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Sintesi dels Diacilglicerols d’Arginina XXRAc

Reproduint la sintesi descrita per [Perez L i col., 2004a], s’han sintetitzat dos
tensioactius cationics d’estructura glicerolipidica derivats de ’aminoacid arginina,
1212RAc i 1414RAc (XXRAc). Abans de la descripcié de la ruta sintetica i del
procediment experimental, es descriuen a continuacié les técniques emprades en la

sintesi d’aquests diacilglicerols d’arginina.

» Técniques utilitzades en la sintesi dels diacilglicerols d’arginina XXRAc

Teécniques cromatografiques

Les técniques cromatografiques es basen en les diferents afinitats que tenen les
substancies per la fase mobil i estaciondria, que donen com a resultat diferents
velocitats de migracio.

= Cromatografia de capa fina (CCF)

La cromatografia de capa fina és una técnica analitica utilitzada per a la separacio i
caracteritzacié dels components d’una mescla. Les seves aplicacions inclouen la
determinacio de la puresa d’un compost, el seguiment d’una reaccio i la determinacio
de la composicié d’una mescla.

La CCF s’ha realitzat en cromatofol-lis de gel de silice Merck 60 Fys4, fent servir
un indicador de fluorescéncia. La velocitat de migracid (factor de retencio, R¢) depen
tant de la polaritat relativa de les substancies com de la polaritat de la fase mobil
emprada (o eluent). La fase mobil que s’ha utilitzat €s cloroform/metanol 7:3 (v/v).

Els reveladors de capa fina emprats [Merck E, 1972], en funcié dels grups
funcionals dels components a caracteritzar, son els segiients:

- Cl,/ o-toluidina: revelador d’amides, préviament transformades en cloramides

en una atmosfera de clor.

- Verd de bromocresol: revelador d’acids.

= Cromatografia d’adsorcio en columna (CC)

La cromatografia d’adsorcié en columna té com a finalitat la separacid de diferents
compostos d’una mescla per diferéncia de polaritats. La fase estacionaria que s’ha
utilitzat és el gel de silice (SiO;) i1 ha estat compactada amb cloroform. Com a fase

mobil, s’han emprat gradients de polaritat creixents de la mescla cloroform/metanol.
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Sintesi dels Diacilglicerols d’Arginina XXRAc

= Cromatografia liquida d’alta eficacia analitica (HPLC)
Per determinar tant ’avang de la reaccié com el grau de puresa dels productes de
sintesi, s’ha utilitzat la cromatografia liquida d’alta eficacia.

S’ha utilitzat com a fase estacionaria la columna Lichrospher 100 CN
(propilciano) de 5 um, de dimensions 250X4 mm, obtenint uns temps de retencio (tg)

caracteristics per cada compost, en funcio de la polaritat de la fase mobil emprada.

Les condicions de treball han estat les segiients:

- Fasemobil:  fase A: aigua/ 0.1% acid trifluoroacétic (TFA)
fase B: acetonitril / aigua 4:1 + 0.085% TFA

- Longitud d’ona de deteccio: 215 nm

- Gradient de la fase mobil: A la Taula 1 es mostren els dos gradients de
polaritat decreixent emprats en la cromatografia liquida d’alta eficacia
analitica: el gradient A s’ha utilitzat per controlar I’avang de la reaccid mentre
que el gradient B s’ha utilitzat per determinar el grau de puresa dels productes

de sintesi.

Taula 1. Gradients de polaritat decreixent emprats com a fase mobil en la cromatografia liquida d’alta

eficacia analitica.

Gradient temps, min Sflux, ml/min % fase A % fase B
0 1 75 25
A 24 1 5 95
27 1 5 95
0 1 50 50
B 13 1 5 95
16 1 5 95
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Sintesi dels Diacilglicerols d’Arginina XXRAc

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

L’espectroscopia de ressonancia magnética nuclear ha permes tant controlar el progrés
de la reaccid com caracteritzar estructuralment els productes resultants de la mateixa.
En ambdos casos s'han realitzat mesures tant de ressonancia de proté (‘H-RMN) com
de carboni (*C-RMN). S’ha emprat el senyal del solvent, metanol deuterat, com a

senyal de referéncia.

