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Disefio de péptidos mediante inteligencia artificial y su sintesis quimica en soluciéon

RESUMEN

Un area sumamente interesante dentro del modelado molecular es el disefo
de nuevos compuestos. Los métodos QSAR han demostrado que las
relaciones entre la estructura molecular y la actividad biolégica de los
compuestos se pueden cuantificar matematicamente a partir de parametros

estructurales simples (descriptores).

En una parte del presente trabajo se realiza un analisis QSAR de varias
moléculas reconocedoras de surco que presentan actividad contra parasitos y
como inhibidores del crecimiento de células neoplasicas. Los descriptores
elegidos en el modelo matematico se relacionan al reconocimiento topoldgico
del DNA y a las distancias que se deben de guardar determinados atomos
clave dentro de la molécula para que su interacciéon con la diana (DNA) sea
la 6ptima. El tipo de moléculas elegidas para el analisis QSAR y posterior
sintesis fueron péptidos. En base a que estos exhiben un amplio rango de
propiedades bioldgicas y quimicas, su estudio en los tultimos tiempos ha
tenido mucho auge en las muy diversas areas de la investigacién. Se logrd
en el trabajo disefiar por computadora varios dipéptidos con determinadas
cadenas unidas en el extremo carboxilo, predecir su actividad mediante el

uso del modelo establecido y sintetizar P,a- y a,a-dipéptidos que son las

bases estructurales de los dipéptidos disefiados.

Al final pudimos comprobar que se prefiere una depuracién de muchos

compuestos seleccionados antes de la realizacién de su sintesis.
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ANTECEDENTES

Desde tiempos antiguos las personas del mundo empleaban un rango muy
amplio de productos naturales que ellos usaban para propdsitos medicinales;
eran tanto obtenidos de fuentes animal, vegetal y mineral. Con el paso del
tiempo se sobreexploté el empleo de muchas sustancias tanto para lograr
efectos medicinales como para ser usados con otros propositos, y no fue
hasta los siglos XVIII y XIX cuando los practicantes de esta area tuvieron
comunicacién entre si y comenzaron a conocer farmacopeas de diversos
sitios para saber y también ellos dar a conocer que sustancias resultaban ser
inefectivas o muy toéxicas, trayendo consigo un uso mas racional de las

mismas.

Con el aislamiento de las primeras sustancias puras a principios del siglo
XVIII a partir de plantas, se vio que solo algunas demostraban ser agentes
terapéuticos satisfactorios. La busqueda por encontrar agentes terapéuticos
menos toxicos que los basados en fuentes naturales dio lugar a la
introducciéon de sustancias sintéticas como drogas a fines del siglo XIX y su

uso se extendid practicamente sin limites en el siglo XX.

Inicialmente, los primeros farmacos sintéticos desarrollados se basaron
alrededor de productos naturales aislados de plantas y animales, pero como
el conocimiento se fue incrementando, un rango amplio de sustancias

sintéticas fueron desarrolladas como drogas.!
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El trabajo de la Quimica Médica esta centrado alrededor del descubrimiento
de nuevos compuestos lideres con propiedades médicas especificas, esto
incluyendo el desarrollo de analogos mas efectivos y seguros. La fase de
descubrimiento se estima que dura aproximadamente 42,6 meses (3,55
afnos) como promedio en aquellos paises con una amplia infraestructura
investigativa. En paises con un nivel menor de desarrollo esta fase alcanza
aproximadamente de 5 a 6 anos. La fase de desarrollo comprende la de los
estudios clinicos y la del registro farmacéutico, y se estima que duren entre
68.6 meses y 30.3 meses respectivamente. Todo este largo proceso, desde su
obtenciéon hasta su registro comprende un total de 11.8 afos de
investigaciéon, con un costo promedio de 231 millones de délares por cada
nuevo medicamento que salga al mercado. Actualmente se estima que por
cada 10 000 compuestos sintetizados, solo uno es conveniente para uso
médico. El desafio de la Quimica Médica actual no esta en como sintetizar

nuevos compuestos, sino en que compuestos deben sintetizarse.l: 2

Diseno molecular asistido por ordenador

Durante los ultimos 15 anos se han incorporado a los laboratorios de
investigacion de las principales industrias farmacéuticas una serie de
técnicas computacionales que permiten racionalizar el disefio de nuevos
medicamentos; estas técnicas, reciben la denominacién general de disefio de
farmacos asistido por ordenador y también modelaje molecular, y se han

extendido gracias al desarrollo de la computacién y a la creaciéon de software
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que nos permiten simular las propiedades de los farmacos y su interaccion
con las macromoléculas blanco presentes en las células de los organismos
vivos. Los crecientes costos asociados a la investigacién y desarrollo de
nuevos medicamentos, la limitaciéon en los afios de proteccién de las patentes
del producto y la necesidad de obtener farmacos méas innovadores, selectivos
y con menores efectos secundarios; han sido también factores importantes
para el desarrollo de las técnicas englobadas en el disefio molecular asistido

por ordenador.

El sueno del quimico medicinal es disefiar farmacos que tengan una
actividad farmacolégica especifica. En las empresas farmacéuticas se
sintetizan miles de compuestos y para cada uno de ellos se evalllan sus
parametros de actividad farmacoldgica. El proceso de descubrimiento de
nuevos farmacos se ha originado en muchos casos en la capacidad de los
equipos de sintesis quimica para proveer una gran cantidad de nuevas

moléculas para el analisis de su actividad farmacologica.

El disefio molecular asistido por ordenador se sitiia al comienzo de la tarea
investigadora de un nuevo farmaco. Su objetivo fundamental es la
prediccion de la actividad biologica de nuevas moléculas. El disefio de los
denominados compuestos cabeza de serie requiere el analisis de una gran
cantidad de informacién interdisciplinaria (Quimica, Biologia,

Farmacologica clinica).
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Los métodos utilizados para disenar nuevos farmacos pueden dividirse en

dos grandes grupos:

1.

Cuando no se conocen los detalles estructurales de la interaccion
farmaco-receptor, las nuevas moléculas se pueden disenar
comparando en el espacio tridimensional las propiedades geométricas,
electronicas y fisicoquimicas de otras moléculas que actian sobre el

receptor estudiado.

Cuando se conocen experimentalmente los detalles estructurales de la
interaccién entre uno o varios farmacos y el receptor, pueden
disefiarse nuevas moléculas basadas en dichas estructuras farmaco-

receptor.

En el caso de que no se conoce la estructura de la interaccion farmaco-

receptor pueden seguirse varias metodologias:

Relaciones estructura-actividad. Son técnicas estadisticas que hacen
posible la optimizacién de un compuesto lider y pueden abarcar desde
una relacién simplemente cualitativa (qué sustituciones en un ntcleo
comun de varias moléculas favorecen la actividad), a una prediccion
cuantitativa de la actividad (una ecuacion que indique qué

sustituciones en la molécula tendran una mayor importancia para

mejorar la actividad, QSAR).
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Obtencién de farmacoforos. Cuando varios laboratorios trabajan en
un mismo campo terapéutico, es frecuente que se desarrollen nuevas
moléculas activas con una gran similitud estructural. Sin embargo, es
también posible que diversas aproximaciones quimicas generen
moléculas activas y selectivas para un mismo receptor, y que
aparentemente no presenten una similitud estructural en la
representacion quimica bidimensional. Las técnicas computacionales
de identificacién de farmacéoforos permiten establecer cudles son las
funciones quimicas importantes para una interacciéon favorable
farmaco-receptor y cudl es la distribucién espacial de dichas funciones

quimicas.

Blisqueda en bases de datos de estructuras quimicas
tridimensionales. Si es posible obtener un farmacéforo que explique la
actividad farmacoldgica selectiva de wuna serie de moléculas
estructuralmente diversas, es posible utilizarlo para buscar en una
base de datos que contenga estructuras quimicas tridimensionales
(experimentales o calculadas tedricamente). Si en la busqueda se
introduce cierta flexibilidad conformacional, se pueden obtener
nuevos compuestos cabeza de serie que presenten una estructura
quimica diferente a la de los compuestos desarrollados previamente.
La ventaja de este método es que las moléculas extraidas de la base

de datos ya han sido sintetizadas previamente o bien son adquiridas
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comercialmente, por lo que puede evaluarse su actividad

farmacolégica rapidamente.

Pero si ya es conocida la estructura de la interaccion farmaco-receptor, es
posible utilizar todas las técnicas computacionales de disefio molecular
resumidas en el apartado anterior. Sin embargo, la informacién estructural
experimental de una macromolécula, obtenida generalmente por difraccion
de rayos X o por resonancia magnética nuclear, nos ofrece una imagen
detallada del volumen y las caracteristicas quimicas y electrostaticas del
centro activo de dicha enzima o receptor. Se han desarrollado una serie de
técnicas computacionales para aprovechar esta informacién estructural en
3D en el disefio de farmacos y permiten un analisis geométrico, energético y
electrostatico de las interacciones ligando-receptor, y predecir la actividad
de nuevas moléculas incorporadas al centro activo (Docking) por su mayor o

menor estabilidad energética del complejo con la macromolécula.?

En el presente trabajo el disefio molecular se realizé6 mediante relaciones de
estructura-actividad (QSAR), es por esto que se desglosara mas a fondo a

continuacidn.

QSAR

Es posible relacionar variaciones estructurales en una serie de moléculas

con variaciones en la actividad de forma cuantitativa, a través de las
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llamadas ecuaciones de relaciones estructura-actividad o QSAR. Esta idea
fue formulada por Richet a finales del siglo XIX, y queda establecida en la

Ec. (1):

AD = f(AC) Ec. (1)

Siendo C la estructura quimica y ® la medida de la actividad.4

No fue hasta 1964 cuando aparecieron las primeras aportaciones QSAR que
se aplicaron con éxito al disefio de nuevas moléculas, dos métodos fueron
desarrollados en paralelo que abordaban el tema desde planteamientos

tedricos diferentes:

s Free y Wilson publicaron una técnica basada en considerar las
aportaciones que hacen a la actividad de un compuesto (C) sus
distintos sustituyentes quimicos (Xi) localizados en posiciones j de la

estructura p (Ec. 2):

log 1/C=2 Xj) + 1 Ec. (2)

Aunque inicialmente el método fue pensado para construir moléculas
de novo, a partir de la adiciéon de los distintos fragmentos, inicamente
se llegd a aplicar en estudios de relaciones estructura-actividad de

series congenéricas.
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» Hansch y Fujita pusieron a punto el modelo paramétrico (modelo de
Hansch o extratermodinamico) en el que se correlaciona la actividad
biolégica de series de productos con sus propiedades fisicoquimicas. El
modelo puede describirse segun la Ec. (3) y supone que la energia
libre de unién ligando-receptor se puede aproximar mediante una

combinacidn lineal de contribuciones lipofilica, electrénica y estérica:

AG = AGlipo + AGei + AGest Ec. (3)

La metodologia QSAR (Fig. 1) sigue, independientemente del modelo que se
utilice como punto de partida en todos los casos, la existencia de un
prototipo cabeza de serie. Cuando se cuenta con este, es preciso disenar una
serie de exploracién (compuestos por un nucleo comun y sustituyentes o
fragmentos variables), constituida por un conjunto de productos analogos
del prototipo, que permitan el establecimiento de las primeras relaciones
estructura-actividad. Dichos sustituyentes variables han de ser identificados
por descriptores, que seran utilizados como variables independientes (Xi) en
el modelo. Por otra parte, los valores de actividad biolégica se utilizan como

variable dependiente (C) en el modelo.

