP es muy similar a los
mecanismos anteriormente descritos, como primer paso ocurre la reaccion
acido-base entre el acido-2-Quinoxalina Carboxilico y la base DIEA, para
formar el i6n carboxilico, que ataca nucleofilicamente a la sal de fosfonio

PyBOP, para dar lugar a la especie activa de acyloxifosfonio.

-0 O D e
N,NP\O /)%Ij C/N}g/*[ﬁﬁC RERN

CH3

N,
‘ N
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Figura N° 88. Formacién de la especie activa acyloxifosfonium.
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La sal de acyloxifosfonio es extremadamente reactiva y es atacada
nucleofilicamente por el oxianidén de la especie 7-azabenzotriazol, formando el
éster de azabenzotriazol *°. Esta especie es susceptible a la aminolisis por
parte del grupo amino de la D-Serina(Trt) que se encuentra anclado a la resina

para dar lugar al enlace péptidico correspondiente.

0] N—
HN o N o) o N 2
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Figura N° 89. Formacién del aza-benzoatriazolyl éster.
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Figura N° 90. Aminolisis de la D-Serina(Trt) al aza-benzoatriazolyl éster.

Seguidamente se realizaron 5 lavados de 30 segundos con una solucion al
2% de TFAy 2,5 % de TIS para eliminar el grupo tritilo de la cadena lateral del
aminoacido D-serina, el grupo tritilo es muy labil bajo condiciones suaves de
acidez, por tal sentido se afiadi6 TIS como scavenger, para mitigar el
carbocation que se forma en medio acido, evitando un posible reacoplamiento

del mismo, con algun grupo que posea un par de electrones libres, presente en
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la cadena péptidica. Consecutivamente se lavo con abundante DCM y DMF

para limpiar la resina de cualquier impureza.

OH
o o)
o 2% TFA, 2.5% TIS; 95.5 % DCM \ |
o o NH N
NH \ " .—0 NH | i
.—O BN HaC o] -
N

Figura N° 91. Eliminacion del grupo tritilo de la D-Serina.

Como paso consecutivo se introdujo, el aminoacido no esencial Alloc-NMe-
Valina-OH, sintetizado previamente en la seccion 3.13, junto con DIPCDI y
DMAP, disueltos en la minima cantidad de DMF, dejando que reaccionara toda
la noche a temperatura ambiente con agitacién constante, ya que no existen
problemas de racemizaciéon por parte del aminoacido en la formacion de un
enlace éster. Las ventajas de utilizar DIPCDI y DMAP son las mismas a las
explicadas anteriormente. El uso de base adicional se evita para minimizar el

riesgo potencial de epimerizacién y/o deshidratacion del residuo D-Serina ***
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HS O P CH,Cl, / DMF 9:1 | "
N .—O NH o
+ \ |
o o HaC 0 =
Hzc%\/ \f c\n
N
HaC™” \ILOH

HiC CH3

Figura N° 92. Acoplamiento del aminoacido Alloc-NMe-Valina-OH.
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Se procedi6 a la eliminacion del grupo protector alloc, afiadiendo
tetrakis(trifenilfosfina) Paladio [Pd(PPh3)4] previamente disuelto en la minima
cantidad de DCM posible, junto con fenilsilano como fuente de hidruros. Para
garantizar la completa eliminacion del grupo alloc, este proceso se realizé por

triplicado.

El mecanismo de la reaccién de sustitucion alilico, catalizada por paladio es
conocida como la reaccion de Tsuji-Trost, la cual consiste en un ciclo catalitico
gue comienza con la disociacion del Pd(PPhs), tetrakis(trifenilfosfina) Paladio
para formar una especie coordinativamente insaturada de valencia cero,
Pd(PPh3), Bis(trifenilfosfina) Paladio, la cual es la especie catalitica activa. La
disociacion de los ligandos de trifenilfosfina del complejo de paladio
coordinativamente saturado Pd(PPhs)s;, segun estudios cinéticos vy
voltamperometricos *°°, obedecen a que el primer equilibrio contribuye en gran
medida a favor de la especie tricoordinada, mientras que la disociacion del
Pd(PPhs)s a Pd(PPhs),, por el contrario, se produce en un grado muy pequefio
1

% pero se encuentra ampliamente favorecido, por el incremento entrépico del

sistema.