» Ruta sinteética dels diacilglicerols d’arginina XXRAc

La ruta sintetica per 1’obtencié dels tensioactius cationics derivats dels diacilglicerols
d’arginina acetilats (XXRAc) consta de dues etapes. La primera etapa consisteix en la
condensacid del grup carboxilic del clorhidrat de la N"-acetil-L-arginina (producte
comercial) amb una de les funcions primaria del glicerol, formant-se un enllag¢ ester.
Aquesta reaccié s’ha dut a terme enzimaticament utilitzant el Novozym®“435. El
producte resultant és el clorhidrat de 1’1-O-(N%-acetil-L-argininil) glicerol’ (00RAc)
[Moran C i col., 2001], Esquema 4.

0 OH
J no._AL__on Q
HY H OH HNJ\
HO\”/k/\/ NY+NH2 HO\)\/O\”/'-\‘H/\/ ﬁ NH,
' Cr Novozym®435 j/’* -
0 NH, Is) NH, a
00RAc

Esquema 4. Sintesi enzimatica del clorhidrat de 1’ 1-O-(N*-acetil-L-argininil) glicerol (0ORAC).

La segona etapa €s una acilacio dels dos grups hidroxils lliures del 00RAc amb el
clorur d’acid corresponent, donant lloc a la mescla mono- (XO0RAc)/diacilglicérid

(XXRAC) derivats d’arginina [Perez L i col., 2004a], Esquema 5.

" Aquest producte va ser sintetitzat al laboratori del Dr. Pere Clapés.
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Sintesi dels Diacilglicerols d’Arginina XXRAc

(6}
\H

HO\)\/O\”/K/\/PNI _NH,
T cr

piridina
(0]

O
\M?l\)j\o NI?UI\ OH HN J\ o
O\}\/O\H/k/\/ NH_NH, + MO\)\/O\")Q'I/\/N NH,
n + R n \|,7’+ _
0 Cl o . Cl

0 NH,
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Esquema 5. Esquema general de la sintesi dels tensioactius derivats dels mono- (XORAc) i diacilglicerols

(XXRAc) d’arginina.

La ruta sintética per I’obtencio dels dos tensioactius 1414RAc i 1212RAc és
ideéntica, I’tnica diferéncia és la longitud de cadena del clorur d’acid que intervé en la
segona etapa de reaccio, ja que per a 1’obtencid del 1414RAc s’utilitza el clorur d’acid
tetradecanoic (14 atoms de carboni, n = 10) mentre que pel 1212RAc s’utilitza el

clorur d’acid dodecanoic (12 atoms de carboni, n = 8).

> Procediment experimental de la sintesi del diacilglicerol d’arginina
1414RAc

A continuacio es descriu el procediment experimental detallat de la segona etapa de
sintesi del diacilglicerol d’arginina 1414RAc. Sobre una solucido de 5.5295 g de
00RAc (0.0169 mols) en 100 ml de piridina, s’ha afegit poc a poc i amb agitacié 10.6
ml de clorur d’acid tetradecanoic (0.0391 mols). Després de diferents assaigs (veure
Taula 2), la relacidé molar escollida de 00RAc:clorur d’acid va ser de 1:2.3. La mescla
de reaccid s’ha mantingut en agitacié durant 90 min. Després d’aquest temps, el
percentatge de conversio ha estat satisfactori, obtenint el diacilglicerol com a producte

majoritari.
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Sintesi dels Diacilglicerols d’Arginina XXRAc

L’evoluci6 de la desaparicio del producte de partida 00RAc, s’ha realitzat per
CCF (R¢ (oorac) = 0) utilitzant el revelador d’amides Cl,/ o-toluidina, mentre que el
seguiment de la formacio dels productes 140RAc (1-O-miristoil-rac-glicero-3-O-(N*-

acetil-L-arginina) i 1414RAc s’ha controlat per HPLC (gradient B).

