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ABREVIATURAS
a senal ancha
a.a. aminoacido
AcOH acido acético
AcOEt acetato de etilo
ACV aciclovir
ADN acido desoxirribonucleico
Ala alanina
AZT zidobudina
B-Ala B-alanina
Bn bencilo
BnBr bromuro de bencilo
Boc diterbutil oxicarbonil
Btz benzotriazol
C senal cuadruple
Cbz benciloxicarbonil
CDCl3 cloroformo deuterado
CD30D metanol deuterado
d senal doble
dd senal doble de dobles
DCM diclorometano
DEA dietilamina
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mmol milimoles

N normal

n-BuLi n-butil-litio

NMM n-metil-morfolina

Pd/C paladio sobre carbono

Ph fenilo

% Rto. porcentaje de rendimiento
RMN Resonancia Magnética Nuclear
S senal simple

SIDA sindrome de inmunodeficiencia adquirida
t senal triple

T.A. temperatura ambiente

t-Bu tert-butilo

t-BuOH terbutanol

TEA trietilamina

TFA acido trifluroacético

THF tetrahidrofurano
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INTRODUCCION

Los compuestos organicos son poseedores de una enorme diversidad
estructural, desde los compuestos de cadena abierta hasta los que tienen
sistemas anulares. Los elementos que acompanan con mas frecuencia al carbono
en los sistemas anulares son nitréogeno, oxigeno y azufre, llamandoseles a estos

ultimos heterociclos.!

Tanto los compuestos lineales como los heterociclicos tienen una amplia
gama de aplicaciones, preponderando los compuestos farmacéuticos y

alimenticios.?

Mas de la mitad de los compuestos organicos conocidos incluyen al menos
un heterociclico. Ejemplo de ello son los farmacos eficaces para combatir
enfermedades agresivas como el cancer o virus que aquejan a la humanidad,

siendo un punto de partida para la investigacion de nuevos compuestos.3

Este es el caso de los analogos nucleosidos del ADN (acido
desoxirribonucleico) como la timidina. Es posible preparar analogos en los que se
ha modificado la estructura del heterociclo, del aztcar o de ambos, donde un

compuesto asi podria interferir en el ciclo replicativo de un virus, al ser

%%Mda or Gk % Z }’?("”” +
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incorporado en lugar del nucledsido natural. Cabe citar el caso de la zidovudina,
AZT; que se utiliza en el tratamiento del SIDA, otro es el caso del Aciclovir (ACV);
que es un derivado de la guanina en la que la cadena lateral aciclica imita parte
de la estructura del azucar del nucledsido natural, farmaco que resulta util para

el tratamiento de infecciones del virus del herpes.# Figura 1.

M M
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A A <A
0” N 0” "N JN N~ NH,
OH OH (0]
0 0 H
HO
OH N,
Timidina Zidobudina (AZT) Aciclovir
Azidotimidina

Figura 1. Nucleosidos utilizados en el tratamiento del SIDA.

A lo largo del tiempo la investigacion cientifica ha tratado de competir con
los procesos bioquimicos de los organismos, ya que estos son altamente
eficientes. Tal es el caso de las enzimas, las cuales son constituyentes
fundamentales para la realizacion de reacciones con elevados grados de

selectividad, como los involucrados en las reacciones cataliticas dentro de las

células.5
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Ineludiblemente es necesario mencionar que las enzimas no podrian
desempenar un papel tan importante si no es, gracias a sus unidades precursoras
las cuales provén de geometrias, requerimientos estéricos y grupos funcionales
que en conjunto les otorgan funcionalidad para desempenar sus objetivos

bioquimicos.®

Siendo que los aminoacidos por si solos tengan interés quimico, bioquimico
y farmacéutico, las asociaciones de estos son de gran interés puesto que las
repercusiones de la relacion estructura actividad se reflejan en el tratamiento de
enfermedades que aquejan a la sociedad. Este, es el caso del péptido ciclico
valinomicina que es un antibiotico formado por unidades de aminoacidos que
actia como transportador catatonico artificial en las membranas celulares.8

Figura 2

Figura 2. Valinomicina
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Los aminoacidos estan cobrando cada vez mas importancia en la
investigacion farmacologica y sintética principalmente. Caso particular es el uso
de los aminoacidos no proteicos en farmacos los cuales producen importantes
mejoras en sus propiedades, como afinidad por receptores in vivo, transporte y

biodisponibilidad; un ejemplo de ello es el indorrenato.? Ver Figura 3.

Figura 3. Indorrenato

El conocimiento acerca de los aminoacidos ha permitido la obtencion de
péptidos con nuevas propiedades farmacologicas tal es el caso del péptido A,
derivado de aminoacidos no proteicos (Fig. 4) que se perfila como un inhibidor de
la proteasa HIV-1 involucrada en la replicacion del virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH).10

Figura 4. Inhibidor peptidico potencial de la proteasa HIV-1.

ﬁn%«dda Z % % ﬁ]}(;//'//(l 7
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Otro ejemplo lo muestra el péptido B, el cual muestra actividad biologica
misma que se atribuye al hecho de que induce conformaciones restringidas

altamente especializadas.!! Figura 5.
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Figura 5. Dicetopiperazina inductora de conformaciones B-orquilla

Aminoacidos y Péptidos

El termino aminoacido, en su sentido mas general, se refiere a cualquier
estructura que contenga tanto un grupo amino NH> como un grupo carboxilo
COOH. Sin embargo, el termino puede denotar un miembro de la familia de los a-
aminoacidos 6 en otros casos es posible hacer referencia a un miembro del grupo

de los B-aminoacidos.!? Figura 6.
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i
H. OH .N OH
I}I (03 H B o
H O @)
Fenilalanina a-bencil-p-alanina

Figura 6. Un a-aminoacido (izquierda), un p-aminoacido (derecha)

Por lo que los aminoacidos pueden clasificarse como a, B, y, etc., segun sea
la ubicacion del grupo amino en la cadena hidrocarbonada que contiene la
funcion acido carboxilico.