Una vez establecidos ambos conjuntos de valores Xi y C, se utilizan técnicas
de regresién multiple para obtener un modelo que ha de ser analizado en su

actividad estadistica para evaluar su capacidad de prediccion y
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frecuentemente es utilizado para calcular la actividad de miembros de la

familia de productos analizada.

La fase de optimizacién implica que una vez obtenido un modelo de buena
calidad, es posible calcular los productos con actividad 6ptima dentro de la
familia estudiada, que habran sido obtenidos con un minimo de esfuerzo
experimental. Por su puesto, esto no se consigue al primer intento, de hecho,
el proceso de optimizacién de un prototipo es un proceso ciclico, en el que la
serie de exploracién inicial produce un modelo de baja calidad, que es
refinado por el disefio y la sintesis de series complementarias, hasta obtener
un modelo de calidad suficiente para ser utilizado en el disefio de productos

6ptimos.5

El campo de los métodos QSAR se encuentra bien establecido. Se ha
demostrado que la actividad biolégica de un conjunto de compuestos que
actian via el mismo mecanismo de accibn puede ser modelado

matematicamente a partir de parametros estructurales simples.

De ahi que en la dltima década, estos modelos han encontrado un auge como
una alternativa viable para estimar un sin fin de propiedades quimicas y de
actividades biologicas. Tienen algunas ventajas sobre métodos tradicionales
como puede ser su rapidez y simplicidad. Sin embargo, la metodologia
clasica de este tipo de métodos tiene limitaciones, como la imposibilidad de

distinguir estereoisomeros, o la imposibilidad de encontrar modelos lineales

10
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cuando la base estructural tiene una variacion considerable (conjuntos

heterogéneos).”

Punto de partida Prototipo cabeza de serie

Fase de aprendizaje Serie de exploracién

Identificacién de

sustituyentes

Actividad
biolégica

X; A
Fase de optimizacién Modelo C = f(Xi) + cte.

I@

Productos éptimos

Figura 1. Metodologia QSAR.

Cuando las relaciones QSAR hacen uso de descriptores fisicoquimicos que
depende de la estructura tridimensional de la molécula, entonces se habla

de 3D-QSAR.4

11
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Validacion de modelos

El resultado final de un anélisis QSAR sera un modelo matematico. Para
estar completamente seguros de que el modelo obtenido no resulta de un
ordenamiento al azar de los datos es conveniente verificar la calidad del
mismo. El método de regresion lineal multiple proporciona los valores para
los coeficientes que hacen que la funcion matematica propuesta explique al
maximo como varian las actividades. Independientemente de esto siempre
quedara una varianza no explicada por el modelo (los residuales), que
corresponden a los errores en las medidas de los datos de actividad y a

posibles efectos no incluidos en él (parametros no considerados).

Descriptores moleculares

Un descriptor molecular es el resultado final de una léogica y de un
procedimiento matematico que transforma la informacién quimica
codificada dentro de una representacion de una molécula o el resultado de

un cierto experimento estandardizado en un ntimero util.

Las caracteristicas de las moléculas no dependen solamente de las
caracteristicas de los atomos componentes sino también de sus conexiones
mutuas. La molécula (pensada como un objeto verdadero) contiene implicita
toda la informacién quimica, pero solamente una parte de esta informacién

se puede extraer por medidas experimentales. Los descriptores moleculares

12
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son numeros capaces de extraer pedazos pequenos de informacién quimica

de la molécula.

En las ultimas décadas, varias investigaciones cientificas se centraron en
estudiar como tomar y convertir los descriptores moleculares usados para
establecer relaciones cuantitativas entre estructuras y propiedades,
actividades biolégicas y otras propiedades experimentales. La evidencia del
interés de la comunidad cientifica en los descriptores moleculares es
proporcionada por el nimero enorme de descriptores propuestos hasta hoy:
mas de 2000 de los descriptores son actualmente definidos y medidos por

computadoras usando software como herramienta.®

Ejemplo de lo anterior fue que en el 2001 Chacon y Martinez? dieron a
conocer un nuevo descriptor (Dcr), relacionado con el reconocimiento
topolégico entre el DNA y moléculas reconocedoras de surco. Modelaron,
sintetizaron y probaron una serie de moléculas con un nucleo comin pero
con diferente longitud. La idea que propusieron es logica y justificada
experimentalmente, nos dicen que para que moléculas reconocedoras
interaccionen de manera 6ptima con el DNA deben poseer una longitud y
acomodo espacial especifico, el aumento de manera indiscriminada de la
longitud de la cadena conlleva a un decremento en la actividad prefiriendo
interactuar entre ella misma (intramolecular) que con su diana

(intermolecular).

13
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Aplicaciones de estudios QSAR

Gran parte de las investigaciones en la actualidad estan enfocadas al
descubrimiento y sintesis de nuevos compuestos contra enfermedades que
constituyen graves problemas de salud publica, por ejemplo el cancer. Este
se presenta al haber un crecimiento incontrolado de células y ha sido una de
las enfermedades con las que el hombre ha lidiado desde tiempos
ancestrales. En la actualidad, existe un gran numero de farmacos para
paliar este problema y muchos mas que se encuentran en desarrollo; este
campo de estudio es muy amplio, ya que se buscan nuevas moléculas
capaces de ser selectivas al actuar evitando efectos colaterales indeseables,
disminuir su toxicidad (efectos secundarios) y tratar de eliminar por
completo la resistencia multiple a farmacos por parte de las células

cancerosas.

Moléculas pequenas que se unen al DNA han probado que pueden ser
efectivas como agentes anticancerosos, antibioticos y antivirales. E1 DNA es
el blanco farmacoldégico de muchas drogas que son usadas en la clinica o en
ensayos clinicos avanzados. Desde la mitad de la década de los 50's del siglo
pasado, la correlacion entre la union de moléculas con el DNA vy
manifestaciéon de alguna actividad bioldgica fue establecida.8 Cabe recalcar
que otro blanco molecular muy empleado son las proteinas pero en este

trabajo no se abordara este tema.
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Segin se reporta en la literatura, de los grupos de moléculas mas
importantes que presentan actividad citotoxica son aquellos que
interaccionan de manera reversible con el DNA mediante la formacion de
puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas y/o hidrofébicas sin la
formacién de enlaces covalentes; asi lo hacen los agentes intercaladores y los

reconocedores del surco menor.

Un intercalador es una molécula que se inserta por si misma entre los pares
de bases de la hélice del DNA (Fig. 2). Esta insercién permite que la hélice
parcialmente se desenrolle en el sitio donde se encuentra la molécula
intercaladora, inhibiendo asi la replicacion y la transcripcion; esto conlleva a
la muerte celular. Por ejemplo, el bromuro de etidio, que es utilizado para
detectar la posicion del DNA en geles electroforesis, es un poderoso agente

intercalante con efectos mutagénicos.

Figura 2. Molécula intercaladora (bromuro de etidio) y se insercion entre

los pares de bases de una secuencia de DNA.
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La estructura quimica de un agente intercalador puede poseer secciones de
anillos aromaticos fusionados planos o anillos heteroaromaticos también
planos que puedan entrar entre los pares de bases del DNA. Se mantienen
insertados a través de la formacion de puentes de hidrogeno, fuerzas de Van

der Waals, interacciones electrostaticas e hidrofébicas.!

Ahora bien, una molécula puede llegar, reconocer y establecerse de manera
no covalente en el surco menor del B-DNA formando un complejo. Este tipo
de moléculas son conocidas como reconocedoras del surco menor del B-DNA
(Fig. 3). Dichas moléculas exhiben actividad antiparasitaria, antiviral y
antibacteriana; y ademas algunos de estos muestran también actividad
antitumoral, por lo tanto, pueden considerarse para aplicaciones
terapéuticas contra el cancer.® Kl origen de un reconocedor puede ser
natural, sintético o semisintético y algunas caracteristicas comunes que

presentan son:

» Se unen preferentemente en secuencias A-T.

s Poseen anillos aromaticos en su estructura.

» Poseen enlaces que les permitan adoptar una estructura curva al

unirse al DNA (helicoicidad).

» Poseen atomos donadores de puentes de hidrégeno.
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» Pueden llegar a poseer cargas positivas (extremos).

Un ejemplo de este tipo de moléculas es el clorambucil, es un reconocedor
del surco menor que puede inhibir la enzima telomerasa presente en mas

del 90% de las células cancerosas pero que estd ausente en las células

sanas.10
NR
X—/_ ’
HN—
N
R=CH,, 0
NH

Figura 3. Molécula reconocedora del B-DNA (clorambucil) y su insercién

en el surco menor.

Termodinamica de las interacciones no covalentes entre el DNA y

otra molécula

Desde el punto de vista termodinamico las interacciones no covalentes entre

el DNA y otras moléculas afines a él (reconocedor de surco), puede llevar a
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tres tipos de panoramas (Fig. 4); primero donde el AG del proceso global
resulta ser positivo y desfavorecido; segundo cuando el AG equivale a cero
convirtiéndose el proceso en reversible y por consiguiente permanece en
equilibrio; y por ultimo cuando el AG es negativo, con esto se posee la

minima energia posible, se favorece el proceso y se vuelve espontaneo.

s mEZE

GEOMETRIA

Figura 4. Posibilidades que se podrian presentar en un diagrama
termodinamico de la interaccién reconocedor de surco (RS) con

el DNA.

Cabe recordar que AG dependera de los cambios de entalpia (AH),
presentada en forma de interacciones intermoleculares; y de entropia (AS),
que nos habla de los grados de libertad o nimero de conformaciones

moleculares (Ec. 4).11

AG = AH - TAS 4)
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Infinidad de moléculas interaccionan y se pueden anclar en el DNA para
llevar a cabo diferentes procesos, principalmente proteinas; es por lo tanto,
légico pensar que péptidos cortos que posean una determinada secuencia
sean capaces de reconocer regiones en el surco menor del biopolimero y
lleguen a actuar como agentes terapéuticos impidiendo procesos como el de

replicacion.

