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RESUMEN

Una estrategia hacia el desarrollo de nue-
vos agentes terapéuticos e inmunoprofi-
lacticos contra enfermedades transmisi-
bles consiste en la alteracion de la
identidad quimica del enlace peptidico
entre dos aminoacidos determinados, asi
como la modificacion de la conformacion
de los carbonos alpha de tales residuos.
En este sentido se ha explorado exitosa-
mente la sustitucion de un enlace peptidi-
co de la forma normal [CO-NH] por enla-
ces isosteros del tipo amida reducida
W[CH,-NH] para generar pseudopépti-
dos modulados estructural y funcional-
mente como potenciales componenies de
nuevas generaciones de vacunas sintéti-
cas. Con el objeto de oblener nuevos isds-
teros del enlace peptidico, proponemos el
disefio y la sintesis de pseudodipéptidos
que contienen motivos urea en su esquele-

to peptidico para generar nuevas restric-
ciones conformacionales de la molécula
como oligébmeros de urea o ureidopépti-
dos W[NH-CO-NH].

Palabras clave: enlace peptidico, ureido-
peptido, pseudopeptido.

ABSTRACT

A strategy towards the development of
new therapeutic and inmunoprophylactic
agents against transmissible diseases con-
sists on the alteration of the chemical
identity of a peptide bond between two
determined amino acids, as well as the
modification specific alpha carbons’ con-
formation of such residues. In this sense,
the substitution of a peptide bond whose
normal form [CO-NH] has been success-
fully explored by obtaining reduced ami-
de W[CH,-NH] isoster bonds to allow
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structural and functionally modulated
pseudopeptides as potential component of
new synthetic vaccine generations. With
the aim of obtaining new peptide bond
isosters, we propose the design and
synthesis of Pseudo-dipeptides that con-
tain urea motifs in their peptide backbone
to generate novel conformational restrai-
ned molecules as urea or ureidopepti-
de-based W|NH-CO-NH] oligomers.

Key words: Peptide bond, ureidopeptide,
pseudopeptide.

INTRODUCCION

La obtencion de nuevos agentes capaces
de bloquear las interacciones hospedero-
patégeno reside en gran parte en los com-
plejos mecanismos moleculares emplea-
dos por los agentes patdgenos para unirse
a una célula blanco y posteriormente in-
fectarla y desencadenar enfermedad.
Normalmente los ligandos empleados
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por los microorganismos patogenos al
ser humano estan constituidos por protei-
nas y peptidos de mediano tamarnio mole-
cular. La mayoria de estos ligandos esta
constituida por residuos de aminoacidos
de conformacion L y se cree que la inte-
raccion de estos ligandos con receptores
celulares es de tipo estereoespecifica me-
diada por interacciones de tipo quiral en-
tre las moléculas de los dos agentes inte-
ractuantes.

En los tltimos 25 afos se ha dedicado
bastante investigacion a la transforma-
cion quimica del enlace y esqueleto pepti-
dico. La obtencién de anilogos no hidro-
lizables del enlace peptidico conocidos
como pseudopéptidos y denotados por la
nomenclatura W[ ] propuesta por Spatola
(1) ha sido reconocida como una podero-
sa herramienta para mejorar tanto las pro-
piedades biologicas de los péptidos como
su estabilidad a la protedlisis por prolon-
gacion de los tiempos de vida media de
estas nuevas moléculas y, en consecuen-

cia, se presentan como elementos
importantes para el disefo de nue-
vas vacunas e inhibidores enzi-
maticos con rasgos conformacio-
nales determinados (2).

Una nueva aproximacion hacia
la modificacion quimica del esque-
leto peptidico es la introduccion de
motivos  del tipo urea [NH-
CO-NH] como sustitutos de un en-
lace peptidico nawral [CO-NH].
En la Figura 1 se observa la rela-
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cion entre un enlace peptidico nor-
mal y algunos de sus principales
analogos. Recientemente se han
descrito varias familias de biopoli-
meros con esqueletos peptidicos

Figura 1. El enlace peptidico y algunas de sus formas isostéricas.
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otros las oligoureas unidas N.N'-
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[N(CONHR)- (CH:2)w-]n (3), [NH-CHR-
CH>-NH-CO-]n (4), ureidopeptoides [NR-
CH:-CHz-NH- CO-Js, y ureas ciclicas oli-
gomeras (5).