Pd(PPhy), —<~— Pd(PPh3); + PPh; K1dis » K-1 inv
Pd(PPh;); =<——— Pd(PPh;), + PPh, Kogis =1,5x10° M

Figura N° 93. Equilibrio de disociacién de ligandos del Pd(PPh3),



135

Una vez formada la especie catalitica activa Pd(PPhs),, se inicia el ciclo
catalitico ( ver figura N° 94), ya que es una especie deficiente en electrones y
coordina el doble enlace alilico de la Alloc-NMe-Valina-OH al atomo de Paladio,
seguidamente ocurre una adicion oxidativa cuando el Pd(PPh3), desplaza al
dioxido de carbono como grupo saliente, a través de una descarboxilacién,
liberando un complejo m-alilico muy estable que se mantiene coordinado al
centro metalico; posteriormente ocurre una eliminacion reductiva con la adicion
del fenilsilano, ya que esta especie libera hidruros, los cuales atacan
nucleofilicamente al sistema alilico, para dar una molécula de propeno y
regenerar la especie catalitica activa Pd(PPh3), en su estado inicial de valencia

cero 1%,

Se cree que las especies como los hidruros, debido a su pequefio tamafo y
excelente nucleofilicidad, tienden a coordinarse primero con el Paladio
permitiendo un complejo neutro m-alilo o oc-alilo. La eliminacion reductiva
entonces ocurre a través de un desplazamiento interno de la entidad
nucleofilica, desde el Paladio hacia el carbono '°°; hasta la fecha esta via

alterna de reaccion esta sujeta a profundos debates.
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Figura N° 94. Ciclo catalitico de lareaccion de alquilacion alilica.

Finalmente se lavé con abundante DCM y DMF, se realiz6 la prueba de
kaiser para comprobar la total eliminacién del grupo alloc y se contintio con el

préximo acoplamiento.
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Figura N° 95. Eliminacion del grupo Alloc de la NMe-Valina-OH.
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Consecutivamente se introdujo la Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH, sintetizada
en la seccion 3.15; luego se afiaden los agentes acoplantes HATU, HOAt,
disueltos en la minima cantidad de DMF-DCM (1:1) posible y la base DIEA por
espacio de 90 minutos, el acoplamiento de este segundo consecutivo N-metil

aminoacido fue particularmente dificil por tal sentido se realiz6 por duplicado.

Las ventajas de utilizar HATU, HOAt son las mismas a las explicadas
anteriormente, s6lo que para este acoplamiento en particular, fue necesario
tener precaucion al introducir primero el aminoacido, luego afiadir los agentes
acoplantes, para finalmente afadir la base, de esta manera se mitiga la
racemizacion de la Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH, no se debe pre-activar el
aminoacido (colocar el aminoacido junto con los agentes acoplantes y la base,
durante 5 minutos, para luego ser afiadidos en la resina), ya que una vez

formada la especie activa es rapidamente acilada por una amina *’.

Se conoce ampliamente que el proceso de racemizacién, es una
competencia entre: a) la activacion, b) reordenamiento de las especies
activadas a una 5(4H)-oxazolona, c) la abstraccion catalizada por base de un
protén (enolizacion) de cualquiera de las especies activadas directamente o
desde la 5(4H)-oxazolona y d) la aminolisis de las especies activas y/o de
oxazolona con una amina como nucleéfilo entrante, la cual también actiia como
base. Las especies mas activas se acoplan rapidamente, pero también son
mucho mas propensas a racemizar. La presencia de una bases produce
efectos duales que son opuestos, porque mientras la base cataliza la acilacién,

al mismo tiempo conduce mas réapido a la epimerizacion *’.
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Es imperante realizar esta reaccion en una mezcla DMF-DCM (1:1) ya que
existen evidencias publicadas que bajo estas condiciones se minimiza la

racemizacion de la cisteina %',
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Figura N° 96. Acoplamiento de la Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH

Es este punto de la sintesis es importante minimizar la formacién de

dicetopiperazinas >

(dipéptidos ciclicos), debido a la existencia de dos
aminoacidos N-Metilados *° consecutivos NMe-Val y NMe-Cys. La presencia de
los grupos N-Metil incrementa la configuracion cis entre los dipéptidos,
haciéndolo mucho mas propenso a la formacion de dicetopiperazinas. Por tal
sentido, se introdujo un concepto novedoso, la proteccion basada en la

“restriccion de la movilidad conformacional” °2.

En sintesis previas de andlogos, la remocion de grupos protectores de N-
Metil aminoacidos independientemente del grupo protector utilizado, fue
acompafado por la inmediata formacion de dicetopiperazinas, la formacion de
estas dicetopiperazinas fue extensiva y en muchos casos cuantitativas °*. En

este punto nosotros consideramos, que la Unica solucion para solventar este
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problema, fue restringir la movilidad de la cadena péptidica; haciendo incapaz
al grupo amino de la NMe-Cys alcanzar al grupo carboxilico de la NMe-Valina.
Para este caso, esto se llevo a cabo por la formacién de un puente disulfuro
intercatenario, el cual restringe la movilidad de la cadena péptidica y asi
efectivamente previene la formacién de dicetopiperazinas entre estos dos

aminoacidos N-Metilados.

A PG-D-Ser-Ala—
MNie-Cys(Acm)-Nide-\al
"'\-._\_\_\_\_\_ =
PG-D-Ser-Ala—]
AWMMe-Cys-Mie-Val
E "'\-\.__‘_ _ﬁ',l".'-"'
PG-D-Ser-Ala—

ANMe-Cys-Nhe-Val
A

— i

Figura N° 97. A) Formacién de dicetopiperazinas se encuentra favorecida. B) Movilidad

restringida debido a la formacién del puente disulfuro intercatenario.

Para la formacién del puente disulfuro intercatenario, se adiciono |, disuelto
en DMF, para oxidar el azufre de la NMe-Cisteina-(Acm). Un razonable
mecanismo para la oxidacion del S-acetamidometil, consiste en la interaccién
entre el yodo y un atomo de azufre divalente, para la formacion de un complejo
de transferencia de carga (no hay formacién de enlaces iénicos o covalentes y
surge de la interaccion acido- base de lewis), siendo el atomo de azufre el
donante y el a&tomo de yodo el aceptor. La separacion de cargas conduce a la
formacion del ion yodosulfonio, el cual libera al ion iminium [CH3-CO-
NH=CH,]*, para posteriormente obtener el yoduro de sulfenilo, se cree que
esta especie es el verdadero intermediario en las reacciones de oxidacién con

yodo de tioles a sulfuros. La subsecuente formaciéon del enlace disulfuro puede
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ocurrir de dos maneras: a) dos yoduro de sulfenilo se desproporcionan para dar
el enlace disulfuro y yodo molecular o b) el yoduro de sulfenilo ataca al atomo
electrodeficiente de azufre del ion yodosulfonio, para dar el enlace disulfuro y

liberar el ion iminium °°.

HC¢NH+ CH, RN s n
o o 2 \n/ RN R+ 12
+ O @
R JJ\ R\ N Jk
S N CH, S NH  “CHy s
! — = RN
+ + +
I - (b) R/S\S/R+ H2C¢NH\H/CH3
0
I °
R
\?+/\NH CHy
[

Figura N° 98. Mecanismo de reaccidn propuesto para la oxidacion con yodo.

La principal precaucion al realizar la oxidacion con yodo, es evitar la sobre
oxidacion del grupo tiol al correspondiente acido sulfonico, asi como también
prevenir o minimizar modificaciones que pueden ocurrir en otros aminoacidos
presentes en la cadena péptidica ®*, por tal sentido se realiz6 la oxidacién
durante 10 minutos de la NMe-Cisteina-(Acm) en DMF, ya que la reaccion en
este solvente se lleva a cabo en pocos segundos **°, de esta manera se reduce

el tiempo de oxidacidon y se evita la sobre oxidacion.
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Figura N° 99. Formacion del puente disulfuro intercatenario.