El actual e incesante estudio de los péptidos como agentes terapéuticos,
justificado por la variedad de actividades bioldgicas que pueden presentar y
también a la falta de informacién del papel que pueden jugar como
reconocedores de surco, en el presente trabajo retomamos el descriptor Dcr
reportado por Chacon y Martinez para ver la qué utilidad puede tener en el
diseno de varios dipéptidos con posible actividad como reconocedores. Se
utilizo6 ATm como parametro de la actividad (muy comun reconocedores de
surco) de las moléculas sintetizadas y de las que conforman la serie de
exploracion. Antes de presentar y discutir los resultados obtenidos, es
importante destacar aspectos generales y de sintesis de péptidos, asi como

también de sus bloques de construcciéon: los aminoacidos.

Aminoacidos, péptidos y proteinas

Las proteinas son sustancias macromoleculares que existen en todas las
células vivas. Son los componentes estructurales mas importantes en los
tejidos animales, también catalizan reacciones (enzimas), transportan

oxigeno, actian como hormonas para regular procesos en el organismo,
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entre otras funciones. Cualquiera que sea su funcion, todas las proteinas son
similares en cuanto a su estructura quimica, pues estan compuestas por los

mismos bloques de construccion, que reciben el nombre de aminoéacidos.

Los aminoacidos son acidos carboxilicos que poseen un grupo amino, y en
base al lugar donde poseen este ultimo grupo respecto al carbonilo puede

haber a y -aminodacidos principalmente, y son los de tipo a quienes las

células utilizan para sintetizar las proteinas (Fig. 5).

OH
NH,

Figura 5. Estructura de un a-aminoacido.

Los a-aminoacidos difieren unos de otros en el tipo de sustituyente que
poseen y son 20 los que se encuentran en la mayor parte de las proteinas.
Comparten una propiedad estructural importante: con la excepcién de la
glicina (cuyas moléculas son aquirales), casi todos los aminoacidos naturales
poseen la configuraciéon L en el carbono a, es decir, poseen la misma
configuracion que el L-gliceraldehido (Fig. 6). Algunos D-aminoacidos se han
obtenido de la pared celular bacteriana y por hidrélisis de algunos

antibidticos.1?
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CHO
HO~C~=H
R

L-gliceraldehido
(S)-gliceraldehido

CO.H o
H2N>E<H 1 RC-CO:H

L-aminoéacido
generalmente un (S)-
aminoacido

Figura 6. Estereoquimica de los aminoacidos presentes en las proteinas.

Bajo ciertas condiciones, el grupo amino de una molécula y el grupo
carboxilo de una segunda pueden reaccionar, uniendo los dos aminoacidos
por un enlace amida. Este enlace es mejor conocido como enlace peptidico y
el producto de la formacién de un enlace peptidico entre dos aminoacidos se
llama dipéptido. La cadena peptidica puede alargarse para incorporar tres
aminoacidos en un tripéptido, cuatro en un tetrapéptido, y asi
sucesivamente. Los polipéptidos contienen muchas unidades de
aminoacidos. Las proteinas son polipéptidos naturales que contienen mas de

50 unidades de aminoacidos.13

Los péptidos exhiben un amplio rango de propiedades biolégicas, pueden
actuar como antibidticos, hormonas, aditivos alimentarios, venenos o

eliminadores del dolor (Fig. 7). Esto es primariamente por que el estudio de
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sus propiedades médicas ha venido a ser una de las mas activas areas de la

investigacioén actual.l2

. NH;
HOOC. i N _CO,CH N -
~ Y23
O CHyPh 0 ‘COOH
Aspartame Ampicilina

Figura 7. Ejemplos de péptidos con actividad biolégica.

Propiedades de los péptidos

Aunque los péptidos estan compuestos de aminoacidos, no muestran las
mismas propiedades del grupo amino ni del acido carboxilico de dichos
aminoacidos. De hecho, las propiedades del grupo amida estan gobernadas
por la conjugaciéon del par de electrones del nitréogeno con el grupo

carbonilico (Fig. 8).

Figura 8. Conjugacion del par de electrones del nitrégeno con el grupo

carbonilico dentro de un enlace peptidico.
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La estabilizacién por resonancia del grupo amida trae consigo tres

consecuencias:

1. El enlace peptidico es quimicamente poco reactivo. El atomo de
nitrégeno no es basico ni nucleofilico, debido a que el par de electrones
esta deslocalizado en el grupo carbonilico. Contrariamente, el grupo
carbonilo puede ser atacado por nucledfilos, pero son necesarias
condiciones extremadamente fuertes debido a que el grupo carbonilo

es estabilizado por interaccion con el par de electrones del nitrégeno.

2. El grupo amida puede actuar ocasionalmente como nucleéfilo, en el
que el oxigeno (con carga parcial negativa) es un atomo mas

nucleofilico que el nitrégeno.

3. El grupo amida es plano. El par de electrones del nitrégeno
interactian con el enlace mr del grupo carbonilo; en consecuencia los
orbitales p del nitrégeno, el carbono y el oxigeno se encuentren en el
mismo plano, condicién necesaria para que la conjugaciéon se lleve a
cabo. La planaridad del enlace amida es importante para definir la

conformacion de los péptidos en su estructura secundaria.l4

p-aminoacidos: Papel que guardan dentro de la sintesis organica

Los (-aminoécidos como ya se dijo anteriormente son moléculas que poseen

el grupo amino en la posicién 3 respecto al grupo carbonilo (Fig. 9) y aunque
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son menos abundantes que sus analogos a, también estan presentes en
péptidos, en varios productos naturales, y en forma libre presentan efectos

farmacolégicos interesantes; ademas, se pueden ciclar para dar (-lactamas

que son compuestos biologicamente activos de interés (penicilinas y

cefalosporinas).

NH, O

Figura 9. Estructura de un f-aminoacido.

Aunque a fines de los afos ochenta se conocian varios procedimientos para

la sintesis de f-aminoacidos racémicos, no existia un método eficiente para

la obtencion de compuestos enantioméricamente puros. Asi, apenas once
articulos aparecen en la literatura entre 1980 y 1990, donde se reportan

rutas para la preparacién enantioselectiva de B-aminoacidos. En contraste,

mas de 350 reportes fueron publicados entre 1991 y 2001.15

A continuaciéon se describen algunos ejemplos de sintesis de este tipo de

aminoacidos:

1. Acidos cinamicos obtenidos mediante la sintesis de Knoevenagell¢ en

presencia de amonio pueden generar (3-aminoacidos:
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0 O HO._ _O
H
P Y i)kOH o
R — \ B ——
07 OH 0 S
~
HOY _O Ht>
J R \n/\/R HO R
0 oa ;\IHS O NH,

2. Derivados N-ftaloil de los a-aminoacidos pueden ser convertidos en
sus correspondientes (3-aminodcidos mediante la reacciéon de Arndt-

Eistert.17

0 1. SOCl,
2. CHyN
R%OH 2N2 RWOH
NH2 3 AgQO HQO NI_I2 0)

3. dJuaristi y col.> describieron una metodologia para la sintesis de (-
aminoacidos a-sustituidos a partir de la p-alanina (aminoacido barato

y aquiral). Esta se pudo convertir en una pirimidinona, que a su vez
reaccion6 con varios electréfilos de manera altamente
estereoselectiva. Posteriormente, la hidrélisis de los derivados

conduce a los 3-aminodacidos:

\ (0] (0]

1. base N H,0" HO
HoN 2. electrofllo N HyN

/

Bz
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Teniendo métodos sintéticos para la obtencién de (B-aminoacidos, estos
pueden ser empleados en la sintesis de péptidos; ya sea preparando péptidos
que posean solamente monémeros 3 o en combinacién con mondémeros a. Al
respecto con esto, un gran interés surgié en los 80’s por la sintesis de (-
péptidos al observar que cuando se sustituyen residuos de a-aminoacidos por
-aminodcidos dentro de las cadenas a-peptidicas, el grupo metilénico
“extra” del P-aminoacido, le confiere nuevas propiedades al péptido

modificado.

Ejemplo de lo anterior es la facilidad que tienen los P-péptidos de formar

estructuras secundarias helicoidales aiin en péptidos de cadena muy corta (6
o 7 residuos), contrariamente a sus analogos los a-péptidos, que necesitan de
15 o mas residuos de aminoacidos para poder estabilizar la estructura.
También es importante resaltar la diferencia de estabilidades que presentan
los a-péptidos naturales y los 3-péptidos a la degradaciéon enzimatica, debido

a las insuficientes interacciones entre los (-péptidos y las enzimas a-

peptidicas.

Tanto la estabilidad enzimatica como la variedad de estructuras

secundarias que presentan los [-péptidos son indicadores que estos

compuestos pueden ser empleados en Quimica Médica imitando o mejorando

las propiedades de los péptidos naturales.14
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Sintesis quimica de péptidos

La sintesis de péptidos ha mantenido un gran interés en la sintesis
organica, esto para desarrollar nuevos métodos de preparacion
enantioselectivos; en vista de que muchas moléculas de origen peptidico
presentan alguna actividad biolégica y es una herramienta esencial en la

Quimica Médica.

La sintesis de un dipéptido a partir de determinados aminoacidos involucra
la formacion de un enlace peptidico.18 Es necesario proteger todos los grupos
funcionales, excepto los que participaran en la formaciéon del enlace
peptidico (Fig. 10). Después, estos grupos protectores deberan ser removidos

sin ruptura del nuevo enlace formado (peptidico).

R R

R 4 O
OH
HyN )\I( —»HQN)\[(N\HJ\OH + H,0
0 O R

0]

Posiciones que necesitan ser
protegidas para el acoplamiento

Figura 10. Acoplamiento de dos a-aminoacidos.

La proteccion del grupo amino no es muy sencilla, grupos como N-acetilo y
N-bencilo no son utiles por que las condiciones necesarias para efectuar la
desproteccion nos llevaria al rompimiento del enlace peptidico. Ademas, la

presencia de estos grupos durante las fases del acoplamiento peptidico es
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probable que favorezca la racemizacion. Se prefieren grupos protectores que
formen C-alcoxiamidas o uretanos (Fig. 11), ya que estos pueden ser
removidos por métodos suaves como la hidrogendlisis y exposicion a acidos o

bases a temperatura ambiente.

H
2O~ C,N\e/nCO2H

C-alcoxiamidas o uretanos

R = Bencil, ¢-butil, 9-fluorenilmetoxicarbonil

n=1, 2, 3, etc.
Figura 11. Proteccién del grupo amino mediante la formacién de uretanos.

La proteccién de grupos carboxilos generalmente se hace mediante la

formacién de ésteres (Fig. 12).

.OH _OR'
H2N/6}C 0 + R—OH —— HZN/@EQ o + HQO

n=1, 2, 3, etc.

Figura 12. Proteccion del grupo carboxilo mediante la formacién de

ésteres.

