6. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO

En las ultimas décadas, la deteccion de compuestos de origen natural
inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (ACE) ha despertado interés ya que podria
llevar al descubrimiento de compuestos lideres para el desarrollo de nuevas drogas,
no sélo de aplicacion potencial en Enfermedad de Alzheimer (EA) sino también en
otras patologias relacionadas con desérdenes neuromusculares.

En nuestro pais, contamos con un gran numero de especies vegetales nativas
que aun no han sido cabalmente estudiadas, con una riqueza potencial en estructuras
y actividades bioldgicas aun por descubrir. En trabajos realizados por el grupo en los
ultimos anos se ha optimizado la extraccion de triterpenos a partir de una planta
endémica, Chuquiraga erinacea (Asteraceae) que se encuentra en la region y que ha
mostrado capacidad de inhibir la enzima ACE." Estos triterpenos se caracterizan por
presentar esqueletos con grupos funcionales en posiciones poco comunes, estructuras
que no pueden conseguirse comercialmente. En trabajos recientes se ha observado
que la sulfatacion realizada sobre uno de estos triterpenos naturales, el calenduladiol
(1), condujo a un andlogo (2) que era tres veces mas activo que el calenduladiol, con
un valor de IC50 de 190 pM.?

A partir de estos resultados, se propuso llevar a cabo modificaciones a esta
estructura mediante reacciones quimicas sobre los anillos A y D, asi como sobre el
grupo isopropenilo unido al anillo E, las cuales conducirian a la obtencion de nuevos
derivados, los cuales serian evaluados en su actividad inhibitoria de ACE.

Asimismo surgid el interés en profundizar el estudio de la inhibicién de
colinesterasa por parte de este tipo de compuestos incorporando la deteccion de la
actividad inhibitoria de Butirilcolinesterasa (BuCE), otro tipo de colinesterasa cuyo sitio
activo acepta sustratos mas voluminosos. Los estudios realizados durante los ultimos
afios, indican que BuUCE tiene una mayor participacion en la transmision colinérgica de
lo que se creia anteriormente y que su importancia aumenta a medida que la
enfermedad progresa.® Los estudios sugieren que la inhibicion de ambas enzimas es
una propiedad altamente deseada en la terapia de EA.

En primer lugar, se llevd a cabo la hidrogenacion del doble enlace de la cadena
lateral de 1, permitiendo obtener el analogo 3, mientras que la reaccion de epoxidacion
de ese doble enlace condujo al epodxido 4.* El derivado sulfatado 5 se obtuvo a partir
del correspondiente precursor hidroxilado en C-3 y C-16 (3) con excelente rendimiento,
mediante la optimizacion de la reaccion de sulfatacion ya utilizada para la sintesis del
disulfatado 2 (7 min, microondas vs. 18h a 90 °C),° mientras que el derivado
disulfatado 6, fue obtenido por epoxidacion de 2, con buenos rendimientos (Fig. 1).

Por otra parte se decidid6 abordar nuevas modificaciones quimicas sobre el
triterpeno natural 1y sobre la estructura molecular 7 ya reportada.® La oxidacion con el
reactivo de Jones nos proporcioné dos nuevos compuestos: la dicetona 8, y la
dicetona 9 con un aldehido a, 3 insaturado en el C-30, respectivamente. Ambos
derivados fueron tratados posteriormente con clorhidrato de hidroxilamina’, aislandose
con muy buenos rendimientos las oximas con configuracién E (compuestos 10 y 11,
respectivamente) (Fig.2).

Paralelamente, se obtuvieron también los ésteres 12-15 por esterificacion con
diferentes cloruros de acidos (Fig.2).

Las nuevas entidades moleculares fueron caracterizadas en forma completa
con ayuda de diferentes técnicas de elucidacion estructural.

Se determind la actividad inhibitoria enzimatica frente a la ACE y BuCE de
todos los compuestos obtenidos cuantificando dicha actividad calculando su ICs
(concentracion inhibitoria al 50% de la respuesta enzimatica), o bien el porcentaje de
inhibicion a una determinada concentracion.