Finalmente se clivo el octadepsipéptido de la resina con una solucién de
TFA/DCM/H0, por espacio de una hora, la baja concentracion de TFA se debe
a que la resina de Wang es labil bajo estas condiciones de acidez, al mismo
tiempo la desproteccién del grupo Boc en la cisteina es llevado a cabo por
completo, por tal sentido se escogi6 el método del clivaje acidolitico. Bajo estas
condiciones se utiliz6 H,O como “scavengers”, para evitar que la especie
cationica ter-butilo, pueda atrapar o reaccionar con algun aminoacido que

contengan grupos funcionales ricos en electrones.
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Figura N° 100. Clivaje acidolitico de laresina de Wang y eliminacion del grupo Boc de la

Cisteina.

Para obtener el péptido ciclico, se realiz6 una macrociclacion doble con un
NMe aminoéacido como nucledfilo, en una solucién muy diluida 0,5x10° M del
octadepsipéptido en DCM, con la finalidad de favorecer la reaccién
intramolecular (ciclacién del péptido) entre la Alanina y la NMe-Cisteina ya que
al aumentar considerablemente la concentracion del péptido se favorecen los

acoplamientos intermoleculares de las cadenas péptidicas.

Se coloca en la mayor cantidad de DCM, para evitar favorecer las
reacciones colaterales como racemizacion o la formacién de N-Acilurea, por tal
sentido se coloca una mindscula cantidad de DMF, solamente para solubilizar
los agentes acoplantes PyAOP y HOALt. Vale la pena resaltar que en solventes
como DMF de alta pureza, existe a muy bajas concentraciones dimetilamina

libre, la cual favorece la N-Acil migracién para formar N-Acil urea ”.
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Las condiciones de reaccion del PyAOP y HOAt son exactamente iguales a
las mencionadas anteriormente con PyBOP y HOAt, con la Unica diferencia que
el PyAOP es ligeramente mas reactivo, por la presencia del atomo de nitrégeno
situado en la posicion 7 del grupo (7-azabenzotriazol-1-yloxy), el cual
proporciona un doble efecto. En primer lugar la influencia de electrones en un
atomo de nitrégeno, mejora la calidad del grupo saliente, lo que conduce a una
mayor reactividad. En segundo lugar, la colocacion de este atomo de nitrégeno
especificamente en la posicion 7 hace que sea posible lograr un efecto clasico
de grupo vecino, lo que aumenta considerablemente su reactividad y reduce la

perdida de la integridad configuracional *°.

La Principal ventaja al utilizar este tipo de reactivos en una macrociclacion,
es que no reacciona con los grupos amino, por lo tanto, puede afadirse
directamente a una mezcla amino, que contenga a su vez, al grupo carboxilico
libre para ser acoplados. De esta manera se evita la terminacién o bloqueo del
grupo amino para formar un derivado guanidino. Esto es relevante en el

acoplamiento de fragmentos péptidicos y para la ciclacién de péptidos 9%1°,

@Jjjxg(

\:/ Hs CH3
O N H =
CHgy O z :
\ :
HaCo S\ NH, PyAOP/ HOAt/ DIEA o ;
H S/I CH; CHZCI EN s
z o
H;C : \
Y o j/l\ /:ﬁ( \)k jﬁ(N\/&
W | : °

O HyC
o} 0°
NH N
HO NH ‘ X
H3C o N/

Figura N° 101. Macrociclacion doble y obtencién del Triostin A A en solucién.
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Figura N° 102. Diferentes representaciones del Biciclo Octadepsipéptido Triostin A.
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Figura N° 103. Espectro de masa del péptido crudo Triostin A.