Aunque se conocen mas de 700 aminoacidos en la naturaleza, un grupo de
20 aminoacidos llamados “comunes” son codificados en la sintesis de proteinas
dirigida por el ADN. Los seres humanos sintetizan diez de veinte aminoacidos
llamados no esenciales tales como la alanina (Ala), prolina (Pro) y serina (Ser). Los
otros diez aminoacidos son llamados escenciales los cuales deberan ser ingeridos
mediante la dieta, entre estos se encuentra la lisina (Lis), arginina (Arg) y
triptofano (Trp). Estos aminoacidos, solo difieren en la estructura del grupo R
enlazada al carbono a. De modo que, los aminoacidos se clasifican principalmente
de acuerdo con el grupo R que forma parte de la molécula y la quimica asociada e

influida por este grupo.> Figura 7.

ﬁn%«dda Z % % 77 }/?(///(1 9
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Valina Serina

Figura 7. Valina, aminoacido hidrofobo. Serina, aminoacido hidroéfilo.

Otro aspecto apreciable es que mientras que los 20 aminoacidos comparten
la propiedad comun de ser a-aminoacidos, sus cadenas ramificadas difieren
respecto a su tamano y forma, asi mismo, las caracteristicas electronicas,
propiedades acido-base y capacidad de acoplarse en enlaces ionicos, enlaces

covalentes, puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals.

A pesar de que comunmente los aminoacidos se escriben con un grupo
carboxilico y un grupo amino, su estructura real (Fig. 8) es ionica y depende del

pH, asi, estos existen como un i6n dipolar o zwitterion.3

Cation Zwitterion Anion

Figura 8. Estructura ionica de los aminoacidos

Sivan Yanael, finior C A oagina 10
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Cabe destacar que los aminoacidos tienen en su estructura un centro
estereogénico lo que los hace ser moléculas asimétricas y por tanto quirales.

Figura 9.

Figura 9. Imagenes especulares 6 enantiomeros.

En las proteinas de nuestro organismo todos los aminoacidos (excepto la
glicina), siendo solamente los enantiomeros de configuracion L los que se
encuentran formando parte de las proteinas, mientras que todos Ilos
carbohidratos en el ADN y ARN (acido ribonucleico) son de configuracion D.

Figura 10.
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HoN=C=H ::i4N,C;R H2N>>m/OH H=C=NH,
R 2 H o) R

L-aminodcido D-aminoacido

O\

H-C-OH HO H
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Figura 10. Configuracion de los a-aminoacidos y azGcares en seres vivos.

Como podemos ver, la vida depende de la quiralidad molecular, en el
sentido de que la mayoria de las funciones biologicas son inherentemente
quirales. La mayoria de los fenomenos fisiologicos se encuentran basados en
interacciones moleculares precisas, en las que los receptores quirales reconocen a

las dos moléculas huésped enantiomericas de modos distintos. 13 Figura 11.

San Weanued, Jimior C: Ol oagina 12
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Figura 11. Modelo de la interaccion sustrato (A) receptor (B).

Por otro lado los péptidos pueden ser de estructura y tamano variado los
cuales pueden encontrarse como dipéptidos, tripéptidos, tetrapéptidos, etc.

Figura 12.

Figura 12. Formacion de un tripéptido.

Sivan Yanael, Jinior C A Dgina 13
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De entre los muchos péptidos importantes, encontramos la insulina (Fig.
13) que se desempenna como una hormona, la cual reduce el nivel de glucosa en

la sangre, promueve el almacenamiento de glucosa como glucogeno y grasa.®

Cadena & 271 aminoacidos

Gly-Ile-Wal-Glu-Gln-Cys-Cys—-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys—Lsn

Phe-Val-isn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-TWal-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu

Cadena B 30 aminoacidos Aty
Thr-Lys-Pro-Thr-Tyr-Phe-Phe-Gly

Figura 13. Estructura de la Insulina.

Ademas de que los péptidos forman parte de las biomoléculas, no son
exclusivos de desempenar funciones meramente biologicas, también encontramos
un gran numero de péptidos que se han utilizado para catalizar reacciones
quimicas en donde se obtiene productos con una alta selectividad enantiomeérica.

Tal es el caso del dipéptido, el cual muestra actividad catalitica en la
reaccion de condensacion aldoélica donde se condensa un aldehido con una cetona
dando como resultado el producto de condensacion cetoalcohdlico con una
elevada pureza enantiomérica. De este tipo de moléculas tenemos al dipéptido

(S,9)-triptofanilfenilalanina que se muestra en la figura 14.7
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Figura 14. Dipéptido con actividad catalitica.”

Lisina como aminoacido precursor de péptidos

La lisina o acido 2,6-diaminohexanoico es un aminoacido de los conocidos
como basicos, ya que su segundo grupo amino proporciona un aumento del pH de
sus disoluciones acuosas. Es también un compuesto quiral. La lisina natural
tiene configuracion S en su carbono 2 y también es conocida como L-lisina.
Comercialmente se suministra como clorhidrato, compuesto mucho mas estable

que la L-lisina libre. Figura 15.