Los resultados obtenidos permitieron establecer que la actividad inhibitoria de
colinesterasa para este tipo de compuestos es incrementada en mayor medida por la
introduccion de grupos sulfatos en las posiciones 3 y 16 tanto sobre el triterpeno de



partida con una selectividad hacia BUCE (compuesto 2), como del derivado de cadena
lateral hidrogenada (compuesto 5) el cual resulté ser el analogo mas activo frente a las
dos enzimas y selectivo hacia ACE.%°

También se pudo observar que la oxidacion de la cadena lateral (compuestos 7
y 9) aumenta la inhibicién por parte de los derivados sin sulfatar.’®"’

Estos resultados, junto a otros obtenidos previamente, se encuentran
actualmente en prensa en la revista Bioorganic Medicinal Chemistry.'?

Estas investigaciones fueron financiadas por subsidios otorgados por la UNS,
CIC, ANPCyT y el CONICET.
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Como mencioné en el plan de trabajo correspondiente al periodo 2012-21013,
realicé también investigaciones relacionadas con la Sintesis de Catalizadores
Bimetalicos a partir de Compuestos Organometalicos a fin de concluir mis estudios
referidos a este tema de investigacion.

Estas investigaciones se basan en la sintesis de catalizadores bimetalicos
quirales conteniendo metales de transicion como Ni, Rh y Pt y derivados con ligandos
organicos Opticamente activos de Ge y Sn, para llevar a cabo hidrogenaciones
enantioselectivas de compuestos de interés industrial. El estudio de la actividad
catalitica a partir de compuestos organometalicos con ligandos quirales tiene como
requisito la pureza éptica de estos sustratos. Teniendo en cuenta la metodologia
desarrollada por nosotros, que nos permitié unir ligandos (-)-mentilo con retencién de
configuracién a sistemas que tenian unido al atomo de estafo ligandos mas
voluminosos que los grupos metilo,” se sintetizaron (-)-mentiltributilestafio y hexa-(-)-
mentildiestannano 6pticamente puros, los cuales fueron utilizados para la preparacion
de catalizadores quirales a base de Pt soportados. Se llevé a cabo el estudio de la
hidrogenacion enantioselectiva en fase liquida de 3,4-hexanodiona empleando estos
sistemas cataliticos organobimetalicos. Se observé que los mismos resultaron ser
activos y enantioselectivos, obteniéndose un exceso enantiomérico del 25% para 4-
hidroxi-3-hexanona, sin embargo los mismos mostraron una escasa capacidad
enantiodiferenciadora a los correspondientes dioles (Fig. 3)."
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Figura 3. Hidrogenacion de 3,4-hexanodiona

Estos sistemas fueron probados también en la hidrogenacion de piruvato de
etilo y acetofenona. En la hidrogenacion de piruvato de etilo, se observo la formacion
preferencial del S-lactato de etilo, sin embargo los excesos enantiomeéricos obtenidos
fueron bajos. En relacion a la hidrogenacién de acetofenona, estos sistemas resultaron
ser activos, presentando una alta selectividad al feniletanol y enantioselectivos,
obteniéndose excesos enantioméricos entre 17-24% para el (S)-feniletanol.'

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la hidrogenacion en fase
liquida de 3,4-hexanodiona empleando catalizadores quirales PtSn, se propuso la
sintesis de compuestos organogermanicos para ser utilizadores como modificadores
quirales. Esto compuestos presentan grandes ventajas respecto a los de estafio
principalmente debido a su mayor estabilidad y su no toxicidad. Un paso clave para la
preparacion de los catalizadores quirales es la sintesis de los compuestos
organogermanicos opticamente puros. Se propuso la sintesis de los derivados de tri-(-



)-mentilgermanio por reaccion directa entre el cloruro de (-)-mentilgermanio y GeCly. A
partir del cloruro de tri-(-)-mentilgermanio obtenido, el cual se logré6 obtener con
retencién de la configuracién del grupo inductor de la quiralidad, se sintetizé el metiltri-
(-)-mentilgermanio y el hidruro de tri-(-)-mentilgermanio. A partir de estos
organogermanicos, se prepararon los sistemas Pt-Men;GeMe y Pt-MenzGeH los
cuales, resultaron ser activos y enantioselectivos alcanzandose un exceso
enantiomérico para 4-hidroxi-3-hexanona de 20 y 25%, respectivamente. El exceso
enantiomérico para 3,4-hexanodiol fue del 10% para ambos sistemas, siendo este
valor el doble del obtenido para sistemas organoestannicos similares.'®"