Este Compuesto se caracterizd por Espectrometria de Masa; en dicho
espectro se pueden apreciar una gran cantidad de picos de diferentes
intensidades; el pico de baja intensidad que corresponde al (M+1) /1 =1087,41
m/z corresponde al Biciclo Octadepsipéptido Triostin A. Los otros picos que se
observan en el espectro se deben a diferentes fragmentaciones del péptido y

subproductos que se obtuvieron durante la sintesis del Triostin A.

Luego del trabajo de extraccion del péptido de la solucion, se obtuvieron 83
mg del péptido Triostin A crudo con un 51 % de pureza (ver figura N° 105) para
un péptido crudo luego de 12 pasos, usando 6 grupos protectores diferentes

(Fmoc, Alloc y Boc para los N*~Aminoacidos); Trt para el grupo hidroxilo, Acm



146

para el grupo sulfhidrico de la cisteina y p-alcoxibencil para el carboxilo

terminal.

El HPLC Analitico y el HPLC-MS revelaron la presencia de dos picos con la
misma masa en una proporcion 65:35, la cual fue separada por HPLC semi-
preparativo en fase reversa con un rendimiento del 17 %. La presencia de dos
conférmeros discretos del Triostin A son lentamente intercambiables, los cuales
se ha reportado que pueden ser separados cromatograficamente **. Donde la
NMe-Valina adopta una conformacién trans y la presencia de los dos
conférmeros es el resultado de la isomerizacién Cis/Trans ¥ de los N-Metil
grupos de la Cisteina *. Esta lenta interconversién es debido a los efectos

cooperativos por la presencia del anillo de quinoxalina **.
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Figura N° 104. Dimero Crudo
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Figura N° 105. Triostin A Crudo

Recientes estudios han determinado que el Triostin A existe en una solucion
de cloroformo deuterado como dos conférmeros simétricos, separados por una
barrera energética de 22 Kcal/mol ****?, Basados sobre efectos del disolvente
sobre equilibrios conférmacionales, donde un conférmero se encuentra
favorecido en solventes polares, mientras que el otro estd favorecido en

solventes no-polares. Blake y colaboradores 3

, designan al conférmero
predominante en solventes polares como p-Triostin A y el conférmero
predominante en solventes no-polares como n-Triostin A, ellos percibieron que
en solventes no-polares, predomina en mayor proporcion el conféormero no-
polar, pero existen ambas conformaciones como n-Triostin A 'y p-Triostin A, es

decir ambos coexisten; pero en solventes polares, solamente se encuentra el

conférmero p-Triostin A, el que predomina en solventes polares ***.
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Figura N° 106. Conformero p-Triostin A mé&s polar
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Figura N° 107. Conformero n-Triostin A menos polar.
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4.13 Curva de crecimiento de células Vero.

En la Figura N° 108 se puede apreciar el crecimiento de las células Vero a
tiempo 0 y en la Figura N° 109 se observa el crecimiento de las células a un
tiempo de 120 h, a este tiempo, se seleccion6 2,2 x10° cels/mL como la

cantidad de células a utilizar para llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad

A vs #celulas parat=0h

y = 2E-07x + 0.1034
R2=0.9508

—— Seriesl

= | ineal (Seriesl)

0 5000000 10000000

# de celulas

Figura N° 108. Curva de crecimiento de células Vero at=0h

Avs #decelulasat'=120h
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Figura N° 109. Curva de crecimiento de células vero at =120 h
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4.14 Determinacién de citotoxicidad

Se evalud la citotoxicidad de varios compuestos que poseen el esqueleto de
ciclopentanoperhidrofenantreno graficando €l % de viabilidad versus la
concentracion (ug/mL) y se pudo calcular a partir de la ecuacién de la recta, la
dosis letal (DLsp) para cada uno de los compuestos evaluados. Las graficas
para cada uno de estos ensayos se pueden apreciar en el anexo A. En la tabla
N° 6 se pueden observar la estructura, nombre y cédigo asignado de los
compuestos utilizados. En la tabla N° 7 podemos apreciar los diferentes efectos

de los compuestos a distintas concentraciones.