De esta manera el motivo urea surge
como un elemento importante que debe
ser considerado para el desarrollo de nue-
vas vacunas y medicamentos debido a su
estabilidad frente al metabolismo y a sus
propiedades para formar pucntes de hi-
drégeno (6, 7). En estado sélido las oli-
goureas N, N -disubstituidas se encuen-
tran frecuentemente involucradas en
autocomplementaridad intermolecular bi-
direccional mediante puentes de hidroge-
no debido a la geometria trans de los dos
enlaces amida. Norwick y colaboradores
establecieron una metodologia para imi-
tar estructuras moleculares del tipo hebra
B, vueltas tipo horquilla hairpin turns me-
diante la incorporacion de motivos urea
en un esqueleto peptidico dado (3 y 8).

En este contexto, el objeto de este tra-
bajo es la obtencion de los sintones necesa-
rios para la inclusién del motivo urea
W|NH-CO-NH] en la obtencién de pseu-
dopéptidos modificados entre dos « ami-
noacidos vecinos como sustituyente de un
enlace peptidico dado [CO-NH]. me-
diante la investigacion de la sintesis de
carbamatos del tipo O-succinimidil deri-
vados de «-aminoicidos protegidos en
su funcion amino terminal para obtener
ureido-péptidos como nuevos tipos de
pseudopéptidos.

MATERIALES Y METODOS

Todos los ¢-aminoacidos utilizados en este
trabajo se obtuvieron de Neosystem o de
Novabiochem. El tetrahidrofurano (THF)
se destil6 en laboratorio empleando la es-

trategia potasio o sodio/benzofenona bajo
atmdsfera inerte de Argon (Ar). El tolueno
se destil6 sobre P,O; y se almaceno sobre
tamiz molecular de 4 A. Los analisis cro-
matograficos se realizaron por medio de
HPLC-FR en una columna analitica C,4
Nucleosil (5 pm, 3,9 150 mm) empleando
un gradiente lineal de solvente A (0,1%
acido trifluoroacético-TFA en H,0) y B
(0.08% TFA en acetonitrilo-MeCN) con
un flujo de elusién de 1,2 mL/min con de-
teccion UV a 214 nm.

Los andlisis RMN 'H y C se realiza-
ron en un equipo Bruker de 200 MHz,
empleando los solventes deuterados pro-
ducidos por Merck (Darmstadt).

Obtencion de los O-Succinimidil
carbamatos 4, 12 y 39

Se disolvieron 10 mmol de ¢-aminoici-
dos protegidos en su funcién amino con
los grupos protectores t-Boc (rert-butilo-
xicarbonilo) compuesto 12 o Fmoc
(9-fluorenilmetiloxicarbonilo) compues-
tos 4 (Figura 2) y 39 (Figura 3) en 30 mL
de THF bajo atmdstera inerte de Ar, esta
solucion se enfrio hasta -20 °C. Poste-
riormente se adiciond (1,1 equivalentes)
de cloroformiato de etilo (EtOCOCI) y
1,1 equivalentes de N-metilmorfolina
(NMM), seguidamente la suspension re-
sultante se llevo a -5 °C y se tratd con una
disolucion acuosa de NaN; (2.5 equiva-
lentes). Posteriormente la mezcla se agité
durante cinco minutos, se diluyd en aceta-
to de etilo (EtOAc) y se lavé con una solu-
cién saturada de cloruro de sodio. Por il-
timo este producto de secé sobre MgSO,
y se concentrd bajo presién reducida para
obtener asi la acilazida 2, la cual se em-
pleé para la siguiente etapa de reacciones
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sin purificaciones adicionales. Posterior-
mentie el compuesio 2 se calentd a 65 °C
con agitacion constante para dar lugar a la
formacion del producto 3 por rearreglo de
Curtius (10). Finalmente se adiciond 1
equivalente de N-hidroxisuccinimida y un
equivalente de piridina. La mezcla se agi-
1 por cinco minutos a la misma tempera-
tura v luego se dejo enfriar hasta tempera-
tura ambienie. En la mayoria de los casos
¢l compuesto esperado se cristalizo en la
solucion de tolueno lo cual facilitd su se-
paracion mediante filtracién. Luego de
recristalizacion del compuesto a partir de
la solucion de tolueno se obtuvo el com-
puesto puro O-succinimidil carbamato 4,