Taula 2. Percentatge de formacidé del 140RAc i del 1414RAc a partir de les arees integrades dels

cromatogrames obtinguts per HPLC.

Relacio molar % 140RAc % 1414RAc
00RAc : clorur d'acid (tg=17.3 min) (t g=24.0 min)
1:1.0 90 10
1:1.9 69 31
1:23 55 45

La piridina, utilitzada com a solvent de la mescla de reaccid, s’ha eliminat al buit,
obtenint-se un residu d’aspecte olids. El residu s’ha dissolt totalment en metanol i
s’han realitzat extraccions amb ¢éter de petroli, solubilitzant aixi 1’acid tetradecanoic
residual en la fase etéria. Les extraccions s han repetit fins que a la fase metanolica no
es detecta la preséncia d’acid tetradecanoic. El control qualitatiu d’acid residual s’ha
realitzat per CCF, emprant com a revelador el verd de bromocresol (Ry (cid tetradecanoic) =
0.80, Rf(l40RAc, 1414RAc) = 0).

La fase metanolica s’ha evaporat fins a sequedat, obtenint-se un residu olids.
Aquest residu s’ha dissolt en cloroform i s’ha sotmes a successives extraccions amb
aigua per eliminar les impureses solubles en medi aquos, com és el cas de les sals de
piridini (precipitat de color blanc). Finalment la fase organica, que conté
majoritariament cloroform, s’ha evaporat a sequedat i I’oli resultant s’ha dissolt en
aigua, s’ha congelat i s’ha liofilitzat, obtenint aixi un cru de reaccié format per una
barreja de 140RAc/1414RAc/impureses i traces de piridina detectables a I’olfacte.

La purificaci6 del 1414RAc s’ha dut a terme mitjangant la cromatografia
d’adsorcio en columna (Figura 34), degut a que els dos tensioactius a separar (140RAc

i 1414RAc) presenten una polaritat diferenciada. Els gradients de polaritat creixent
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Sintesi dels Diacilglicerols d’Arginina XXRAc

que s’han emprat com a fase mobil, s’especifiquen a la Taula 3, aixi com el producte/s

eluit/s a cada fraccio.

FASE MOBIL
Cru de (cloroform/metanol amb
reaccio gradients de polaritat creixent)

o

A A
0 J 0

o

A

J

=]

’
| o= |

=

b

iHHHﬂTHHZ[Hﬂ@H?HQH

1414RAc  140RAc

Figura 34. Il-lustracié esquematica de la separacid dels dos tensioactius mitjangant una columna

d’adsorcid en columna, gracies a la diferent polaritat d’aquests.

El seguiment dels productes eluits de la CC s’ha dut a terme mitjancant les
segiients tecniques:
= CCF (revelador d’amides: Cl,/ o-toluidina)
Rf(140RAc) =031/ Rf(1414RAc) =0.53
= HPLC (gradient A): tg (140rAc) = 9.1 min / tg (1414rA¢) = 14.1 min

Taula 3. Gradients de polaritat creixents de cloroform/metanol utilitzats com a fase mobil en la

cromatografia d’adsorci6 en columna.

Volum, [ % cloroform (v/v) % metanol (v/v) Producte eluit
0.5 100 0 -
1 95 5 -
2 93 7 1414RAc
1 92 8 1414RAc
1 90 10 1414RAc / 140RAc
1 87 13 140RAc
2.5 85 15 140RAc
0.5 50 50 -
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Sintesi dels Diacilglicerols d’Arginina XXRAc

La diferent polaritat entre el tensioactiu mono- (140RAc) i diacilat (1414RAc) es

basa Unicament en el numero de cadenes hidrocarbonades. Per aquest motiu, el

1414RAc ha estat el primer compost en eluir, i ho ha fet amb les fraccions més apolars

de la fase mobil (93:7 1 92:8). Mentre que el 140RAc ha estat 1’ultim en fer-ho,

juntament amb les fraccions de la fase mobil més polars (90:10 en endavant). Degut a

que aquesta diferéncia de polaritats no és molt gran, s’han obtingut fraccions

intermedies amb mescles de tots dos tensioactius.