Se determino el porcentaje de viabilidad celular en presencia de los
compuestos indicados en la (tabla N2 6) comparando la absorbancia del control
celular con las absorbancias obtenidas para cada concentracién. Los valores
gue se encuentren dentro del rango de 80% de viabilidad y 120% de viabilidad
se consideran inocuos, aquellos valores que superen el 120% de viabilidad se
consideran proliferativos y aquellos que estén por debajo de 80% se

consideran citotoxicos **.
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Tabla N° 6. Codigo y molécula de los diferentes androstanos evaluados

Cabdigo Compuesto Estructura

OH

CH,

T1 3,17 dihidroxi —
50 — Androstano

T2 3-B-hidroxi—
50 — Androstan-
170ona

17-B—hidroxi—

T3 5a — Androstan-3-
ona

(Dihidrotestosterona)

T4 3-B — Hidroxi-
colestano

17-B—-hidroxi—
T9 4 — Androsten-3-ona

(Testosterona)

17-B—acetil—
4 — Androsten-3-ona
T10

(Testosterona
Acetilada)
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Para determinar el efecto citotdéxico de los compuestos anteriormente
mencionados, se utilizé una modificacién del ensayo colorimétrico del MTT 3,
El MTT (color amarillo) es clivadé a nivel de mitocondria por la enzima
succinato deshidrogenasa, produciendo unos cristales de coloracion azul-
violeta (formazan) cuya cantidad es directamente proporcional al nimero de

mitocondrias funcionales presentes en la célula (ver figura N° 110).

CHj3

MTT Formazan

3-(4,5- dimetilthiazol-2-yl)-2,5- difenil tetrazolium bromuro

Figura N° 110. Reacciéon del MTT

Los compuestos ensayados resultaron ser inocuos en células Vero en un
amplio rango de concentraciones siendo inocuos a partir de la concentracion de
12,5 pg/mL, Unicamente T1y T2 presentaron inocuidad a 50 ug/mL y T4 resultd
citotoxico a 25 pg/mL. Todos los compuestos evaluados son citotoxicos a 100

ug/mL (ver tabla N° 7)
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TablaN° 7 % Viabilidad, Desviacion Estandar (DS) para cada uno de los compuestos ensayados

T1 T2 T3 T4 T9 T10

(ng/mL) =
00001 | %V+DS | %V+DS | %V+DS | %V+DS | %V+DS | %V+DS
100 724106 | 40,2+9,9 | 57,6+19,2 | 30,6+2,8 | 28,6+10,9 | 21,6+17,8
50 96,8+8,7 | 105,6+38,2 | 69,4+24,9 | 42,9437 | 60,6+19,3 | 58,6+25,8
25 107,2+10,5 | 118,2+39,1 | 84,4456 | 76,9+153 | 859+21,9 | 79+29,3
125 110944132 | 123,0+417,1 | 92,6458 | 875423 | 82377 | 88,8+23,8
6.25 | 11324255 | 121,1412.8 | 98,3479 | 94,7436 | 91,6+17,1 | 98.2+14.,6
3125 | 107,5417,3 | 11864222 | 96,4499 | 908460 | 952+14,1 | 945+10,7

1,5625
111,6421,8 | 116,5+19,9 | 93+6,9 91,4+2,6 | 90,8+11,4 | 90,2+10,3

0,7812
123,1422,7 | 124+10,4 | 94,8+10,2 | 96,8+2,2 | 93,4+18,1 | 94,9+18,0

0,3906
144,5+18,9 | 113,7+155 | 112,9+152 | 99,9+1,9 | 99,3+19,6 | 99,3+13,9
0,1953 | 91,9+19,5 | 98,14+28,32 | 111,7+9,5 | 104,4+10,3 | 94,7+11,3 | 98,6+13,0
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Una vez obtenidos los % de viabilidad se calcularon los valores para la dosis
letal 50 (LDso), despejando el valor de (x), en la ecuacion de la recta que se
encuentra en todas las graficas de % Viabilidad vs Concentracion, cuando el valor
de (y) es igual a 50; estos parametros permiten interpretar la reduccion de la

viabilidad celular en un 50 %.(ver tabla N° 8).