La reaccion de condensacién entre los aminoacidos ya protegidos es
usualmente iniciada con la activacion del grupo carboxilo seguida del

posterior ataque del grupo amino de la otra molécula, esto conlleva el
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acoplamiento entre los dos fragmentos para asi formar el enlace peptidico

(Fig. 13).

Figura 13. Activaciéon del grupo carboxilo previo ataque nucleofilico del

grupo amino de otra molécula.

Un método que se puede utilizar para activar el grupo carboxilo y que consta
de tres fases es donde primeramente un derivado carbodiimidico como la
DCC se acopla a nuestra molécula, enseguida, el ataque nucleofilico de un
alcohol lleva a la formacion de un éster activado, quien es susceptible al

atacado de un grupo amino (Fig. 14).

0 (0) R
R,—OH R
R\H/O NH R\H/ORl + Derivados
o) I\}) . o) de urea

H
R._ (OR; R._ _N.
Y( S wOrRz

0 NHQ_RQ
Figura 14. Formacion de un enlace peptidico empleando DCC y un alcohol.
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Los alcoholes aromaticos como el p-nitrofenol y pentafluorofenol son de los
mas empleados para formar este tipo de ésteres activados. También se

pueden utilizar derivados de benzotriazol o derivados de pirrolidonas.14

Una vez obtenido el dipéptido, es importante recalcar que todo aminoacido
que se desee agregar al grupo N-terminal sera previamente protegido en su
grupo amino, mientras que la molécula que se desee insertar en el C-

terminal se tratara con anticipacion para bloquear su grupo carboxilo.

En la Tabla 1 se muestran grupos activantes utilizados en la sintesis de

péptidos.

Tabla 1. Grupos activantes mas empleados y estructura de la molécula
activada que sélo espera el ataque del grupo amino para formar
el enlace peptidico.

Agente activante Molécula activada
R Cl
SOCl,, (Cloruro de tionilo) hil
(0]
R\
N=C=N (DCC, DIC) 13'
R R\H/OYNH
I
DCC, R' = diciclohexil 0 R
DIC, R' = di-i-propil
O
o on X
Cloroformiatos de alquilo R™ 0" OR
R' =etil, i-butil, ¢-butil
R'—SH R\H/S\R.
Tioles 0
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Evaluacion de la actividad de moléculas reconocedoras de surco

La estructura helicoidal del DNA se mantiene gracias a interacciones no
covalentes. Por un lado, el apilamiento entre las bases adyacentes de una
misma hebra favorece interacciones hidrofébicas entre éstas, y por otro lado,
cada base esta unida a su pareja mediante puentes de hidrégeno. La energia
libre de las interacciones no covalentes que mantienen la estructura
helicoidal del DNA no es muy superior a la energia de los movimientos
térmicos a temperatura ambiente, por lo que es posible desestabilizar la
estructura tridimensional del DNA mediante un simple aumento de la

temperatura.

Cuando se calienta un DNA de doble hebra (forma nativa) se rompen las
fuerzas de uniéon entre las dos hebras y acaban por separarse. Por tanto, el
DNA desnaturalizado es de una sola hebra. La transiciéon entre el estado
nativo y el desnaturalizado se conoce como desnaturalizacion. En
determinadas condiciones, una disolucibn de DNA monocatenario
(desnaturalizado), puede volver a formar el DNA nativo (de doble hebra).

Este proceso recibe el nombre de renaturalizacion del DNA (Fig. 15).

La forma mas corriente de desnaturalizar el DNA es por calentamiento, otro
agente desnaturalizante es el pH elevado porque cambia la carga de algunos
grupos que forman parte de los puentes de hidréogeno. En agua destilada
(con una fuerza iénica muy reducida) se produce la separacion de las hebras.

Este fenémeno se debe a que en agua muy pura, la fuerte repulsién entre las
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cargas negativas de los grupos fosfato no es contrarrestada por los

correspondientes contraiones (Na*, Mg2+).

-, 4 5 3 5 5 3 &5 3 3 &' 3 5
]
K 4 / &
3% S ~
oy =-A- T— —A

~G T ""E roqunrodl ’
A ""cd 0§

- - = - -G
LA-T—I LC—G—_',' G C —C

T— —A -G

r
=T
A-T A-T A= LT :A T Renaturation A-T
2 A B {special
e Eﬁn 6Z ¢ =T —A conditions ‘Q v %“-
. Heat, OH~ g

LA—-T / LC-G—

NS XK

3. sa 3! 5' 3! 5: c
Native state Single-stranded denatured state

Romturod state

Figura 15. Panorama general de la desnaturalizacién y renaturalizacion

del DNA.

La Grafica 1 representa la medida de Asso en funcion de la temperatura, y se

llama curva de fusion del DNA.

100 -

50

Denaturation (%)

Temperature (°C)

Grafica 1. Secuencia que se sigue en la desnaturalizacién del DNA.
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Esta curva presenta las siguientes caracteristicas:

1. La Asso permanece constante hasta temperaturas bien por encima de
las fisiolégicas. En este intervalo, la molécula esta en forma de doble

hebra.

2. El aumento de Ao tiene lugar en un estrecho rango de temperaturas
(6-8 °C). La Ags0 empieza a aumentar cuando comienzan a romperse
las uniones entre las bases en varios segmentos de la molécula. El
numero de pares de pb que se rompen aumenta con la temperatura, y
con ella la Ageo. Al final del tramo ascendente, las dos hebras se

mantienen juntas por unos cuantos pb.

3. La Ass maxima es aproximadamente hasta un 30% mayor que el
valor inicial, y corresponde al estado en que las dos hebras estan

completamente separadas.

Un parametro muy util para caracterizar la evolucion de la fusién es la
temperatura a la que el aumento de la Az ha llegado a la mitad de su
camino. Esta temperatura se llama temperatura de fusién y se representa

por el término Tm (Grafica 2).
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1.0 —
Single-5tranded DNA

075
Double-stranded DHA

Tm

| ]
1] an
Temperature {°C)

05

Absorption of 260 nm light

Grafica 2. Representacion de la temperatura de fusion del DNA (Tm).

Se ha comprobado que la T'm aumenta con el contenido de G-C (Grafica 3).
Como este par de bases estd unido por tres puentes de hidrégeno
(a diferencia del par A-T que s6lo presenta 2) se requiere una temperatura

mas alta para desnaturalizarlo.1®

o
=
1

o =] =]
o = =
T T T

Percentage of G-C pairs
[
[
T

7080 90 100 110
T (°C)

Grafica 3. Dependencia de Tm con el contenido en G-C del DNA.

También se sabe que si existen ligandos unidos al DNA, 7Tm puede

aumentar, ya que estas moléculas actian como “broches” que impiden la
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separacion de las hebras requiriendo una mayor cantidad de energia para

lograrlo; y cuanto mas aumente Tm, es mas fuerte la unién ligando-diana.

ATm es el parametro que en realidad nos indicara la actividad de

reconocedores de surco (afinidad al DNA), y se calcula seguin la Ec. (5).

ATm = Tms — Tm (5)

Donde Tm: es la temperatura de desnaturalizaciéon cuando existe algun
ligando unido al DNA y Tm;: es la temperatura de desnaturalizaciéon cuando

el DNA no posee ningun ligando.

ATm ha mostrado ser un parametro adecuado para evaluar
experimentalmente la estabilidad extra que el ligando transmite al
oligonucleétido una vez acomplejado. La transicion hélice-ovillo es
altamente dependiente de la entropia y es detectada por el incremento
abrupto de absorciéon de luz UV por el DNA (20-30% mas). Mientras mas
alta sea la diferencia, sera mas la intensidad de union del ligando con la

diana.20
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HIPOTESIS

El descriptor molecular Dcr puede ser empleado para realizar un analisis
QSAR de diferentes péptidos y se puede encontrar dentro de los mejores
modelos matematicos obtenidos del andalisis; siendo con esto, una
caracteristica muy importante a considerar para el diseio de moléculas con

probable actividad bioldgica.

Con la eleccion de un modelo idéneo se pueden disenar diversidad de

moléculas con probable actividad.

El éxito de la sintesis de diferentes dipéptidos en solucién dependera en
gran medida de los aminoacidos seleccionados para realizar la sintesis, del
agente activante a emplear y de los grupos con los que se protegen los

centros reactivos que no participaran en la formaciéon del enlace peptidico.
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OBJETIVOS

GENERAL

Elaborar un analisis cuantitativo estructura-actividad (QSAR) de moléculas
reconocedoras de surco utilizando técnicas de inteligencia artificial, utilizar
el modelo obtenido para predecir la actividad de moléculas peptidicas y

realizar la sintesis quimica de la estructura base de dichas moléculas.

PARTICULARES

1. Obtener un modelo matematico estadisticamente adecuado que posea
el descriptor molecular Dci, a partir de una serie de exploraciéon

conformada por moléculas reconocedoras de surco.

2. Diseno y determinacion teérica de la actividad que puedan llegar a

tener 3 dipéptidos con cadenas incorporadas en su extremo carboxilo.

3. Sintesis quimica en solucién de 2 a,a-dipéptidos y 1 (3,a-dipéptido que

son las bases estructurales de los 3 dipéptidos disefios con el modelo.

4. Introducir al {,a-dipéptido 3 cadenas diferentes en su extremo

carboxilo.
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— ANALISIS QSAR Y DISENO

1. Selecciéon de la serie de exploracion

Se desarroll6 un analisis QSAR a una serie de exploraciéon conformada por
27 moléculas reconocedoras de surco?’ (algunas muy variadas en su
estructura con respecto a otras, Fig. 16), seleccionandolas de un total de 53.
El patrén de selecciéon fue que solo 27 ademas del valor de la actividad
calculada con el modelo que propone de Oliveira y col. se daba a conocer el

valor de su actividad experimental en la misma referencia.

NH, NH, NH,
N N N
N H N \ N —
H H H
A B C
N
(] {1 (]
N N N N N N
H H H
D E F
(] @
N
N H H
H HN
G H
N \ N \
HN)\@ H HN)\Q\
NH H)\©\O NH H 0
I J \
) I 3
ALY Ry
X \ N \
HN)\G‘ N)\@ N H
NH H)\©\O N NH H)\©\O
K L L
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/N
S
T
.
HN H.N* NH,*
NH —> H, 2
|
L—Niﬁ Q O N )\N N/Q
// H H H
(0]
\%

H,N*

ZA

Figura 16. Serie de exploracion.
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2. Optimizacion geométrica

Teniendo seleccionada la serie de exploracién, se elaboraron las estructuras
de las moléculas de la serie con el software HiperChem?2!. Una vez
elaboradas, las moléculas son optimizadas geométricamente con calculos

semiempiricos AM1.

3. Calculo de descriptores fisicoquimicos a las moléculas que

conforman la serie

El calculo de descriptores se realiz6 empleando el software DRAGON?22,
siendo alrededor de 1660 descriptores agrupados en diferentes bloques,
dentro de los cuales destacan: constitucionales, topolégicos, indicadores de

conectividad, geométricos, de carga, propiedades moleculares, entre otros.