Los codigos asignados a cada producto
son consecutivos de una lista de 100 com-
puestos obtenidos entotal. En este trabajo
hacemos referencia sélo a los productos
11, 12, 34, 36 vy 39.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de -Boc-gSer(Bzl)-COOSu
(11): #-Boc-Ser(Bzl)-OH (11.8 g. 40

mmol) se tratd de acuerdo con el procedi-
miento general descrito anteriormente. La
recristalizacién en la disolucion tolueno
produjo el compuesto 11 (12,14 g, 60,
25%) como un s6lido blanco (Figura 5).
El analisis por HPLC-FR mostré un 7 de
12 88 minutos (gradiente lineal 20-80%
B, 20 min). El analisis por RMN-'H
([D,JDMSO, 200 MHz): 6 = 1,35 (s, 9H,
C(CH3);). 2,73 (s, 4H, CH,CH,), 3,46 (d,
J = 6,6 Hz, 2H, CHCH,), 4,46 (s, 2H,
OCH,CHy)., 5.07-521 (m, IH,
NHCHNH), 7,19-7.36 (m, 5H, H arom.),
7,38 (amplio d, 1H, NHCO,C(CH,).),
8,67 (ampliod, ] = 7.6, 1H, NHCO,Su).
RMN-C (|D,JDMSO, 50 MHz): 6 =
25,2 (CH,), 28,0 (CH,), 59,0 (CH), 69,8
(CH,), 72,0(CH,), 78,4 (C), 127.5 (CH),
128,1 (CH), 138,0 (C), 150.8 (C), 154 4
(C), 170.7 (C). HRMS m/e C3;H,N,O;
(M + H)" calculada 408,18, encontrada
408.25 (m/z), Estos datos permitieron de-
terminar la identidad del compuesto obte-
nido acorde con lo propuesto en el disefio
experimental.
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Figura 2. Sintesis de derivados O-succinimidil carbamatos a partir de -N- aminoacidos protegidos.
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Figura 3. Transformacion quimica de la funcion C-terminal del dipéptido Fmoc-L-Leu-L-Ala para la obten-

cion del derivado O-succinimidil carbamato.

Obtencién de f-Boc-gSer(Bzl)-W[NH-
CO-NH]-D-Leu-N-Me (12): se disolvie-
ron 1,15 g, 2,83 mmol del compuesto 11
en 10 mL de N N’-dimetilformamida
(DMF) y se adicionaron 1,1 equivalentes
de ;HN(+)-D-Leu-NH(Me) (1,15 g, 2,83
mmol) y luego se adicionaron 1,5 equiva-
lentes de diisopropieltilamida (DIEA). La
mezcla se dejo reaccionar durante dos ho-
ras con agitacién constante a temperatura
ambiente. Luego de recristalizacion en
tolueno se obtuvieron 0.9 g del producto
de reaccion 12 (Figura 5) como un sélido
amorfo blanco con un rendimiento del
73.13%. El analisis por HPLC-FR mos-
tré un ¢, de 10,22 min (gradiente lineal de
30-100% B, 20 min), El andlisis por
RMN-'H ([D,]DMSO, 200 MHz): § =
1,35 (s, 9H, C(CHy)y), 1,52 (m, IH

Leu), 2, 01 (s, 2H, C, Leu), 2,5 (d, 3H,
N-CH,), 3,35 (s, 1H, C, gSer), 4,25 (c.
IH, Ca, D-Leu), 4,55 (s, 2H,
-CH,-C¢Hs), 5,22 (m. 1H, Ca, gSer),

6,25 (d, 1H, N-H D-Leu), 6,45 (d, 1H,
N-H-CQ), 7,10 (banda ancha, 1H, NH-
Ca, gSer). 7,3 (s, SHH-C,H..), 7.85(d,
1H, CO-NH-CH;), como se observa en la
Figura 6. Como en el caso anterior, estos
datos permitieron determinar la identidad
del compuesto obtenido de acuerdo con el
disefio planteado.

Obtencion de Fmoc-Leu-gAla- COOSu,
compuesto 39: se disolvieron 1,27 g (7
mmol) de H-AlaOBu.HCI en 15 mL de
DMF, A esta disolucion se adicionaron
1,05 equivalentes de Fmoc-L-Leu en pre-
sencia de 1,05 equivalentes de Benzotria-
zol-1-iloxitris-(dimetilamino)-fosfoniohe-
xafluorofosfato (BOP) y 3 equivalentes de
DIEA, tal como se describié anteriormen-
te. Esta mezcla se dejo reaccionar con agi-
tacion durante dos horas y posteriormente
el producto 34 se traté con una solucion de
NaHCO, para formar 3,4 g de un precipi-
tado blancuzco el cual se lavo con agua y
se concentro por rota-evaporacion del sol-
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vente. El rendimiento de la reaccion fue
del 90,84%. El analisis por HPLC-FR
mostrd un 7 15,2 min (Figura 4). Poste-
riormente, el compuesto 34 se tratG con 20
mL de 4cido trifluoroacético (TFA) al
100 % durante 30 minutos. El producto ob-
tenido (36) se extrajo seguidamente con
éter etilico (Et,0) y n-hexano. Por iltimo,
36 se concentr( por rota-evaporacion para
la obtencion de 1.61 g del compuesto arro-
jando un rendimiento de reaccién del
53,61 %. El anilisis por HPLC-FR mostr6
un fp 14,4 min (Figura 4). Estos datos per-
mitieron determinar la identidad del com-
puesto obtenido acorde con el disefio expe-
rimental planteado.