Tabla N° 8 Dosis Letal 50 (LDso) de los compuestos evaluados

T1 T2 T3 T4 T9 T10

LDso 167,5 105,9 105,3 62.6 68,4 62.6

La presencia del esqueleto de ciclopentanoperhidrofenantreno es comun
para todos los compuestos evaluados, encontrando diferencias significativas en el
tipo de sustituyente y la posicion del mismo. En nuestro estudio el efecto de los

Androstanos sustituidos sobre la viabilidad celular fue variable.

La marcada analogia entre T1 y T2, cuya Unica diferencia es la reduccion
del grupo carbonilo (C=0) a un grupo hidroxilo (OH) en la posicion 17, puede

explicar la similitud en sus valores de inocuidad a 50 pg/mL.

Los compuestos T1, T2 y T3 resultaron ser inocuos en todas las
concentraciones evaluadas, teniendo todos en comun la ausencia de grupos
voluminosos en alguna de sus posiciones, presentando solamente diferencias en

el estado de oxidacion en las posiciones 3y 17.
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Podemos decir que la adicion de un grupo acetil en el OH de la posicion 17

incrementa la citotoxicidad del compuesto, mientras que el compuesto T4 posee un

sustituyente alifatico (1,5-dimetil- hexil) en la posicion 17, lo cual nos sefiala que

sustituyentes voluminosos para este posicion hacen al compuesto citotoxico para

concentraciones superiores a 25 pug/mL. Los compuestos T9 y T10 resultaron tener

el mismo efecto citotoxico (60,6 + 19,3 y 58,6 + 25,8) para concentraciones de 50

ug/mL (tabla N° 7), esto puede atribuirse a que son estructuralmente similares.

Se determind el efecto citotdéxico de la testosterona cuando se le anclé un

péptido en la posicion 17. Los péptidos anclados son Nle-Lys-Arg-Arg vy

FWFTLIKTQAKQPARYRRF. En la tabla N° 9 se pueden observar la estructura,

nombre y cddigo asignado de los compuestos utilizados.

Tabla N° 9 Codigo y molécula de los diferentes péptidos esteroidales evaluados.

Cddigo Estructura
NH
H2N4</
NH
CHgz {0}
o o o
T9-1201 - NN AN NN o
: o o) HaC
/
o
NH
)\ NH,
HN NH,
(0]
? CHs
FWFTLIKTQAKQPARYRRF—NH
T9-1202 g HC
(@]
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Tabla N° 10 % Viabilidad, Desviacién Estandar (DS) para los compuestos

evaluados

T9 T9-1201 T9-1202

(ng/mL) £ 0,0001 %V + DS %V + DS %V £ DS
50 60,6 + 19,3 99,13 + 0,08 108,08 + 0,02
25 85,9 +21,9 96,36 + 0,07 107,15 + 0,09
12,5 82,377 95,90 + 0,06 107,40 0,11
6,25 91,6 +17,1 93,02 + 0,01 103,31 + 0,07
3,125 95,2 + 14,1 88,02 + 0,06 99,70 + 0,08
1,5625 908114 88,81 + 0,05 102,72 +0,19
0.7812 93,4+18,1 90,25 + 0,01 103,56 + 0,17
0,3906 99,3+19,6 93,47 £ 0,08 102,92 0,14
0,1953 94,7 £11,3 94,29 + 0,07 102,95 + 0,17
0,0076 - 94,62 0,17 100,01 + 0,19

Con la incorporacién de los péptidos en la posicién 17 ocurre un incremento
considerable en él % de viabilidad a las concentraciones de 12,5 ng/mL hasta
50 pug/mL, lo que implica una disminucioén en la citotoxicidad de la testosterona
modificada (tabla N° 10). El incremento del % de viabilidad celular fue de un
64% para T9-1201 y 78 % para T9-1202 a la concentracion mas alta utilizada.
En la figura N° 111 se observa que a partir de 6,25 ug/mL al incrementar la
concentracion de los compuestos T9-1201 y T9-1202, él % viabilidad tiende a
incrementarse hacia la inocuidad con tendencia proliferativa, por la pendiente

positiva de la curva
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% Viabilidad vs Concentracion
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0
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Figura N° 111. % Viabilidad vs Concentracion de los compuestos T9; T9-1201 y T9-1202
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CONCLUSIONES

% La sintesis de los péptidos se realiz6 en Fase solida con excelentes

rendimientos utilizando las resinas de Rink Amida y 2-Clorotritilo.