4. Obtencion de los modelos empleando algoritmos genéticos

Los modelos matematicos fueron obtenidos por algoritmos genéticos
mediante el software ModyDigs23. Como se queria evaluar la importancia
del descriptor Dcr; y este no se encuentra dentro de los muchos parametros
que maneja el programa DRAGON, se calculé aparte y se anadi6 a los

demas descriptores antes de comenzar a realizar los algoritmos genéticos.

El descriptor Dci, esta relacionado con reconocimiento topoldgico entre el

DNA y moléculas reconocedoras. Es obtenido a partir de la longitud de la
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molécula geométricamente optimizada, teniendo en cuenta que una longitud

especifica se requiere para un reconocimiento 6ptimo de la doble hélice.

La distancia dentro de la molécula entre los grupos extremos (NHz2-NHy),
dividido por 4.202 o 3.4/cos 36, deberia ser en principio el nimero de huecos
(o pares de bases mas uno) que la unién cruzada reconozca (Fig. 17). Por lo
tanto, si el nimero entero mas cercano a este valor es restado al cociente de
la divisién anterior, la diferencia que resulta sera la separacion del
reconocimiento relativo el cual es 6ptimo cuando es cero o el peor cuando es

0.5. Esto se puede ser apreciado en la Ec. (6).

DcL = | (Distancia entre NH2-NH2/4.202) — N | (6)

donde N es el niumero entero mas cercano.”

Reconocimiento:

k | R Optimo

| Menos 6ptimo

I Optimo

Figura 17. Representacion esquematica del Dcr.
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5. Seleccion, analisis estadistico y validacion de un modelo

adecuado

Una vez descartados cientos de descriptores se procedi6 a seleccionar los 50
mejores modelos y de estos se realizé la busqueda intencionada de modelos
que poseian DcrL. Se encontré el modelo representado en la Ec. (7), llamé
nuestra atencién debido a su tamano (posee solo 2 descriptores) y valores
estadisticos aceptables (en la Tabla 2 se muestran cada una de las moléculas
que conforman la serie de exploracién, valores correspondientes a cada
descriptor, actividad experimental, actividad calculada de cada compuesto

de la serie de exploracion y su diferencia).

log (ATm) = -0.77 Der, + 30.02x10-4 G(N..N) + 1.093, (7)

n=27, r?2=0.85, F=6898, s=0.107

Donde:

G(N..N) es un descriptor geométrico que deriva de la estructura
tridimensional que posee la molécula. N y N en referencia a cualquier otro
heteroatomo, es un descriptor molecular simple calculado por la suma de las

distancias geométricas entre todos los pares de un tipo de atomo especifico.

El calculo de la matriz de correlaciéon de los integrantes del modelo nos
muestra la inexistencia de relaciéon entre ambos descriptores como lo

muestra la Tabla 3.
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Tabla 2.  Valores correspondientes a cada descriptor, actividad
experimental, actividad calculada por el modelo de cada
compuesto de la serie de exploracion y la diferencia entre
ambas actividades.

DESCRIPTORES ACTIVIDAD (ATm)
ID DcL G(N..N) Experimental Calculada Residuo
A 0.488 24.316 0.845 0.79 0.055
B 0.406 24.273 0.792 0.853 0.061
C 0.499 24.317 0.69 0.781 0.091
D 0.476 24.437 0.748 0.799 0.051
E 0.467 24.514 0.875 0.807 0.068
F 0.462 24.571 0.845 0.811 0.034
G 0.462 24.118 0.845 0.809 0.036
H 0.088 105.089 1.233 1.341 0.108
I 0.009 95.084 1.362 1.371 0.008
dJ 0.141 95.192 1.362 1.27 0.092
K 0.0088 95.169 1.362 1.372 0.01
L 0.026 95.612 1.378 1.36 0.018
M 0.018 95.454 1.387 1.366 0.021
N 0.067 95.604 1.412 1.328 0.084
(0] 0.153 94.905 1.405 1.26 0.145
I 0.426 250.12 1.479 1.515 0.036
Q 0.464 248.159 1.487 1.48 0.007
R 0.239 78.287 1.233 1.144 0.089
S 0.071 98.504 1.253 1.334 0.081
T 0.349 59.421 0.959 1.003 0.044
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U 0.326
A% 0.358
A 0.475
X 0.498
Y 0.381
Z 0.353
ZA 0.388

59.678

59.322

59.06

58.745

59.085

59.719

59.311

0.857

1.037

1.037

0.968

1.113

0.813

0.732

1.021

0.995

0.904

0.885

0.977

1.0006

0.972

0.164

0.042

0.133

0.083

0.156

0.1876

0.24

Tabla 3. Matriz de correlacion de los descriptores involucrados en el

modelo.
DcL
G(N..N)
6. Diseno de moléculas

DcL

-0.243

G(N..N)

con probable

actividad

como

reconocedores del DNA y empleo del modelo seleccionado

para el calculo de la actividad de dichas moléculas

Para disefiar los dipéptidos fueron seleccionados los siguientes aminoacidos

en base a su diversidad estructural: L-Triptéfano (L-Trp), L-Fenilalanina

(L-Fen), L-Acido glutdmico (L-Glu), D,L-Alanina (D,L-Ala) y D,L-3-

Fenilalanina (D,L-B-Fen). La estereoquimica no se consideré un factor

importante en la seleccién de los aminoacidos, ya que estos fueron los que se
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encontraron disponibles en el laboratorio al momento de comenzar las

sintesis.

Se diseniaron 3 dipéptidos para ser evaluados con el modelo seleccionado:
L-Trp-L-Phe-OH, D,L-Ala-L-Phe-OH y D,L- (-Fen-L-Glu-OH. Como el
descriptor Dci, mide distancia entre los grupos aminos mas alejados dentro
de la molécula, se decidié incorporar en el extremo carboxilo de los péptidos

lo siguiente:

O/\/NHz
|
N
0 o
[ G A\
R HN |
AN

Las cadenas seleccionadas fueron las que se encontraron en el laboratorio al
momento de comenzar el trabajo de laboratorio. Se eligieron cadenas que
poseen aminos primarios y terciarios para ver si las sustituciones podrian
jugar un papel importante en términos de la actividad. Ya establecidos los
parametros de disefio, se procedidé a la construcciéon de las estructuras en
HyperChem y se optimizaron geométricamente con calculos semiempiricos
AM1. Una vez optimizadas las estructuras se calculé la distancia entre los
grupos aminos (en A) en el mismo programa y se realizé el calculo del
descriptor Dcr. Posteriormente se sometieron al calculo del descriptor
G(N..N) con el software DRAGON y ya con los datos recabados se procedi6 a

realizar el calculo de la actividad.
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—— RESULTADOS Y DISCUSION ——

1. Dipéptido L-Trp-L-Phe:

Tabla 4. Valor de los descriptores y actividad calculada para el péptido
base 1 con cada una de las cadenas insertadas en el grupo

carboxilo terminal.

R= DcL G(N..N) Actividad (ATm)
O/\/Nﬂz 0.25 40.289 1.021
| 0.268 37.864 0.868
o ~_NC . . .
e~ NHz 0.438 57.224 1.058
I
N> N 0.310 56.893 1.025
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0

iy

9. D,L-Ala-L-Phe: NH, 0

Tabla 5. Valor de los descriptores y actividad calculada para el péptido
base 2 con cada una de las cadenas insertadas en el grupo

carboxilo terminal.

R= DcL G(N..N) Actividad (ATm)
o>~ NH, 0.074 17.964 1.09
|
O/\/N\ 0.034 17.938 1.12
NH
N Y H2 0.329 33.654 0.893
N
HNT 0.040 30.036 1.152
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ZIT

NH, O

3. D,L-B-Fen-L-Glu: 07 "R

Tabla 6.  Valor de los descriptores y actividad calculada para el péptido
base 3 con cada una de las cadenas insertadas en el grupo

carboxilo terminal.

R= DeL G(N..N) Actividad (ATm)
o~ NHz 0.112 52.334 1.164
|
o NN 0.175 52.982 1.117
NH
e~ NH: 0.253 111.45 1.232
|
N> NN 0.307 110.77 1.189

En base a los resultados, se puede inferir que el péptido 3 es el que exhibe
una mayor actividad y que el descriptor G(N..N) es el responsable de la
actividad. Esto conlleva a afirmar que se prefieren moléculas de longitud
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considerable, que permitan la adopcibn de un mayor numero de

conformaciones para el establecimiento de una mejor interacciéon con el

DNA.

En cuanto a la presencia o no de grupos metilo en el N-terminal de la
cadena incorporada los resultados muestran para el péptido 1 y 3 la
existencia de dichos grupos tiende a reducir la actividad, esto nos lleva a
pensar que es debido al impedimento estérico que se genera. Se observo este
fendmeno de manera no proporcional. Para el péptido 2, esto resulté ser lo
contrario. Se acentiio mas la actividad de las moléculas con la alquilacién de

del grupo amino.

El parrafo anterior demuestra que la actividad no va a estar en base sé6lo de
la alquilacién o no del grupo amino, si no de toda la estructura molecular.
Por ejemplo, el péptido 1 y 2 que se diferencian solo en el aminoacido N-
terminal, se ve que la voluminosidad del biciclo indélico viene a influir en la

actividad negativamente.

Cabe recalcar que aunque ninguna de las moléculas propuestas sobrepasa a
la molécula mas activa que conforma la serie de exploracién, estas
mostraron tener una actividad considerable y mas si se toma en cuenta que

se parte de estructuras “inofensivas” como lo son los aminoacidos.
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SINTESIS

La sintesis de estructuras peptidicas siempre ha sido un reto para la
sintesis organica de innovacién, ya que el punto de partida son aminoacidos
los cuales presentan en muchos casos mas de un centro reactivo. Sin
embargo, las herramientas sintéticas dan la pauta para encontrar tacticas
precisas que favoreceran la formacién del producto buscado, evitando asi la

formacién de subproductos.

La sintesis de los 3 dipéptidos fue una tarea dificil y a menudo extenuante;
como en toda experimentacion de sintesis, es ineludible hacer uso de
diferentes grupos protectores para determinar cual es el mejor companero
del camino sintético a recorrer para llegar al producto esperado. En algunos
casos fue necesario probar diferentes grupos protectores tanto para grupos
aminos como para grupos carboxilos y por consiguiente diferentes medios de
desproteccion fueron empleados. Comenzaré describiendo la sintesis de los
a,a-dipéptidos, comenzando por la reaccién general de proteccion (Fig. 18) y

las condiciones necesarias para llevarse a cabo (Tabla 7).