Finalmente, 1,56 g (3,675 mmol) del
compuesto 36 se trataron como se descri-
bi0 anteriormente para la formacion del
derivado carbamato O-succinimida, de
esta manera se produjeron 1.659 g (3,18
mmol) del compuésto objetivo 39 como
un s6lido blanco, con un rendimiento de
reaccion del 89,12%. El andlisis por
HPLC-FR mostré un & 17,1 min em-
pleando un gradiente lineal del 20-80%

Ua

07s
050

025
25 —

B. 20 minutos en todos los casos como se
observa en la Figura 4.

Los resultados encontrados en este
trabajo concuerdan con los resultados
reportados por Goodman y colaborado-
res en un estudio dirigido a la obtencion
de residuos alquilo gem-diamino diacila-
dos derivados de Boc-, Z- y acetil fenila-
lanina. Ellos encontraron que reacciones
laterales asociadas con la adicion de
MeOH o alcohol bencilico al correspon-
diente isocianato varian con la naturale-
za del grupo protector de la funcién ami-
no del aminodcido, en este sentido la
proteccion de esta funcién con el grupo
acetilo (AcO) ofrece mejores resultados
que el grupo Z (CI-Bzl) que a su vez es
mejor que el grupo -Boc (11).

CONCLUSIONES

Viabilidad de la obtencion de
derivados O-succinimidil carbamatos

A pesar de que se sabe que el rearreglo
de Curtius se lleva a cabo manteniendo

-0.20

Figura 4. Seguimiento cromatografico por HPLC-FR de la transformacion quimica de la funcion C-terminal
del dipéptido Fmoe-L-Leu-L-Ala-OtBru 34 para la obtencion del derivado O-succinimidil carbamato 39,
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Figura 5. Obtencion del pseudodipéptido del tipo ureido /-Boc-L-Ser(Bzl)-[NH-CO-NH]-D-Leu-N-Me (12).
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Figura 6. Perfil proténico por RMN-'H del pseudo dipéptido del tipo ureido r-Boc-L-Ser(Bzl)-
[NH-CO-NH]-D-Leu-N-Me (12).

la configuraciéon (10, 12), es posible  Reactividad de los O-succinimidil

que ocurra epimerizacién durante la  carbamatos

formacion de la acilazida 2, o durante la

reacci6n del grupo isocianato 3 con la  Como se esperaba, los carbamatos 11 y
N-hidroxisuccinimida (13, 14). 39 derivados de g-aminoacidos, el prime-
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ro protegido por el grupo i-Boc y el segun-
do con Fmoc, reaccionan rapida y limpia-
mente con aminas primarias y secundarias
como son los grupos amino libres de dife-
rentes residuos de aminodcidos para dar lu-
gar a la formacion de los correspondientes
ureido-dipéptidos [NH-CO-NH] con bue-
nos rendimientos de reaccién, entreun 70 a
90%. La obtencion del pseudodipéptido
1-Boc-gSer(Bz]l)-[NH-CO-NH]-D-
Leu-N-Me 12, fue posible debido a la
reactividad del derivado O-succinimida
1-Boc-gSer(Bzl)-COOSu 11 con la amina
primaria del residuo HN(+)-D-Leu-
NH(Me). Este compuesto es un potencial
formador de oligémeros de urea para la
obtencion posterior de cadenas pseudo-
peptidicas con potencial restriccion con-
formacional a hebras tipo .

La versatilidad del procedimiento para
obtencién de blogues pequefios o deriva-
dos O-succinimidil carbamatos a partir de
-aminodcidos protegidos en su funcién
amino con el grupo -Boc o el grupo
Fmoc, constituye una herramienta para la
obtencién de oligdmeros de urea como
isdsteros de enlaces peptidicos con apli-
cacion hacia el desarrollo de moléculas
moduladas estructuralmente para ser eva-
luadas como nuevos tipos de inmunoge-
nos en enfermedades transmisibles como
la malaria.
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