[0) O
- NH2 o~ NHG'
HO™ g HO (g Cl
(S) N
NH, NH;z

Figura 15. (S)-lisina; dihidrocloruro de (S)-lisina

Sivan Yanael, Jinior C A oagina 15
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Quimicamente la lisina actia como una base, al igual que la arginina y la
histidina, esto debido a que su cadena lateral contiene un grupo amino que posee
la caracteristica de ser una base de Lewis, que participa formando puentes de

hidrogeno asi, como en la catalisis.13

Por lo anteriormente expuesto, propusimos sintetizar los péptidos lineales
enantioméricamente puros, para posteriormente ciclar y obtener asi los ciclo-

péptidos, mismos que pudieran ser probados como catalizadores quirales.

ANTECEDENTES

La sintesis de moléculas organicas ha sido un campo de trabajo cientifico
por mas de un siglo. A pesar de ello, solo una pequena cantidad de compuestos
organicos han sido preparados y estudiados. Durante el ultimo siglo nuestra
capacidad de construir moléculas complejas ha aumentado considerablemente y
sigue creciendo a medida que se descubren o inventan nuevas reacciones, se
mejoran otras conocidas y se comprenden mejor los mecanismos de reaccion

involucrados.

Debido a la complejidad de las moléculas organicas, su construccion
eficiente requiere (salvo en casos muy simples) de varias etapas, cada una de las

cuales emplea reacciones quimicas que llevan especificamente a una estructura.!>

Sivan Yanael, finior Corsera Vlla Soagina 10
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Desde el punto de vista de la sintesis quimica, los factores que hacen dificil la
planificacion y elaboracion de un esquema de sintesis particular son los mismos
que dan lugar a la complejidad estructural. Esos elementos de complejidad

pueden resumirse en:

1. Tamano molecular

2. Contenido de elementos y grupos funcionales
3. Conectividad

4. Quiralidad

5. Reactividad

6. Inestabilidad estructural

La sintesis de un compuesto requiere desarrollar un esquema de sintesis
viable que en general consistira en una serie de intermediarios sintéticos

acoplados por “reacciones posibles” para realizar las interconversiones.

La secuencia de reacciones que se use en una sintesis puede ser lineal o

convergente.

En una sintesis lineal (esquema 1) se lleva a cabo mediante una serie de pasos
consecutivos, en donde la materia prima se lleva de una etapa a otra haciendo las
transformaciones quimicas hasta que se logra obtener la molécula buscada o

molécula blanco (MB).




— o s . .., P, . )
Ctucdios Tendientes a la Dintesis de @ﬂf/{/{») Crelieas Onirales

MB

A — B — ¢ —— D —— E — F

MB: Molécula blanco

A,B...F son intermediarios de reaccion

Esquema 1. Sintesis lineal hasta la obtencion de la molécula blanco.

A los compuestos quimicos producidos en cada paso se les denomina

intermediarios sintéticos.

En la sintesis convergente la construccion molecular se encuentra basada en la
creacion de intermediarios sintéticos que se encuentran y conectan en un punto
de la ruta sintética y asi lograr la obtencion de una molécula con un mayor grado
de complejidad (esquema 2). Este método resulta ser muy util en la preparacion

de compuestos organicos complejos. 11

MB

G H

MB: Molécula blanco

A,B...J son intermediarios de reaccion

Sivan Yanael, finior Corsera Vlla Dgina 18
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Esquema 2. Sintesis convergente hasta la obtencion de la molécula blanco.

Péptidos

El enlace peptidico es la union covalente de un grupo amino de un

aminoacido con la funcion carboxilo de otro aminoacido. Por lo que un dipéptido

es una molécula formada por dos aminoacidos unidos por un enlace peptidico.

Los péptidos que tienen mas de 30 a 50 aminoacidos se les denomina

polipéptidos.17

La estabilizacion por resonancia de una amida da lugar a su gran

estabilidad, a la disminucion de basicidad del atomo de nitréogeno y a la rotacion

restringida puesto que existe un caracter de doble enlace parcial del enlace C-N.18

Esquema 3.

Esquema 3. Forma resonante del enlace peptidico.

Estabilizacion por resonancia

(€]
G :
e g @R
R™ N N

| |
H H

Enlace péptidico
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Al igual que la biosintesis de péptidos en el ribosoma, la sintesis de
péptidos en el laboratorio utiliza una estrategia iterativa, en la que los
aminoacidos se van incorporando en un orden preprogramado a la cadena

peptidica creciente.? Esquema 4.

Monoémeros
K1 O-Proteccit A
-Proteccion ‘ :
OH —— "5 +Oqr, 0
HQN)\H/ HQN)\”( Gp/;
o) O - Ry O
Acoplamiento Gp. N .G
Y o
R, e R H 95 R,
OH  N-Proteccion ;Gp._ OH
HQN _— ! N
0 .70

Gp: Grupo protector

Esquema 4. Estrategia para la preparacion de un péptido.

La formacion de uniones amida por sustitucion nucleofilica sobre un centro
electropositivo de un carbonilo es una etapa clave en la sintesis de péptidos. Tres

aspectos son relevantes en esta etapa:

a) Para unir los aminoacidos entre si, se requiere la formacion de una
amida por una reaccion de condensacion especifica (llamada reaccion
de acoplamiento) entre el acido carboxilico de un aminoacido y la

amina de otro. Puesto que cada aminoacido contiene ambos grupos

Sivan Yanael, Jinior C A Dagina 20
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funcionales, es necesario proteger el grupo amino de uno y el grupo
carboxilico de otro. De lo contrario obtendriamos una mezcla
compleja de péptidos homogéneos y heterogéneos. Ver esquema 4.

b) Acoplamiento de los dos aminoacidos protegidos por formacion de un
enlace amida entre ellos

c) Desproteccion del grupo amino del N-terminal y del grupo carboxilo

del C-terminal.19

En condiciones adecuadas, el grupo amino de una molécula condensa con
el grupo carbonilo de otra. El producto obtenido es una amida, denominada

dipéptido, y al enlace amida formado se le llama enlace peptidico. Esquema 5.