La caracteritzacid quimica dels tensioactius sintétics 140RAc i 1414RAc, es

detalla a la Taula 4.

Taula 4. Caracteritzacié quimica dels tensioactius 140RAc i 1414RAc.

19

OH kzo 14

N NH2

H 12
4
5 10 W o
Hz

Modvowﬁ 2o NI,
s
(0]

24
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) 23 )Kzs

12 11

NH, Cr

22

Técnica 140RAc 1414RAc

HPLC Puresa > 99% Puresa > 99%

(gradient B) (tg=17.3 min) (tg=24.0 min)

Analisi

elemental C(%) H(%) N(%) C(%) H(%) N(%)

Experimental: 5350 949  9.86 6132 1073 7.0

Calculat: 1.5molec H,O 5223 929  9.93 I molec H,O 6119  10.14  7.32

1 . .

H-RMN . . 0.90 [tr, 6H (1,12)]; 1.29 [m, 30H (2,11)]; 1.5-2
089 [tr, 3H (DI; 1.3 [m, 16H (2)]; 1.5-2 [m, 6H "o 16173 10)]: 1.99 [s, 3H (25)]: 2.32 [ir,
(G IL12)); 2.00 [s, 3H Q) 2.35 [tr, 2H GOy 4 o003 51 (1) 2H (18)]; 4.154.43 [m, SH
321 [m, 2H (13)]; 403445 [m, 6H (108671 (= oo :

15 CRMN 14.48 (1); 22.37 (20); 53.43 (10); 6586 (6 )  14.49 (1,12); 22.35 (25); 53.34 (15); 63.29 (6);

66.75 (8); 68.27 (7); 158.58 (15); 172.98 (19 );
173.45 (9); 175.21 (5).

64.08 (13); 70.44 (7); 158.60 (20); 172.43 (24);
172.73 (14); 173.46 (8); 174.74 (5).

En el cromatograma HPLC del tensioactiu 1414RAc s‘observen dos pics degut a

la preséncia dels dos regioisomers (cadenes hidrocarbonades en posicio relativa 1,2- i

1,3-) com a conseqiiencia de la migracio dels grups acil [Perez L i col.,

2004a].

Mitjangant la relacio d’arees corresponents a cadascun dels productes, es pot calcular

o D, 13
que el regioisomer minoritari és present a la mescla en un 30%. L’espectre de ~C-

RMN també proporciona aquesta informacid gracies a la possibilitat de poder integrar
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Sintesi dels Diacilglicerols d’Arginina XXRAc

els senyals, sent en aquest cas del 25%. Ha estat necessaria 1’addicié d’un agent de
relaxacio paramagnetic acetilacetonat de crom (III) (Cr(acac);) per tal d’igualar els
temps de relaxacid de totes les espécies. L espectre s’ha enregistrat en preséncia d’un
10% en pes respecte a la concentracio dels productes, sense que 1’addicié afectés a
I’amplada dels senyals ni a la variacid del desplagament quimic. En el cas del
tensioactiu sintetic 140RAc, mitjangant HPLC, no es diferencien els tres possibles
regioisomers, mentre que amb la técnica DEPT RMN si que es podrien diferenciar

[Perez L i col., 2004b].
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Els espectres de 'H-RMN i de C-RMN del tensioactiu sintétic monoacilat

140RAc es mostren a la Figura 35 i Figura 36, respectivament.
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Sintesi dels Diacilglicerols d’Arginina XXRAc

Els espectres de 'H-RMN i de carboni “C-RMN del tensioactiu sintétic diacilat

1414RAc es mostren a la Figura 37 i Figura 38, respectivament.
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Sintesi dels Diacilglicerols d’Arginina XXRAc

» Caracteritzacio quimica del diacilglicerol d’arginina 1212RAc
El compost diacilat 1212RAc ha estat sintetitzat al nostre laboratori d’investigacio,
seguint el mateix esquema de sintesi descrit anteriorment pel tensioactiu 1414RAc. La

caracteritzacid quimica del tensioactiu sintétic 1212RAc es resumeix a la Taula 5.