R
G

Gp O

R
H
0
O

Figura 18. Reaccion general de proteccion de los a-aminoacidos.
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Tabla 7. Condiciones necesarias para realizar las protecciones.
R Condiciones Gp Gp'
Cloroformiato de 0
CH3 H
P
bencilo, NaOH 1 N Ph OJ\
Cloroformiato de 0
H
| ~ Ph” 0
N bencilo, NaOH 1 N
P> SOCls, MeOH H CHj

Ya protegidos los aminoacidos, la reaccién de acoplamiento entre el grupo
amino de un aminoacido y el grupo carboxilo del otro (Fig. 19) fue posible
gracias al uso del agente activante cloroformiato de i-butilo que procede con
la formacion de un anhidrido mixto y el posterior ataque nucleofilico hacia el
grupo carbonilo del péptido N-protegido por parte del grupo amino libre del
aminoacido enlazante, dando como resultado el enlace peptidico. Fue

utilizado THF como disolvente y TEA como agente basificante.

. 0 0 o BBOL O Ry o
%OH N sz)'}\o/ p LA» W)J\g)ﬁ“/ \Gp,
NH NH, THF NH 0

|
Gp Gp
Figura 19. Reaccion de acoplamiento entre 2 aminoacidos.

Los rendimientos de reacciéon para las 2 reacciones de acoplamiento se

detallan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Rendimiento de las reacciones para la sintesis de

a,a—dipéptidos.

R R: Gp Gp' %1
CH; 95.33
PN o
Ph CH
] P07 ?
ne 68

Ambas sintesis resultaron ser muy limpias en cuanto a la formacién de
subproductos, los dipéptidos fueron el producto mayoritario, se purificaron
facilmente por cromatografia en columna. La combinacién de los grupos
protectores, condiciones suaves para la eliminacién de estos y la secuencia

de los aminoacidos en la molécula final contribuy¢ al éxito de las reacciones.

La reaccion general de la desproteccion del grupo carboxilo de los
a,a-dipéptidos se basdé en una hidrélisis alcalina (Fig. 20), el medio de
reaccion fue una mezcla de THF:H20:MeOH (25:3:0.1). Las condiciones de

reaccién y rendimientos se indican en la Tabla 9.

Ro

)\H/OH

(0)

TZ

O R, 0
R o. R
o e r
NH 0 H

N
THF:Hy,0:MeOH !

|
Gp Gp

Figura 20. Reaccion general de O-desproteccion de los a,a-dipéptidos.
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Tabla 9. Condiciones para la O-desprotecciéon del grupo carboxilo y

rendimientos de reaccidn.

R R: Gp' Condiciones %1
CHj 88
PN CHj LiOH 2 M
l 80
HN

La reaccion de desproteccion del grupo amino de los a,a-dipéptidos (Fig. 21)
estda fundamentada en una hidrogendlisis a temperatura ambiente y presion
atmosférica. Las condiciones para realizar y los rendimientos obtenidos se

dan a conocer en la Tabla 10.

0O R,
RW)J\N)\H/OH
NH B0

MeOH NH, H
|
Gp

Figura 21. Reaccién general de N-desproteccion de los a,a-dipéptidos.
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Tabla 10. Condiciones para la N-desproteccion del grupo amino y

rendimientos de reaccidn.

R R» Gp Condiciones % r
CHj 89
(0] Hs, Pd/C (10%
P A
Ph o en peso)
| 80
HN

Con esto ultimo paso se dio por terminada la sintesis de ambos a,a-

dipéptidos.

Para sintetizar el {,a-dipéptido se realizaron determinadas reacciones

(Fig. 22) bajo condiciones descritas en las Tablas 11, 12 y 13.
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Tabla 11. Condiciones de reacciéon y rendimientos obtenidos de las
protecciones de los grupos funcionales que no participan en la

formacién del enlace peptidico.

Gp (amino) Gp' (acido) Condiciones %r

0]
PS )< - BOC, DMF, TEA 94
(6)
(0]
Q O/U\ Fmoc-OSuc, Dioxano,

. 95
O NazCOs3
CHj SOCls, MeOH 97
BnOH, TsOH,
P 75

microondas (40% de potencia)

Tabla 12. Condiciones de reaccion y rendimientos obtenidos del

acoplamiento de los aminoacidos.

Gp Gp' Condiciones %r

CH; N.R.

P > 62.4

i-BBCl, TEA, THF

&
. CHj N.R.
0
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Tabla 13. Condiciones de reaccion y rendimientos obtenidos de las

desprotecciones.
Tipo de Gp Gp' Condiciones % r
desproteccion
Hs, Pd/C (10% en
O- - Ph” > 85

peso), MeOH

(0]
TFA, CHz2Clz, 0° C
N- )J\OJ< ’

La tnica forma en que se obtuvo el (3,a-dipéptido fue empleando los grupos

bencilicos como protectores de los grupos carboxilo y al BOC como protector
del grupo amino. Se cree que los grupos bencilo aumentan la solubilidad del
aminoacido en el THF, ya que con los grupos metilo no se lograba

solubilizar.

Uno de los objetivos trazados en el proyecto fue incorporar minimo 3

diferentes cadenas al (3,a-dipéptido en los extremos carboxilo. Para lograrlo

se realizaron varias reacciones, las cuales no tuvieron el éxito esperado y por

consiguiente no se cumplié este objetivo.

A continuacidén se describe lo realizado:
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1. Incorporacién de las cadenas al dipéptido BOC-B-Fen-a-Glu-OH y

posterior N-desproteccion (Tabla 14).

Tabla 14. Condiciones de reaccién para la incorporacién de las cadenas

laterales al dipéptido BOC--Fen-a-Glu-OH.

Cadena lateral Condiciones Producto
i-BBCl, TEA, THF Inestable
NH
H2N/\/ Gp
DCC, DMAP,CH:2Cl2 N.R.
I i-BBCl, TEA, THF N.R.
HO/\/N\
DCC, DMAP,CH2Cl2 N. R.
| i-BBCl1, TEA, THF N. R.
N
HQN/\/ ~
DCC, DMAP,CH:2Cl2 N. R.

Gp = >Loj\

2. Protegiendo los grupos carboxilicos del L-a-Glu con las cadenas a

incorporar para después acoplar con la D,L-B-Fen N-protegida

(Tabla 15).
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Tabla 15. Condiciones de reaccién para la incorporaciéon de las cadenas

laterales al L-a-Glu.

Cadena lateral Condiciones Producto
N~ NHOP i-BBCl, TEA, THF Inestable
| SOClz N.R.
HO/\/ N\
i-BBCl1, TEA, THF Inestable
| SOCl: N.R.
N
HzN/\/ ~
i-BBCl1, TEA, THF Inestable

Gp = >|\Oj)\

La incorporaciéon de estas cadenas a la estructura base que es el
B,a-dipéptido o al L-a-Glu para O-protegerlo hace que nuestra molécula se
comporta de manera extrana ya que el producto se descomponia rapida y
facilmente, no permitiéndonos con esto continuar con las reacciones
sucesivas y como se mencioné arriba, a esto se atribuye el no cumplimiento

de este objetivo planteado.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo un modelo matematicamente adecuado que posee el

descriptor Dcr.

Se determiné la actividad tedrica de algunos dipéptidos.

Se logro la sintesis quimica en solucién de la base estructural de los

dipéptidos.

Distancias determinadas entre grupos aceptores y donadores de
puentes de hidrégeno en una molécula favorecen la interaccién entre

esta y la diana.

Se prefiere disenar, predecir la actividad y seleccionar las nuevas
moléculas con ayuda de métodos QSAR antes de realizar su sintesis

en el laboratorio.
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PARTE EXPERIMENTAL

Consideraciones generales

El material de vidrio, barras de agitacion y demadas, empleado en el
desarrollo de las reacciones se lavo escrupulosamente antes de utilizarse, se

enjuagb con acetona y se seco en la estufa a 85 ° C.

La purificaciéon de los crudos de reaccion se llevo a cabo por cromatografia en
columna utilizando silica gel 70-230 Mesh y como sistema eluyente el
indicado en cada caso. El monitoreo de las reacciones se realizé6 por
cromatografia en capa fina sobre cromatofolios Merck, empleando como fase
estacionaria silica gel 60 F2s54 y como reveladores se empleo radiaciéon UV y
vapores de yodo. Los puntos de fusién fueron determinados por el método de
Fisher en un equipo marca EVEL Mod. 1237 utilizando

cubreobjetos.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (!H RMN) y de
carbono (133C RMN) se realizaron en equipos Varian 200 y Mercury 400. Los
disolventes deuterados empleados en la obtencién de los espectros fueron:
agua (D20), cloroformo (CDCls), y metanol (CDsOD) con tetrametil silano

como referencia interna.

Los desplazamientos quimicos (6) se reportan en partes por milléon a partir
de la referencia interna (TMS). Las constantes de acoplamiento (J) se
obtienen en Hertz. Para indicar la multiplicidad de las sefiales en 'H se
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utilizan las abreviaturas: a, ancha, s, simple; d, doble; dd, doble de dobles;

t, triple; ¢, cuadruple; y m, multiple.

Sintesis de D,L-B-Fenilalanina. En un matraz balén provisto de agitaciéon

magnética y 25 ml de EtOH se anadieron 2 g de acido malbnico (19.21
mmol), 1.95 ml de benzaldehido (19.21 mmol) y 2.96 g de acetato de amonio
(38.42 mmol). Se llevo a reflujo durante 6 horas y al término de este tiempo
se filtra a vacio enjuagandose con mas EtOH. Se obtuvieron 1.903 g de un

solido blanco (60% de rendimiento) con punto de fusién de 202 ° C.

1H RMN (D20, 400 MHz) § 2.67 (dd, J = 6.59 y 16.11 Hz, 1H, CHs), 2.76
(dd, J = 8.05y 16.11 Hz, 1H, CH>), 4.49 (dd, J = 6.77 y 7.87 Hz,

1H, CH), 7.28-7.36 (m, 5H).

13C RMN (D20, 100 MHz) § 40.67 (CHs), 52.88 (CH), 127.05 y 129.39 (C

aromaticos), 136.22 (C ipso), 177.42 (CO).

H,N 0

Proteccion del grupo amino de la D,L-B-Fenilalanina con BOC. En un

matraz bola provisto de agitacién magnética se colocaron 1.5 g de [-Fen

(9.08 mmol), 15 ml de DMF y 1.9 ml de TEA (13.62 mmol). Se llevo a

agitacién, mientras que en un vaso de precipitados pequeno se disolvieron
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2.17 g de BOC (9.98 mmol) en el menor volumen posible de DMF. Esta
mezcla se afiadié con ayuda de una jeringa al matraz que posee la 3-Fen y se
deja en agitacion durante toda la noche. Se ajust6 el pH a 3 empleando una
solucion de HCI 1 M. Se extrajo con AcOEt, se colect6 la fase organica y se
sec6 con NazSO4 anhidro, se filtré y concentré a presion reducida en el
rotavapor. Se obtuvieron 2.26 g de cristales blancos brillantes (94% de

rendimiento) con un punto de fusién de 123 ° C.