Estas investigaciones fueron financiadas por subsidios otorgados por la UNS,
CICy ANPCyT.
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21. TITULO Y PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PROXIMO PERIODO

“Triterpenos de Origen Natural y Derivados Sintéticos Biolégicamente Activos”

En la actualidad existen cinco drogas aprobadas por la FDA (Food and Drug
Administration) para el tratamiento de la EA, de las cuales se utilizan cuatro, en forma
regular. Tres de ellas son inhibidores de ACE. Su utilizacion se basa en la evidencia
de que los pacientes que poseen la EA padecen de un déficit colinérgico, lo que
condujo a intentar aumentar la funcion colinérgica a fin de modular los sintomas de la
enfermedad y de alli, la utilidad de los inhibidores de la enzima encargada de regular
los niveles de acetilcolina en el cerebro.

Existen numerosos antecedentes de terpenoides naturales como inhibidores de
colinesterasas. Entre ellos, los triterpenos pentaciclicos acido ursélico, taraxerol,
lupeol, eslavinas A y B, acido sumarresindlico entre otros.'®? Los triterpenos,
abundantes en muchas plantas, han sido utilizados en varios casos como cabezas de
serie para estudios de estructura-actividad de derivados semi-sintéticos de triterpenos
bioactivos.?® Por ejemplo, los derivados obtenidos a partir de faradiol con mejor
actividad antiinflamatoria que el triterpeno de partida, o los derivados del acido
betulinico con mejor actividad citotoxica, antiviral, anti-inflamatoria y antimalarica.?*?°
Otro ejemplo es el caso de los triterpenos pentaciclicos del tipo oleanano y ursano
para los cuales se sintetizaron 15 derivados diferentes a partir de una mezcla de a y -
amirina que mediante esterificacion del hidroxilo en C-3 y oxidaciones en otras
posiciones lograron incrementar la actividad antinociceptiva de esta mezcla.?® A pesar
del desarrollo que se ha observado en los ultimos afios en la sintesis de derivados de
triterpenos, lo que ha aportado nuevos avances en el estudio farmacolégico de estos
compuestos, no se encuentran aun en la literatura estudios de estructura-actividad
para triterpenos inhibidores de colinesterasa.

Tomando en cuenta la relevancia de los productos naturales como cabeza de
serie para generar nuevas moléculas bioactivas, el objetivo de este plan continta
siendo la busqueda de nuevos inhibidores de la enzimas Acetilcolinesterasa (ACE) y
Butirilcolinesterasa (BuCE) que puedan ser utilizados como lideres para el desarrollo
de terapias contra la Enfermedad de Alzheimer (EA)."

A partir de la experiencia previa con Chuquiraga erinacea y el calenduladiol (1)
abundante en sus extractos, asi como la deteccidn de actividad inhibitoria de ACE y
BuCE de este metabolito y de los analogos obtenidos a partir de él, surge el interés en
profundizar el estudio de la inhibicion de colinesterasa por parte de este tipo de
compuestos. Considerando que se cuenta con una fuente natural de la cual obtener el
alcohol triterpénico 1 puro en cantidades adecuadas y que este compuesto no esta
comercialmente disponible, se plantean los siguientes objetivos especificos:

» Obtener nuevos derivados, ya sea con otros sustituyentes en las
posiciones 3 y/o 16, asi como con otros grupos funcionales en la cadena
lateral, de manera de completar el estudio ya iniciado.

» Determinar sobre el triterpeno natural la posicion (C-3 6 C-16) y la
orientacion (o 6 ) mas relevante del grupo hidroxilo en relacién a la inhibicién
enzimatica. Dichas modificaciones se llevaran a cabo utilizando reacciones

'De acuerdo a los lineamientos del PNCTI 2012-2015, este proyecto de investigacién se enmarca en el
NSPE 11.3.3.6. Salud, 9. Enfermedades cronicas, complejas con componentes multigénicos y asociadas a
adultos: "Este nucleo esta dedicado a enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, y otras. Como
resultado del aumento de la expectativa de vida y otros factores se cree que la incidencia de las
enfermedades neurodegenerativas se duplicara para el afio 2025."



quimicas anteriormente desarrolladas sobre esta estructura, y otras reportadas
en la bibliografia para triterpenos con estructuras similares.