Enlace peptidico

Esquema 5. Formacion del enlace peptidico.

Grupos Protectores

Cuando una reaccion quimica requiere que se lleve a cabo selectivamente

en un compuesto polifuncional, sera necesario bloquear temporalmente otros

ﬁn (%Mdd o G % (//}{;(/'//(/ 27
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sitios reactivos en la molécula, muchos grupos protectores se han desarrollado
para este proposito. Un grupo protector debera cumplir algunos requerimientos
esenciales. Asi, debera reaccionar con un buen rendimiento para dar un sustrato
protegido que se mantenga estable para llevar a cabo la reaccion proyectada en
un paso y/o etapas subsecuentes, ademas, el grupo protector debera ser

removido facil y selectivamente.

Un grupo protector es un grupo funcional que enmascara la reactividad
caracteristica de otro grupo, en el cual se puede convertir. Asi entonces limita a la

reaccion para evitar que vaya por rutas alternas.

Para seleccionar un grupo protector especifico, deberan considerarse todos
los reactivos, las condiciones de reaccion y las funcionalidades implicadas en el
plan de sintesis propuesto. Por lo que habra que evaluar todos los grupos
funcionales en el reactante para asi determinar las funcionalidades que pueden
intervenir en una reaccion dada o que seran inestables para las condiciones en
las que la reaccion transcurrira, conociendo esto podra ser posible elegir el grupo

protector.20

El uso de un grupo protector exige la etapa de desproteccion. Donde los
grupos funcionales, en los cuales se queria evitar las reacciones colaterales en el
transcurso de la sintesis, son desenmascarados y asi obtener una molécula

funcionalizada. Esquema 6.
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Eliminacién Eliminacion
de Gpl de Gp2

Gpo- N .G H. N H
Gpg\g)\[(N\HJ\O/Gpl > P2 g)ﬁr \HJ\O Pi____ 5 Iul)ﬁ“/ \HJ\O
O R O Ry O R

Gp: Grupo protector

Esquema 6. Eliminacion del grupo protector.

En los aminoacidos el grupo amino se protege principalmente por medio de
la formacion de un carbamato (esquema 7) y asi el grupo amino, que es muy
reactivo y se le considera un buen nuecleodfilo es transformado a una amida poco

reactiva y desactivada para una reaccion de condensacion.!5

Ry

)
0. N-proteccion _ gr: J_ o.
HQN)\[( H > o H
\ @)

O

Carbamato

Esquema 7. Proteccion del grupo amino y la formaciéon de un carbamato.

De los protectores mas utilizados (fig. 16) son los carbamatos, como el
Carbobenzoxilo (Cbz o Z), ter-butoxicarbonilo (Boc) y el fluorenilmetoxicarbonilo

(Fmoc).16
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O oj\f‘f
% -

Figura 16. Algunos grupos protectores.

Por otra parte los acidos carboxilicos se protegen comunmente en forma de
esteres de metilo (Me), terbutilo (+But) y bencilo (Bn), y posteriormente

desprotegidos por hidrolisis acida o alcalina. Como se muestra en el esquema 8.21

Rl Rl Rl

R-OH idrolisi
OH - o Hidrolisis > oo
HoN H,N R H,N H

O @) @)
R= Me, Bn, t-But

Esquema 8. Reacciones de O-proteccion.

San Weanued, Jimior C: Ol Dagina 24




ey o7 o , D, g, X ,
Ctucdios Tendientes a la Dintesis de @ﬂf/{/ﬁo Crelieas Onirales

Agentes activantes para la reaccion de acoplamiento

La reaccion mas importante en la sintesis de péptidos es la formacion de
enlaces peptidicos; en este contexto, la activacion de acidos carboxilicos para la
formacion de amidas es un proceso crucial en la sintesis de gran calidad de
compuestos organicos, tales como péptidos, oligopamidas, [-lactamas,

benzodiacepinas y dicetopiperacinas.

Este proceso se suele llevar a cabo a través de los denominados reactivos de
acoplamiento peptidico o agentes activantes, y pueden ser utilizados en métodos
distintos, ya sea por activacion in situ del acido carboxilico o la preparacion y
aislamiento previo de las especies activas. Cualquiera que fuese el método que se
empleé requiere una combinacion de altos rendimientos y bajos niveles de
racemizacion. Esta combinacion de factores se ha de tener siempre presente a la
hora de preparar nuevos enlaces amida. Por lo que los agentes activantes mas

destacados se muestran en la figura 17.22
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N\
‘N

N=C=N N
Cl

N,N'dicilohexilcarbodiimida Hidroxibenzotriazol
o) N
PN CH, N/N
a1’ oY \
CHj Cl
Cloroformiato de isobutilo N-Cloro benzotriazol

Figura 17. Agentes activantes para el grupo carboxilo en la sintesis de péptidos.

La formacion del enlace amidico ocurre a través de un ataque nucleofilico
de una amina al carbono carbonilico activado de un acido carboxilico, por lo que
se requiere la activacion de dicho acido. Cuando el carbono tiene un centro
estereogénico en la posicion a- respecto al carbonilo, como es el caso de los a-
aminoacidos, y se produce la activacion este centro puede epimerizar, siendo este
proceso una reaccion lateral que conviene evitar o, por lo menos, reducir al
maximo. La epimerizacion puede ocurrir a través de dos posibles mecanismos que

se muestran en el esquema 9.
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M My e
O HRg O R
R H i /N Ry N Rl
b ey e = T w1
o HR; 0" %o O™ “oH
+ HAct

Esquema 9. Mecanismos de racemizacion durante el acoplamiento peptidico a)

Enolizacion; b) Formacion de oxazolona.