1HRMN  (CDCls, 400 MHz) & 1.4 (s, 9H, 3CHs), 2.88 (s a, 2H, CH.), 5.08

(s a, 1H, CH), 5.3 (s, 1H, NH), 7.22-7.33 (m, 5H).

13C RMN (CDCls, 100 MHz) § 28.72 (CHs), 42.29 (CH2CO), 52.85 (CH),
80.24 (C), 1267.37, 128.26 y 129.48 (C aromaticos), 143.76 (C

ipso), 157.51 (CONH), 174.36 (CO).

>I\ (0] (0]
O)J\N OH
H

Sintesis del p-toluensulfonato del éster dibencilico del L-a-acido
glutamico. En vial se pesaron 1.8 g de L-a-acido glutamico (12.23 mmol),
se le adicionaron 2.56 g de TsOH.H20 (13.45 mmol) y finalmente afiadi 3 ml
de alcohol bencilico. Se expuso a radiacién en un microondas al 40% de su
potencia por 60 segundos, al término de ese lapso se dej6 enfriar a

temperatura ambiente. Se anadieron aproximadamente porciones de 10 ml
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de hexano cuantas veces sea suficiente para eliminar el alcohol sobrante y

otros subproductos indeseables. El producto cristaliza al afiadir AcOEt, se

filtr6 a vacio y se lavé con mas AcOEt. Al final se obtuvieron 4.57 g de un

sé6lido blanco (75% de rendimiento) que funde a 225 ° C.

1H RMN

13C RMN

(CDsOD, 200 MHz) & 2.09-2.26 (m, 2H, CHs), 2.33 (s, 3H,
CHs), 2.42-2.64 (m, 2H, CHy), 4.02, 4.14 (2dd, J = 6.59 Hz, 1H,
CH), , 7.19 (d, J = 8.06 Hz, 2H, 2CH’s), 7.32-7.4 (m,

10H), 7.7 (d, J = 8.064 Hz, 2H, 2CH’s).

(CDsOD, 50 MHz) & 21.31 (CHs), 26.55 (CH.CO), 30.4
(CH.CH), 53.17 (CH), 67.57 y 69.15 (CH.-Ph), 125.44, 127.95,
127.98, 128.05, 128.21, 128.4 y 128.45 (C aromaticos), 135.01,

135.92, 137.54 y 145.7 (C ipso), 170.54 y 171.48 (CO»).

-0 H3N\§:O/\©

®

n

a¥a

o

Sintesis del dipéptido BOC-B-Fen-a-Glu-(OBzl)2. En un matraz balén

provisto de agitacién se colocaron 14 ml de THF, 1.4 g de p-toluensulfonato

del éster dibencilico del L-a-acido glutamico (2.8 mmol) y 0.88 ml de TEA

(6.37 mmol); se puso a agitar durante 3 horas. En otro matraz redondo y

también con agitacién se adicionaron 12.7 ml de THF y 0.67 g de D,L-p-Fen
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N protegida con BOC (2.55 mmol), se llevé a 0 ° C antes de la adicién lenta
de 0.36 ml de cloroformiato de isobutilo (2.8 mmol) disuelto en 3 ml de THF
mediante un embudo de adicién. Se dej6 en agitaciéon 20 minutos; al término
de ese lapso, se le adicioné la solucién que posee el p-toluensulfonato del
éster dibencilico del L-a-acido glutamico a través del mismo embudo de
adicién de manera muy lenta (este se enfrio 20 minutos antes de la adicién
en el refrigerador). Al finalizar, se dejé reaccionar toda la noche. La reaccion
se termindé primeramente filtrando por embudo poroso, eliminando el
disolvente en el rotavapor, lavando con H2O destilada y extrayendo con
AcOEt, se seco la fase acuosa con Na2SO4 anhidro, se filtr6 y se concentr6 en
el rotavapor. Finalmente se purificé por cromatografia en columna
empleando una mezcla 7:3 de hexano:AcOEt como eluyente, obteniéndose
1 g de un sélido blanco (62.4% de rendimiento) con punto de fusién de 118-

120 ° C.

IH RMN  (CDCls, 400 MHz) & 1.38 (s, 9H, 3CHs), 1.77-2.27 (m, 4H,
2CHy»), 2.65 (d a, J = 5.86 Hz, 2H, CHy2), 4.5-4.59 (m, 1H, CH),

4.94-5.11 (m, 5H, 2CH3, CH), 7.1-7.4 (m, 13H).

13C RMN (CDCls, 100 MHz) & 27.01 (CH2CO:Bzl), 28.28 (CHs), 29.7
(CH2CHs), 42.5 (CH;CONH), 51.5 (CHPh), 51.84 (CHCO3Bzl),
66.45 y 67.3 (CH2Ph), 79.54 (C), 125.88, 126.09, 127.27, 127.41,

128.26, 128.28, 128.52, 128.56 y 128.59 (C aromaticos), 135,
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135.66 v 141.39 (C ipso), 155.31 (OCONH), 170.25 y 171.4

(CO9), 172.47 (CONH).
g 0
N 0 P
NH O
BOC
Q7 >Q p

BOC = )CJ)\OJ<

O-desproteccion del dipéptido BOC-f-Fen-a-Glu-(OBzl)s. En un
matraz balén con agitacién magnética se colocaron 1 g del dipéptido BOC-f3-
Fen-a-Glu-(OBzl)2 (1.74 mmol), 10% en peso con respecto al dipéptido de
Pd/C (0.1 g) y aproximadamente 10 ml de MeOH. Se cre6 atmosfera de Ho y
se dejo reaccionar 3 horas. Al finalizar ese lapso se filtré y se eliminé el
disolvente a vacio. Se obtuvieron 0.58 g de un sélido blanco (85% de

rendimiento) que posee un punto de fusién de 160-162 ° C.

H 0)
N OH
NH 0
BOC
Q- _0OH

N-desproteccion del dipéptido BOC-$-Fen-a-Glu-OH. En un matraz
redondo provisto de agitacién se colocaron 0.5 g de dipéptido BOC-f3-Fen-a-

Glu-OH (1.27 mmol), se suspendieron en aproximadamente 10 ml de
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CH2Cly, se llevo a agitaciéon y a una temperatura de 0 ° C se le adicionaron
0.39 ml de TFA (5.07 mmol). Permanecié en agitaciéon a esa temperatura
durante 2 horas y al término de ese lapso se llevd a refrigeracion
(temperatura menor a 4 ° C) y permanecié ahi hasta el siguiente dia. Se
elimino el disolvente y se realizaron lavados con mas CH2Cl2 para eliminar
el exceso de TFA. Finalmente se obtuvieron g de un sélido blanco ( % de

rendimiento) que posee un punto de fusiéon de ° C.

1H RMN  (CDsOD, 400 MHz) & 1.79-1.94 (m, 1H, CHy), 2.12 (m, 2H,
CHy), 2.24-2.32 (m, 1H, CHs), 2.88-3.03 (m, 2H, CHy), 4.33-4.41
(m, 1H, CH), 4.69 (dd, J = 8.33 y 15.28 Hz, 1H, CH), 7.39-7.48

(m, 5H).

1BC RMN (CDsOD, 100 MHz) & 28 (CH2CO:2H), 31.3 (CH2CHy), 40.1
(CH2CONH), 53.61 (CHPh), 53.89 (CHCOzH), 128.08, 128.3 y
130.38 (C aromaticos), 137.5 (C ipso), 173.04 (CONH), 171.59 y

176.55 (CO2H).

ZT

OH
NH, O

Sintesis del clorhidrato del éster metilico de la L-a-Fenilalanina. Se

colocaron en un matraz balén provisto de agitacion 2 g de L-a-Fen (12.1
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mmol) y aproximadamente 15 ml de MeOH. Se llevé a bafio de hielo y se
puso a agitar. Con ayuda de una jeringa de cristal se le afadieron 1.06 ml
de SOClz2 (14.52 mmol) gota a gota y se dejé reaccionar toda la noche. Se
evaporo el exceso de MeOH en el rotavapor, se eliminé el sobrante de SOCl2
con lavados de CH2Cl2. Se obtuvo 2.44 g de cristales blancos alargados (94%

de rendimiento) con punto de fusién de 130 ° C.

IHRMN (D20, 200 MHz) § 3.09 (dd, J = 7.51 y 14.48 Hz, 1H, CHs), 3.23
(dd, J = 5.86 y 14.29 Hz, 1H, CHy), 3.71 (s, 3H, CHs), 4.31 (dd,

J=6.32y7.33, 1H, CH), 7.13-7.53 (m, 5H).

BC RMN (D20, 50 MHz) 6 35.72 (CHy2), 53.72 (CHs), 54.25 (CH), 128.27,

1298.44 y 129.53 (C aromaticos), 133.87 (C ipso), 170.2 (COys).

NH,
Cl

Proteccion del grupo amino del L-a-Triptofano con Cbz. Se pesaron
1.5 g de L-a-Triptéfano (7.34 mmol) y se depositaron en un matraz bola con
agitaciéon magnética, se disolvieron en 25 ml de NaOH 1 N. Se le adicioné
1.08 ml de cloroformiato de bencilo (7.71 mmol) y se dejé reaccionar toda la
noche. Se lav6 con éter etilico en una ocasién y la fase acuosa se llevé a pH

de 4, se extrajo con AcOEt, se sec6é con Naz2SO4 anhidro y se concentro6 en el
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rotavapor. Se obtuvieron 2.24 g de un sélido ambar (90.4% de rendimiento)

con punto de fusién de 115-117 ° C.

IH RMN  (CDCls, 400 MHz) § 3.13 (dd, J = 8.05 y 14.64 Hz, 1H, CHy),
3.33 (dd, J = 4.94 y 14.46 Hz, 1H, CHy), 4.47-4.51 (m, 1H, CH),
6.98 (t a, J = 7.14 Hz, 1H, NCHC), 7.03-7.33 (m, 9H),

7.55 (d, J =7.87 Hz, 1H, NH aromatico), 10.28 (s a, 1H, OH).

BC RMN (CDCls, 100 MHz) 6 28.58 (CH:CH), 56.33 (CH), 67.5
(CH20CO), 111.02, 112.22, 119.25, 119.79, 122.33, 124.45,
128.69, 128.89 y 129.42 (C aromaticos), 138.19 (C ipso), 154.75

(CONH), 175.19 (COzH).