» Caracterizar las nuevas entidades moleculares en forma completa con
ayuda de diferentes técnicas de elucidacién estructural, evaluar su actividad
inhibitoria in vitro frente a ACE y BuUCE, y estudiar la cinética enzimatica del
inhibidor mas potente al cual posteriormente se le realizard el docking
molecular.

» Estudiar la correlacion entre los cambios estructurales realizados sobre el
triterpeno natural de partida y el aumento o disminucion de la inhibicion enzimatica.
Los resultados obtenidos a partir del estudio de estructura-actividad con todos los
derivados semi-sintéticos permitiran el disefio racional de nuevos inhibidores.

Los estudios realizados hasta el momento permitieron establecer que la actividad
inhibitoria de colinesterasa para este tipo de triterpenos es incrementada por la
introduccion de grupos sulfatos en las posiciones 3 y 16 tanto sobre el triterpeno de
partida como del derivado de cadena lateral hidrogenada. Con el objeto de determinar
qué posicion (derivado sulfatado en C-3 6 en C-16) favorece mas la interaccién con la
enzima, se propone el siguiente esquema de sintesis (Fig. 4). Para llegar a la
obtencion de 3-sulfatocalenduladiol (20) y 16-sulfatocalenduladiol (21) se obtendran en
principio los derivados monoacetilados 16 y 17. En una experiencia previa, durante la
sintesis del derivado diacetilado de calenduladiol, se observd la formacion de los
correspondientes derivados monoacetilados.?” Estos compuestos que presentaban
diferentes Rf en TLC, fueron separados por cromatografia en columna de silicagel y
caracterizados por RMN. Se propone entonces, optimizar las condiciones de reaccion
de manera de obtener mayoritariamente los compuestos 16 y 17, en cantidades
suficientes para las siguientes etapas de sintesis y por separado. La sulfatacion a
partir de 16, permitira obtener el derivado 18. La hidrdlisis suave de 18 conducira al
analogo 3-sulfatocalenduladiol (compuesto 20), utilizando condiciones ya reportadas
para otros derivados.”® La misma secuencia de sintesis pero sobre el derivado
monoacetilado 17, permitira obtener el intermediario 19, que por hidrolisis conducira al
analogo 16-sulfatocalenduladiol (compuesto 21).

16: R=H, R'=Ac 17:R=H,R’=Ac

18: R= SOsNa*, R'= Ac 19 R= SOz Na*, R'= Ac

a(
20: R=SOzNa*, R'= OH 21: R= SOz Na*, R'= OH

Figura 4. Reactivos y condiciones: (a) Ac,0O, Py, DMAP (b) 4 equiv. Me3N.SO3, DMF, MW, 7 min, 150 °C; (c) Amberlite CG-120 (MeOH);
(d) BBTO, tolueno.

Se ha observado que la epimerizacion de los grupos hidroxilos en
triterpenoides de la serie lupano puede resultar en una mejora de la actividad biolégica
de los mismos. Por ejemplo, Symon y col observaron un aumento de la actividad frente
a melanoma para la serie 3p-hidroxi-, 3-ceto-, 3a-hidroxi derivados del acido
betulinico.?® Otros autores informan también, que la estereoquimica del grupo hidroxilo
en el C-3 puede modificar la actividad anti-inflamatoria de este tipo de triterpenos.*
Considerando que la actividad inhibitoria de colinesterasa de calenduladiol (1) y de sus
analogos podria ser modificada por la orientacién de los sustituyentes en las
posiciones 3 y 6, y que se dispone del compuesto 1 natural que tiene los hidroxilos en



las posiciones 33 y 16p, se propone dilucidar cual es la orientacién que mas favorece
la interaccién de estos triterpenoides con la enzima.