El grado de racemizacion depende del método de activacion empleado. Asi
pues, en los métodos en que se empleen bases existira la tendencia a la
enolizacion por pérdida del proton en a respecto al carbonilo. Ademas, si el grupo
activante (Act) es un buen grupo saliente sera mas facil que se forme la oxazolona
y el proton en a con respecto al carbonilo sera todavia mas acido, siendo mas facil

de abstraer por la base.23

Péptidos Ciclicos (2,5-dicetopiperazinas)

Las 2,5-dicetopiperazinas son compuestos ciclicos, frecuentes en la
naturaleza como productos de degradacion de péptidos, proteinas y hasta algunos
farmacos, por lo que en muchas ocasiones han sido consideradas como productos

no deseados.18
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Se han encontrado dicetopiperazinas en forma de productos naturales, en
hongos de la especie Pestalotia palmarum, como metabolitos con actividad
bioloégica importante y que ademas son biosintetizadas de L-prolina y otros
aminoacidos, mostradas en la fig. 18. Es el caso de B y C aisladas de Pestatolia
palmarum que presentaron actividad fitotoxica, C presenta actividad antitumoral

y fungicida; B y D demostraron ser antibioticos potenciales.24

O

O

-_ ‘—/217—
R= H(A), szJ\ B) 57 ) h«@(m, CH, (E)

OH

Figura 18. Dicetopiperazinas como productos naturales.

Las 2,5-dicetopiperazinas posen estructuras rigidas debido al caracter de
doble enlace del grupo amida (esquema 10) y en este sentido la estructura se
entiende como un hibrido en resonancia. Por lo que es posible inferir un descenso

en el efecto entropico desfavorable.25

i i
\A >
N ey
| O]
H H

A B
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Esquema 10. Formas resonantes de la dicetopiperazina.

En 1906 Fisher obtuvo las primeras dicetopiperazinas (DKP's) a partir de
los ésteres de los aminoacidos en forma de sal y a un pH neutro o ligeramente
basico con pérdida de alcohol para formar las dicetopiperazinas por una reaccion

de amidacion intramolecular.2¢ Tal como aparece en el esquema 11.

H
Ry HO0 R, N__O
HQN)\WN\HJ\OH I f
0O R 0" N Ry
H

Esquema 11. Amidacion intramolecular de un péptido lineal.

En 1998 Capasso y Mazarella estudiaron la ciclacion de péptidos N-
terminales en donde se lleva a cabo un ataque nucleofilico sobre un carbonilo de
amida N-sustituida para la obtencion de las 2,5-dicetopiperazinas
correspondientes (esquema 12) de donde destaca la poca vialidad del método
debido al costo de produccion de los compuestos, puesto que la purificacion del

las materias primas se realiza por HPLC.27
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O O

RI\HJ\N'RQ Rl\HLN,RQ
R3 + HoN—
H-N" Y\, HN\H)\R ANTRs
H 3
(1o
Ry4

Esquema 12. Obtencion de la dicetopiperazina por ataque intramolecular sobre

un carbonilo de amida.

Sistemas Heterociclicos de Siete Eslabones

Figura 19. Estructura fundamental de la 1,4-benzodiazepin-2,5-diona

El estimulo principal para investigacion de la sintesis y propiedades de los
heterociclos de siete miembros ha nacido, del descubrimiento de actividad
biologica 1util en las benzodiazepinas. De las benzodiazepinas, los derivados del
sistema 1,4-diazepina (Fig. 19) tienen una enorme importancia; a finales de la
década de 1970, se habian sintetizado miles de estos compuestos como farmacos
potenciales. El clordiazepoxido (librium) y el diazepam (valium), son prototipos de
las 1,4-benzodiazepinas que se emplean principalmente para aliviar los estados de

ansiedad.® Figura 20.
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Ph } Ph
1 O 1
2 2
—{3 l‘\‘l 3
N
-Me
4 ,N M el O
H
Librium Valium

Figura 20. Farmacos con nucleo 1,4-diazepina.

El sistema anular se puede preparar, a partir de los bencenos 1,2-
disustituidos (esquema 13). Como es en el caso de la preparacion del clonazepam

bajo una ruta general sencilla para este tipo de sistema anular.*

Br
o © H O
NH, BrJBr NH NH, N\g
O
O,N Fh OoN O,N =N
@) Ph Ph

Esquema 13. Sintesis de clonazepam.

En 2003 Carlier y col. describen a las 1,4-benzodiazepinas como un

“prototipo privilegiado” de una estructura de alta estabilidad, y describe su

conformacion.?8 Esquema 14.
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H Cl
O Me

Esquema 14. Equilibrio conformacional para diazepam.

‘y
‘y
,
,

Lavergne en el ano 2000, publica un estudio, donde describe a las, 1,4-

diazepin-2,5-dionas (figura 19); que al igual que las dicetopiperazinas, presentan

restriccion conformacional (esquema 17), pues poseen 2 sistemas internos de

lactama (bis-lactama) derivadas de aminoacidos o péptidos. Este tipo de sistemas

presentan una alta resistencia a la degradacion enzimatica y una elevada

selectividad por sitios bioactivos. Sin embargo, a diferencia de las 1,4-piperazin-

2,5-dionas su sintesis representa una gran dificultad puesto que los enlaces

peptidicos del precursor lineal posen la preferencia de adoptar la conformacion

trans, y como es de imaginarse no es el conféormero favorecido para la reaccion de

acoplamiento intramolecular.

-O
Ry NQ
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Esquema 15. Formas resonantes de la 1,4-diazepin-2,5-diona.