Taula 5. Caracteritzacié quimica del tensioactiu 1212RAc.

24
w O

12 11 O
\MO 23 a5 10
HN
3 H 21
/(/\)\/4}%0\/7&/0 " 20NH,
T8 613 B 15 I+ oor
O

30 NHZ Cl
22

Técnica 1212RAc
HPLC Puresa > 99.6%
(gradient B) (tg=20.6 min)
Analisi
elemental C (%) H (%) N (%)
Experimental.: 59.39 9.70 7.83
Calculat: 1.5 molec H,O  59.24 9.73 7.90
" H-RMN 0.83 [tr, 6H (1,12)]; 1.1-1.7 [m, 32H 2 , 1

1.84 [s, 3H (25)]; 2.26 [tr, 4H (4,9)]; 3.09 [m,
2H (18)]; 4.01-4.3 [m, 5H (15,13,6)]; 5.19 [m,
1H (7)]; 7.17 [m, 4H (21,22)]; 7.86 [tr, 1H
(19)]; 8.31 [d, 1H (23)].

13
C-RMN 13.71 (1,12); 21.97 (25); 51.59 (6); 61.69 (15);

62.22 (13); 68.52 (7); 157.02 (20); 169.42 (24);
171.48 (14); 172.02 (8); 172.31 (5).
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» Calcul aproximat del cost sintétic dels diacilglicerols d’arginina XXRAc
S’ha calculat de manera aproximada i a escala de laboratori, el cost que implica la
sintesi dels diacilglicerols d’arginina XXRAc. La primera etapa de sintesi, via
enzimatica, ha suposat una despesa de 3 dies de treball, mentre que la sintesi de la
segona etapa ha requerit de tres mesos de treball, amb un cost només de personal
d’uns 3000 €/g XXRAc. Incrementant-li el cost dels dissolvents, productes de sintesi,
etc., suposaria un cost global d’uns 5000 €/g XXRAc, o el que és el mateix, d’uns 5
€/mg XXRAc.

Un tensioactiu pulmonar d’origen natural, com per exemple el Curosurf (Chiesi
Farmaceutici, Parma-Italia), en un vial monodosi de 120 mg/1.5 ml, conté
aproximadament un 70% de fosfatidilcolines (84 mg), un 30% de fosfatidilglicerol (36
mg) i un 1% de cadascuna de les proteines recombinants SP-B i SP-C (2% de SP, 2.4
mg), en una suspensié del 0.9% de clorur sodic. Aquest preparat comercial, d’us
hospitalari, t¢ un preu de mercat de 320 €/dosi. A escala de laboratori, i a preu de
cataleg de Sigma pels fosfolipids DPPC (100 mg, 41 €) i PG (25 mg, 50 €), la
substitucio de les SP pels tensioactius sintétics XXRAc, suposaria un cost total de 120
€/dosi, practicament un ter¢ del preu del tensioactiu comercial Curosurf. A efectes
comparatius, el tensioactiu pulmonar comercial Exosurf (Burroughs Wellcome,
Research Triangle Park, NC-USA), d’origen sintétic, esta lliure de proteines, i
constituit per un 80% de DPPC, combinat amb hexadecanol i tiloxapol. El preu de 108
mg/1.5 ml és de 390 €/dosi, similar al del tensioactiu comercial d’origen natural
Curosurf.

A més, tenint en compte la important reduccid en el cost final que suposaria la
sintesi dels diacilglicerols d’arginina XXRAc a nivell industrial, podriem estar parlant
d’una reduccid del cost final de producte d’uns dos ordres de magnitud. Per tant, a
escala de laboratori, i encara més a nivell industrial, la incorporacié d’aquests
tensioactius derivats dels diacilglicerols d’arginina XXRAc en formulacions
sintétiques reduiria considerablement el seu cost de produccio respecte al dels

tensioactius pulmonars comercials existents a 1’actualitat.
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