% La sintesis del 5a — Androstan - 3p aceto -17 ona se obtuvo con un

rendimiento elevado del 91 %

% La esterificacion del acido acrilico bajo métodos clasicos de sintesis
como la esterificacion azeotropica se obtiene con rendimientos muy bajos y
bajo condiciones mas suaves de reaccion no se pudo obtener el metil acrilato

ya que el acido acrilico tiende a polimerizar.

% Se realizaron multiples intentos por colocar al formaldehido y el acido 2-
propenoico (&cido acrilico), como espaciadores en la posicion 16 del
esqueleto de 5a —Androstan - 3B ol -17 ona sin obtener resultados

satisfactorios.

% El &cido succinico es un excelente espaciador para anclar péptidos al

grupo hidroxilo de la posicion 17 de la molécula de testosterona.

% El bajo rendimiento en los péptidos esteroidales obtenidos se debe a que
las condiciones de clivaje son muy acidas (95% de acido trifluoracético), las

cuales hidrolizan parte del éster succinato.
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% La obtencibn del aminoacido Boc-NMe-Cisteina-(Acm)-OH, bajo
métodos clasicos de sintesis en solucidén se obtuvo con un rendimiento muy
bajo del 12% debido a los multiples pasos. Mientras que la sintesis realizada
en fase solida se obtuvo con un rendimiento elevado del 90% en menor

cantidad de pasos.

% Hemos demostrado que un enfoque sintético optimizado deberia permitir

la sintesis de cualquier producto natural como las dos Triostin A.

% El nuevo concepto de la movilidad conformacional restringida puede ser
clave para la sintesis de otros péptidos, asi como también para otros

productos naturales complejos.

% Laincorporacion de los péptidos en la testosterona induce un cambio en
la actividad citotoxica sobre las células Vero, observandose un incremento del
% de viabilidad celular de un 64% para T9-1201 y de 78 % para T9-1202 a

50ug /mL.
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ANEXO B
Aminoacido Abreviacién Estructura
0
HsC
Alanina Ala; A OH
NH,,
NH, o)
g PN
Arginina Arg; R HN NH OH
NH,
o)
HoN
Asparagina Asn; N OH
O NH,
o)
] HO
Acido Aspartico Asp; D OH
o) NH,
o)
NH,
NH, o)
Glutamina GIn; Q OWOH
NH,
i i
Acido Glutamico Glu; E HOWOH
NH,
o)

Glicina

Gly; G
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0
H |
Histidina Hys; H <\ |
N NH,
CH; O
HC |
Isoleucina Ile: 1 OH
NH,
0
H,C
Leucina Leu; L OH
CH; NH,
0O
H,N
Lisina Lys; K OH
NH,
0
_S
Metionina Met; M H3C OH
NH,
0
Fenilalanina Phe: F OH
NH,
H 0
. N
Prolina Pro: P OH
0
Serina Ser:S HO/\HkOH
NH,
CH; O
Treonina Thr; T HO)\HkOH
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0
Triptofano Trp; W ] OH
NH,
NH
0
Tirosina Tyr; Y OH
NH,
HO
CHa |o
Valina Val; V HSC)\(kOH
NH,
0
Norleucina Nle H3C/\/\HkOH
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ANEXO C

Espectro de RMN - 'H del compuesto metil metacrilato
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ANEXO D

Espectros de RMN — *C del compuesto metil metacrilato
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ANEXO E

Espectros de RMN — *C del compuesto 5a— Androstan - 3B aceto -17 ona
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