Lavergne presentdo una sintesis, expuesta en el esquema 16. Para la

obtencion del anillo 1,4-diazepin-2,5-diona el cual utiliza como agente de

acoplamiento BOP y DIEA como base. 29

o o)
MeO N__R MeO, N’Rl R
2 ~ 2
OH Ry Y DCM, T.A. g
MeOy N-Boe CO,Bu MeO;” "NH CO,Bu
H Boc
TFA
DCM
Y
o)
o)
R MeO, e
MCOQ N 2
< _BOP/DIEA
Ro (CHCl,)/ -30°C MeO,~ N* CO,H
MeO, N H{H
ANe F3CCOy

Esquema 16. Método propuesto por Lavergne para la obtencion de

diazepindionas.

Muller-Hartwieg desarrollo una sintesis heterociclica para sistemas
anulares de siete eslabones mostrada esquema 17, en el que parte de a-

aminoacidos y B-aminoacidos, primeramente acoplando y posteriormente ciclando.

2 20
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Haciendo uso de EDC [N-etil-N-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida] /HOBT como

agentes activantes del grupo carboxilo y DIEA como base.30

EDC/HOBT/DIEA
N > _N
VU\OH HzN/Y& NMM/THF QJ\ />/§

Ry Ry R, Ry

TFA/DCM

Rs, Et.
HLNH _ LoH Ry O 0
EDC/HOBT/DIEA i +
_N - N
Ra >/'_'~ZR2 DMF QJ\ ﬁ/& ~THF/H,0 H udj\ﬁ ¢

-H
o R; R2 R, FSCCOZ Rj3 R2 R,

Esquema 17. Método propuesto por Muler-Hartwieg para la obtencion de

diazepindionas.
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OBJETIVO GENERAL

Se propone sintetizar los péptidos aciclicos a-lisil-a-fenilalanina y a-lisil-p3-
alanina, y analizar una métodologia viable para la ciclaciéon de los precursores

lineales mediante los siguientes objetivos particulares.

Objetivos particulares:

1. Sintetizar los dipéptidos lineales como intermediarios sintéticos, N°-Cbz-N%-

Boc-Lis-Fen-OMe y N°-Cbz-N“-Boc-Lis-f-homofenilalanil-OMe.

2. Elucidar mediante espectroscopia de RMN las estructuras de los péptidos

intermediarios.

3. Encontrar un método viable para la obtencion de los péptidos ciclicos

enantioméricamente puros.

Saan Wanuel,_Junior @ervera Wle
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RESULTADOS Y DISCUSION

El fundamento primordial de esta tesis es obtener y aislar los péptidos
lineales intermediarios para la obtencion de los ciclopéptidos, por lo que se
plantea un esquema retrosintético en el cual se proponen todos los distintos
intermediarios posibles, primeramente para llegar a la obtencion del péptido lineal
y después la busqueda y descarte de metodologias para la preparacion del péptido
lineal. Como se puede observar en el esquema retrosintético existen dos rutas (Ay

B) para llegar a la molécula blanco. Esquema 18.

Como puede observarse en la ruta A, para llegar al péptido protegido II es
necesario preparar la (S)-fenilalanina O-protegida IV y la (S)-lisina N,N-protegida

III, evidentemente comenzando de los clorhidratos de los aminoacidos

correspondientes.
NH,
OH
H,N OH H,N
0 O
(S)-lisina (S)-fenilalanina

En la ruta B es necesaria la N-proteccion de la (S)-fenilalanina dejando libre

el grupo carboxilo (intermediario VII), y también la N-proteccion de la (S)-lisina
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(intermediario sintético VII) y de igual manera que en la ruta A, partiendo de los

precursores monomeéricos mas simples.
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NH,

NH o
N L o CHs

NH
Ruta o
° o HoN
A H E— HN ap T 0
HI‘\I NQLO/Gp Gp\N 2 \:)kof P
H o > .
(S)-lisina (S)-fenilalanina

Gp O
I‘-I P \@
: I I v
NH.
0N Ruta ) X
H o
I HzNQko/Gp HZNQKO,CH3
A 2 OH
HN GP\N OH ::> \@ HoN
Gp o B H o) o
HN\G
P (S)-fenilalanina (S)-lisina
v HN\ VI vt
Gp

Gp: Grupo protector

Esquema 18. Analisis retrosintético para la obtencion de la dicetopiperazina

f/}()y/'//(/ 3
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Con base en el esquema retrosintético, se optd por comenzar por la ruta
sintética B (Ver esquema 18).

Aunque las amidas simples pueden formarse por la reaccion entre aminas y
cloruros de acido, la sintesis de péptidos es mas compleja por que deberan
formarse enlaces peptidicos en un orden especifico y no aleatorio. La solucion al
problema de la especificidad (quimioselectividad) es la proteccion de los grupos
reactivos que no deberan intervenir en la formacion de dicho enlace.

Asi entonces se siguio la estrategia sintética bajo el esquema 19.

Gp-.
P N1

NH,
N-Proteccion ; O—protecc1on
cr, on — > CL, OH ——————>
HgN 3
O O
H N-Proteccién AG
H. i+ -OH —
cr ) Activacion
H (@]

(S)-lisina
VI AG: Agente activante

Base

(S)-fenilalanina

H O
H‘N N\i)kO/Gp

Gp O

HN.
Gp

Esquema 19. Modelo sintético para la obtencion de péptidos lineales.
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Se procedio a la proteccion del grupo e-NH:2 (épsilon-amino) de la lisina con
cloroformiato de bencilo (CbzCl). Como era de esperarse, puesto que los dos
nitréogenos son basicos, la proteccion del grupo amino ocurri6 de forma no
selectiva, frente al CbzCl como se muestra en la siguiente esquema (ver esquema
20), observandose la entrada del grupo Cbz en los dos NH2z de la molécula,
mostrando que son quimicamente equivalentes. Sin embargo, la sintesis
planeada para la dicetopiperacina requiere que la N-desproteccion una vez hecho

el péptido, sea quimioselectiva para liberar el grupo a-amino.