Para llegar a la obtencién de 3a-calenduladiol (25) y 16a-calenduladiol (26) se
obtendra en principio, a través de la oxidacion con el reactivo de Jones, una mezcla de
los derivados 3-oxocalenduladiol (23) y 16-oxocalenduladiol (24), los cuales seran
separados por cromatografia. La reduccion del grupo carbonilo de 23 y 24 se realizara
en colaboracién con la Dra. Virginia Vetere (CINDECA, UNLP), quien posee una
amplia experiencia en hidrogenaciones quimio- y estereoselectivas de terpenos y
terpenonas a través de catalisis heterogénea. En ambos casos se prevé obtener una
mezcla en proporciones variables de epicalenduladiol (3 6 16) y calenduladiol (1), los
cuales seran separados por HPLC (Fig. 5). Esta secuencia de sintesis se realizara en
primer término sobre el lupeol (22), extraido también de Chuquiraga erinacea, y una
vez optimizadas las condiciones de reaccion, se llevara a cabo sobre el calenduladiol

A1).

22:R'=H (a) reactivo de Jones

25: R?%= ¢-OH, H 26: R?= -OH, H
1: R?= B-OH, H 1: R%= B-OH, H
Figura 5

Las modificaciones quimicas llevadas a cabo sobre el triterpeno natural 1 y
sobre la estructura molecular 7, nos permitieron obtener, a través de 8 y 9, las
correspondientes oximas (10 y 11) (ver informe). Teniendo en cuenta que éstas fueron
obtenidas con muy buenos rendimientos y como un soélo isémero (E), se propone la
reduccion de las mismas con diferentes agentes reductores,”®' a fin de evaluar el
efecto de la incorporacion de grupos amino en estas estructuras en la actividad
inhibitoria de ACE y BuUCE. La reduccién se llevara a cabo en primer lugar sobre la
oxima de lupeol (27), la cual sera obtenida a partir de lupeol (22) por oxidacién y
posterior reaccion con clorhidrato de hidroxilamina, y una vez optimizadas las
condiciones de reaccion para obtener 28, se realizara sobre los derivados 10 y 11, los
cuales conduciran a las aminas 29 y 30, respectivamente.
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27: X,~ H'H RZ CH, 28:X,"HH RTCH,3
10: X,~ NOH R” CH 29: X,~ H'NH, R CH,4
11: X5~ NOH R™ HC™NOH 30: X,~ H'NH, R= CH,NH,

Figura 6



Las nuevas moléculas seran caracterizadas en forma completa utilizando
principalmente RMN de 'H y "*C, EM, anélisis elemental, etc,. Los analogos 16-30
seran evaluados como inhibidores de ACE y BuCE. La actividad inhibitoria de ACE
(type IV-S de electric eel, E.C. 3.1.1.7) y BuCE (de suero equino, E.C. 3.1.1.8) se
determinara por el método de Eliman.*

Una vez determinado el tipo de inhibicion de un inhibidor de interés, se
procedera a estudiar su interaccion con la enzima o con el complejo enzima-sustrato
segun el caso, utilizando la estructura de la enzima ACE del Protein Data Bank. Se
buscara dilucidar si el inhibidor es capaz de entrar en la hendidura que contiene en su
parte mas profunda el sitio activo de la enzima o si es capaz de interaccionar con el
PAS vy, en cada caso qué tipo de interacciones son posibles. Con esta informacién se
podra analizar cuales son las modificaciones que conviene realizar sobre la estructura
del inhibidor de manera de potenciar su actividad.

Asimismo, todos los derivados obtenidos seran evaluados en su actividad
citotoxica frente a lineas celulares de cancer de préstata (PC-3 y LNCaP). Esta parte
del trabajo se desarrollara en colaboracion con el grupo del Dr. Juan C. Calvo (IBYME,
CONICET, UBA).

Parte del trabajo experimental sera desarrollado por la alumna de Farmacia
Natalia P. Lépez, a quién se le otorgd una Beca de Entrenamiento para Alumnos
Universitarios de la CIC, para el periodo 2013-2014. En 2015 iniciara su Tesis Doctoral
dentro de nuestro grupo de investigacion.

Este plan sera financiado por la CIC, a través del Subsidio de Investigacion
otorgado recientemente del cual soy miembro integrante de Grupo de Investigacion,
por la ANPCyT y por la UNS.
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