Sintesis del dipéptido Cbz-a-Trp-a-Phe-OMe. En un matraz balén
provisto de agitacion se colocaron 16.2 ml de THF, 0.7 g del clorhidrato del
éster metilico de la L-a-Fen (3.25 mmol) y 1 ml de TEA (7.4 mmol); se puso a
agitar durante 3 horas. En otro matraz redondo y también con agitacion se

adicionaron 14.7 ml de THF y 1 g de L-a-Trp N protegido con Cbz (2.95

69



Disefio de péptidos mediante inteligencia artificial y su sintesis quimica en soluciéon

mmol), se llev a 0 ° C antes de la adiciéon lenta de 0.43 ml de cloroformiato
de isobutilo (3.25 mmol) disuelto en 3 ml de THF mediante un embudo de
adicion. Se dejé en agitacion por 20 minutos; al término de ese lapso, se le
adicioné la solucién que posee el clorhidrato del éster metilico de la L-a-Fen,
(este se enfrio 20 minutos antes de la adicién en el refrigerador) a través de
un embudo de adicion de manera lenta. Al finalizar la adicién, se dejo
reaccionar toda la noche. La reaccion se terminé primeramente filtrando por
embudo poroso, eliminando el disolvente en el rotavapor, lavando con H2O
destilada dos ocasiones y extrayendo con AcOEt, se secé la fase acuosa con
Na2SO4 anhidro, se filtr6 y se concentré en el rotavapor. Finalmente se
purific6 por cromatografia en columna empleando una mezcla 7:3 de
hexano:AcOEt como eluyente, obteniéndose 1.005 g de cristales pequenos en
forma de agujas color amarillo claro (68% de rendimiento) con punto de

fusion de 126 ° C.

IH RMN  (CDCls, 400 MHz) § 2.93 (m, 2H, CHy), 3.11 (dd, J =
7.68 y 14.64 Hz, 1H, CHy), 3.32 (dd, J = 4.2 y 14.09 Hz,
1H, CHy), 3.61 (s, 3H, CHa), 4.5 (d, J = 5.67 Hz, 1H, CH),
4.71 (c, J = 5.85 Hz, 1H, CH), 5.1 (s, 2H, CHy), 5.48 (d,
J =7.14 Hz, 1H, NH), 6.15 (d, J = 7.13 Hz, 1H, NH), 6.78-

8.09 (m, 15H).

13C RMN (CDCls, 100 MHz) & 28.42 (CHy), 37.73 (CHsPh), 52.22

(CHs), 53.22 (CHCOg), 55.3¢4 (CHCONH), 66.97
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(CH:0CO), 110.3, 111.18, 118.81, 119.83, 122.29,
123.405, 126.98, 128.03, 128.15, 128.45, 128.51 y 129.06
(C aromaticos), 136.46 y 136.16 (C 1ipso), 155.98

(CO2CHzy), 170.79 (CO2CHs3), 171.25 (CONH).

O-desproteccion del dipéptido Cbz-a-Trp-a-Phe-OMe. En un matraz
redondo provisto de agitacién se colocaron 1 g del dipéptido Cbz-a-Trp-a-
Phe-OMe (2 mmol) y se disolvieron en 28.1 ml de la mezcla THF:H20:MeOH
(25:3:0.1). Posteriormente se le adicionaron 3 ml de una soluciéon 2 M de
LiOH.H2O (6 mmol) y se dejé reaccionando bajo una fuerte agitacion
durante 3 horas. Al final de ese lapso, la mezcla de reaccién se llevé a un pH
de 3 y se extrae con AcOEt, la fase organica se secod sobre Na2SO4 anhidro,
se filtr6 y se concentrd en el rotavapor. Se obtuvieron 0.82 g de un aceite

amarillo (85% de rendimiento).

0
OH
I H
HN NH 0
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N-desproteccion del dipéptido Cbz-a-Trp-a-Phe-OH. En un matraz
redondo provisto de agitacion se colocaron 0.5 g del dipéptido Cbz-a-Trp-a-
Phe-OH (1 mmol), 10% en peso con respecto al dipéptido de Pd/C (0.05 g) y
aproximadamente 8 ml de MeOH. Se cre6 atmodsfera de Hs y se dejo
reaccionar por 3 horas. Al finalizar ese lapso se filtr6 y se eliminé el
disolvente a vacio, asi se obtuvieron 0.29 g de un sélido amorfo color café

(80% de rendimiento) que posee un punto de fusiéon de 135 ° C

IH RMN  (CDsOD, 400 MHz) & 3.04 (dd, J = 8.97 y 14.09 Hz, 1H,
CHy), 3.18 (dd, J = 8.87 y 15.09 Hz, 1H, CHy), 3.25 (dd,
J = 5.12 y 14.09 Hz, 1H, CHy), 3.43 (dd, J = 5.21 y 15.1
Hz, 2H, CHy), 4.16 (dd, J = 5.4 y 8.32 Hz, 1H, CH), 4.68

(dd, J =5.12 y 8.6 Hz, 1H, CH), 7.03-7.69 (m, 11H).

13C RMN (CD3OD 100 MHz) & 28.68 (CHy2), 38.11 (CH2Ph), 54.65
(CHCO:2H), 55.52 (CHCONH), 107.66, 112.57, 119.13,
120.23, 122.8, 125.87, 127.84, 128.26, 129.49 y 130.22 (C

aromaticos), 138.16 (C ipso), 170.1 (CONH), 174 (COz2H).
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Proteccion del grupo amino de la D,L-a-Alanina con Cbz. Se pesaron
1 g de D,L-a-Alanina (11.1 mmol) y se depositaron en un matraz bola con
agitacién magnética, se disolvieron en 25 ml de NaOH 1 N. Se puso a agitar
fuertemente, posteriormente se le adicion6 1.64 ml de cloroformiato de
bencilo (11.65 mmol) y se dejo reaccionar toda la noche. Se lavd con éter
etilico y la fase acuosa se llevo a pH de 4, se extrajo con AcOEt, se seco con
Na2SO4 anhidro y se concentré en el rotavapor. Se obtuvieron 1.38 g de
cristales en forma de aguja alargados (55.5% de rendimiento) con punto de

fusién de 77-79 ° C.

1IH RMN  (CDCls, 200 MHz) 6 1.46 (d, J = 7.3 Hz, 3H, CHa), 4.41 (¢, J =
7.14 Hz, 1H, CH), 5.12 (s, 2H, CHy), 5.35 (d, J = 6.59, 1H, NH),

5.05-5.36 (m, 5H).

13C RMN (CDCls, 50 MHz) & 18.35 (CHs), 49.42 (CH), 67.1 (CHy),
128.11, 128.25 y 128.53 (C aromaticos), 136.03 (C ipso), 155.81

(CONH), 177.07 (CO).

Sintesis del dipéptido Cbz-a-Ala-a-Phe-OMe. En un matraz balén
provisto de agitacion se colocaron 23 ml de THF, 1 g del clorhidrato del éster

metilico de la L-a-Fen (4.65 mmol) y 1.47 ml de TEA (10.57 mmol); se puso a
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agitar durante 3 horas. En otro matraz redondo y también con agitacion se
adicionaron 21.14 ml de THF y 0.94 g de D,L-a-Ala N protegido con Cbz
(4.22 mmol), se llevo a 0 ° C antes de la adicién lenta de 0.58 ml de
cloroformiato de isobutilo (4.43 mmol) disuelto en 3 ml de THF mediante un
embudo de adicion. Se dejé en agitaciéon durante 20 minutos; al término de
ese lapso, se le adiciond la solucion que posee el clorhidrato del éster
metilico de la L-a-Fen (previamente enfriada en el refrigerador durante 20
minutos) a través del mismo embudo de adicion de manera lenta. Al
finalizar la adicion, se dejé reaccionar toda la noche. La reaccion se terminé
primeramente filtrando por embudo poroso, eliminando el disolvente en el
rotavapor, lavando con HsO destilada dos ocasiones y extrayendo con
AcOEt, se secé la fase acuosa con NaaSO4 anhidro, se filtr6 y se concentr6 en
el rotavapor. El crudo de reaccién se purificé por cromatografia en columna
empleando una mezcla 7:3 hexano:AcOEt y asi se obtuvieron 1.54 g de
cristales pequenos en forma de aguja (95.33% de rendimiento) con punto de

fusion de 72 ° C.

IH RMN  (CDCls, MHz) §

13C RMN (CDCls, MHz) 6
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O-desproteccion del dipéptido Cbz-a-Ala-a-Phe-OMe. En un matraz
redondo provisto de agitacion se colocaron 0.8 g del dipéptido Chbz-a-Ala-a-
Phe-OMe (2.08 mmol) y se disolvieron en 28.1 ml de la mezcla
THF:H20:MeOH (25:3:0.1). Posteriormente se le adicionaron 3.12 ml de una
soluciéon 2 M de LiOH.H20 (6.24 mmol) y se dejé reaccionando bajo una
fuerte agitacion durante 3 horas. Al final de ese lapso, la mezcla de reaccion
se llevé a un pH de 3 y se extrae con AcOEt, la fase organica se soco sobre
Na2SO4 anhidro, se filtré y se concentré en el rotavapor. Se obtuvieron

0.67 g de un aceite amarillo (88% de rendimiento).

N-desproteccion del dipéptido Cbz-a-Ala-a-Phe-OH. En un matraz
redondo provisto de agitacion se colocaron 0.6 g del dipéptido Cbz-a-Ala-a-
Phe-OH (1.62 mmol), 10% en peso con respecto al dipéptido de Pd/C (0.06 g)
y aproximadamente 8 ml de MeOH. Se cre6 atmodsfera de Hs y se dejo
reaccionar por 3 horas. Al finalizar ese lapso se filtr6 y se eliminé el
disolvente a vacio. Se obtuvieron 0.34 g de un sélido blanco (89% de
rendimiento) que posee un punto de fusién de 134 ° C. Se obtuvieron dos

diasteredmeros segun los datos de 'TH RMN.
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IH RMN  (CDsOD, 400 MHz) § 1.2 (d, J = 6.77 Hz, 3H, CHs), 1.44 (d, J =
6.95 Hz, 3H, CHs), 2.88 (dd, J = 9.61 y 13.82 Hz, 1H, CHs), 2.99
(dd, J = 8.42 y 13.91 Hz, 1H, CHy), 3.21 (dd, J = 4.75 y 13.73
Hz, 1H, CHs), 3.29 (dd, J = 3.93 y 13.45 Hz, 1H, CHs), 3.88 (d a,
J = 6.59 Hz, 2H, 2CH’s), 4.48 (dd, J = 4.94 y 8.23 Hz, 1H, CH),

4.55 (dd, J = 4.39 y 9.33 Hz, 1H, CH), 7.13-7.33 (m, 5H).

1BC RMN (CDsOD, 100 MHz) & 17.7 (CHsj), 39.24 (CHyz), 57.06 (CHCHs),
57.61 (CHCHy), 127.45, 129.21 y 130.41 (C aromaticos), 139.45

(C ipso), 170.57 (CONH), 177.62 (CO).

(0]

\)J\N OH
H

NH, 0
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