(S)-lisina

Esquema 20. Proteccion no selectiva de la (S)-Lisina

Como ya se dijo anteriormente, los dos nitrogenos de la lisina son
quimicamente equivalentes por lo que se procedi6 a la busqueda de un
intermediario factible, donde fuera posible la restriccion del grupo NH> del

carbono a y asi dejar libre al NH> del carbono ¢ para protegerlo selectivamente.
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Para introducir un control regioselectivo3! en la reaccion de proteccion se
planted el uso de una sal cuprica como CuCO3 o CuSO4 que diera lugar a un
complejo tetracoordinado®! entre el grupo COOH y el grupo a-NH> de la lisina,

acomplejandose con el ion Cu*? y asi restringiendo el grupo o-NH2. Esquema 21.

Intermediario Organocuprico

O._ _OH o) Hy
E J S O\C/N o
- - u
+H3N o, © |HoN R
2 N O
. NH3 NaHCOj; » H, o)

(S)-]isina Complejo VIII

Esquema 21. Formacion de un complejo tetracoordinado.

La reaccion se llevo a cabo en un medio basico con NaHCOs, para lograr
perder los protones acidos de la 2HCI(S)-lisina; promoviendo la formacion del
carboxilato (COO-), el cual deslocaliza su carga negativa a lo largo de los dos
oxigenos del grupo carboxilo, con favoreciendo la reaccion de complejacion entre
el ion Cu*?, el grupo a-NH2 y el CO2- VIII; en donde se ve imposibilitado el grupo
o-amino para reaccionar frente al grupo protector que esta siendo anadido.

A continuacion fue anadido el CbzCl a baja temperatura obteniendose el
complejo tetracoordinado de Cu*? IX provisto del grupo Cbz en el e-NH2 como un

polvo azul muy fino. Esquema 22.
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\

i 0O O N 4 NH, Cbz “.
o ch ¥ cbzal J
L HoN N O :
oV g, O NaHCO3 \Cbz
HQO/DIOX
VIII Organocuprato IX

Esquema 22. Reaccion quimioselectiva de N°-proteccion.

Para la destruccion del organocuprato IX se penso en usar un quelato que
tuviera mayor afinidad quimica por el metal, decidiendo utilizar un ligando
hexadentado3? de mayor afinidad por el Cu*2. Este fue el EDTA que posee una
mayor afinidad que la lisina como quelato por el Cu, liberando el grupo a-amino,

y obteniendo asi el aminoacido N°-mono-protegido 2. Esquema 23.
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H
) 2 0O H,
HIOC ﬁNIw\JHg CbzCl HJ% ,NI%}N.CbZ
H,N " NaHCO .N ~ H
2N, HZO o a 3 Cbz 2 Hzo o

H,O/Dioxano

Complejo tetracoordinado
VIII IX

EDTA

O _OH
EDTA - Cu'2 + B3 J
CbZ 4 NH2

2
Esquema 23. Reacciones para la obtencion de la (S)-lisina N*-monoprotegida.

Una vez liberado el complejo cuprico IX se intento la obtencion de la Lis O-
protegida 3 previamente planeado ( VII en el esquema 18). Esto se hizo mediante
la esterificacion de 2 con metanol (MeOH) via el halogenuro de acilo promovida

por cloruro de tionilo (SOClz), como se muestra en el Esquema 24.
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Cbz.
NH

SOCl,
CH3O0H

-HCl

Esquema 24. Esterificacion de la (S)- N°-Cbz-N“-NH»-Lisina 2.

El resultado de la reaccion no fue satisfactorio, ya que en el proceso ademas
de esterificarse el carboxilo, se perdio el fragmento correspondiente al grupo Cbz,
debido a que el medio de reaccion, que es altamente acido, provoco la N-

desproteccion obteniéndose en el crudo de reaccion el aminoéster 4.

Debido a este inconveniente se penso en invertir la secuencia de reacciones
para la formacion del aminoacido diprotegido 3, llevando a cabo la esterificacion
de la (S)-lisina, para obtener 4 y posteriormente la N-proteccion selectiva de la

lisina. Sin embargo esto no fue posible ya que al realizar primeramente la
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esterificacion, no se formaria el complejo organoctuprado VIII y por tanto no seria

posible la proteccion quimioselectiva del grupo e-NH>. Esquema 25.

H. H H.i H B NH ]
CI Cl 2
H SOCl, H CuCOj3
H.i, OH > H.I, O. > O.
o MeOH cr ¥ CHs NaHCOj3, Hy,0 HoN CHg
H O Refujo . O
(S)-lisina 4 (':u+2

Esquema 25. Formacion de un complejo tetracoordinado.

Regresando al analisis retrosintético mostrado en el esquema 20, se opto
por iniciar con la ruta A, en la cual la fenilalanina se encuentra O-protegida

(intermediario IV) y la lisina esta N,N-diprotegida selectivamente y con el

fragmento acido libre, intermediario III.

Se partio de la lisina de configuracion (S), haciéndola reaccionar con

CuCOs3 en una solucion de NaHCOg3, formando el complejo entre los grupos a-NHaz
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y COO- de la lisina con el ion Cu*2. A continuacion se anadiéo el CbzCl a una
temperatura de 0°C, por 12 hs, seguido de la adicion de EDTA, obteniendo asi el

aminoacido N*-protegido 2. Mostrado en el esquema 23.

Posteriormente se protegio el grupo a-NH2 del compuesto 2 utilizando ahora
el grupo Boc como grupo protector. Para ello se empleo (Boc)20 en las condiciones
de reaccion mostradas en la tabla 1, obteniéndose (S)-N°-Cbz-N“-Boc-Lisina 5

como un aceite amarillo translucido.

Cbz\NH CbZ\NH
S XK
Ao <
H - B} ? H
cr . TEA, disolvente )(O)J\N S oH
H3N N
o) O
2 S5
Ensayo Disolvente Rto. %
1 DMF Sl
2 MeOH 88
3 MeOH:t-BuOH 95

Tabla 1. Proteccion del grupo a-NHz de (S)-N-Cbz- N“-NH»-Lisina 2.

Como se puede observar la proteccion llevada a cabo en condiciones
basicas y con DMF como disolvente da en rendimientos muy pobres; mientras que
al utilizar metanol y una mezcla MeOH/t-BuOH se obtiene el producto de reaccion

5 con rendimientos cuantitativos.34
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Por otro lado la (S)-fenilalanina se sometiéo a una reaccion de esterificacion
con MeOH y catalizada con SOCIl2 a una temperatura de 0°C. La factibilidad de
esta reaccion es posible, dado que el intermediario formado es altamente reactivo,
ademas de que el MeOH se encuentra en exceso actuando como reactivo y
disolvente, desplazando el equilibrio hacia el producto de reaccion observandose

rendimientos excelentes. Esquema 26.

(S)-fenilalanina

Esquema 26. Esterificacion de (S)-fenilalanina.

Una vez que fueron protegidos los aminoacidos que participaran en la
reaccion de formacion del péptido lineal 7, se procedié a tratar el amino éster
metilico de fenilalanina 6 con TEA como base y THF como disolvente, para
llevarlos a la formacion del anion correspondiente y asi favorecer la reaccion de
condenacion intermolecular con el grupo carboxilo de la N°-Cbz-N*-Boc-Lisina-OH

5. Esquema 27.
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o TEA o
HgN “CH3 THF HoN “CH3
e O o
Cl

6
Chbz. Chbz.
“~NH “>NH Cbz 1
i BBCl CHs 6 o
TEA H
Boc. OH —— Boc. O O Boc. N _CH
N THF N il \J\CH\O, N \:)J\O 3
H H H :
o) O O o)

5 Anhidrido mixto intermediario 7
91% Rto.

Esquema 27. Sintesis del péptido (S,S)-N*-Cbz-N*-Boc-Lis-Fen-OMe 7.

En este proceso fue necesario activar el grupo carboxilo del aminoacido 5,
por medio de la formacion del anhidrido mixto (especie reactiva) seguido de un
ataque nucleofilico por parte del aminoéster 6 (Esquema 28) que lleva a la
formacion del péptido protegido lineal 7. Esta reaccion demostro gran factibilidad
de ser, ya que si se analiza con detenimiento, el anhidrido mixto formado posee
un volumen estérico considerable sobre el centro electrofilico del carbonilo
proveniente del cloroformiato, lo que hace menos probable obtener el producto de
la transesterificacion. Por lo que la reaccion se ve limitada a transcurrir hacia la

obtencion del péptido buscado.
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Cbz. Cbz.

Boc. X Boc. oY LOY
ocs ocN ‘\)\CHSI

U

Anhidrido mixto
Especie reactiva

-CO,

Chbz.

Esquema 28. Mecanismo del ataque nucleofilico sobre el anhidrido mixto.

Es necesario subrayar que en un intento por disminuir el nimero de etapas
de la sintesis del o,a-dipéptido libre (S,S)-N“-Cbz-N°-Boc-lisil-fenilalanina 8 y
ademas, mejorar el rendimiento global, se ensayo la reaccion de acoplamiento
para el aminoacido (S)-N*-Cbz-N°-Boc-Lisina 5 via el éster activo derivado de
benzotriazol 5’ 7:32 (Esquema 29). Como se puede observar la reaccion no procedio

en la forma esperada, ya que por cromatografia en capa fina se observaron solo
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productos de descomposicion haciéndose impractica y de poca utilidad para la
preparacion del dipéptido.
N N,
Cry —— )
N N
H cl

N-cloro benzotriazol

O O

N
o)\ NH @[ N O)\NH
N

\
Cl

)(O)OLN Hon R )( )L /@

H Atmosfera
LA > ; Inerte
THF seco

HCI(S) -femlalanma (S) -femlalamnav Oj/oj©

Esquema 29. Reaccion de acoplamiento via el éster activo de benzotriazol.”

En esta metodologia se preparo el éster 5’ tratando al aminoacido N,N’-
diprotegido 5 con N-cloruro de benzotriazol proveniente de la reaccion entre el Btz
y SOCl2 como se muestra en el esquema 29. Esta metodologia suponia la

“ventaja” de anadir el segundo residuo de aminoacido totalmente desprotegido lo
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que en un principio sugeria que la reaccion era sencilla y facil de realizarse. El
hecho de que la reaccion no procediera, reflejo la complejidad y la no de
trivialidad de trabajar con una molécula di-protegida como la (S)-N*-Cbz-N°-Boc-

Lisina 5.

Siguiendo con la ruta sintética el siguiente paso era la eliminacion de los
grupos protectores tanto en el o-amino y el carboxilo terminales del dipéptido 7.
Para ello se sometio a condiciones de hidrélisis alcalina por medio del tratamiento
con LiOH al 2M en una mezcla de disolventes compuesta por THF, MeOH y H2O
en una relacion 25:3:0.1 a 0°C, obteniéndose el dipéptido diprotegido N*-Cbz-N"-
Boc-lisil-fenilalanil-OMe 8. Posteriormente el producto crudo se hizo reaccionar
con acido TFA en DCM a 0°C. Cabe destacar que no fue posible la purificacion del
compuesto 9, observandose solamente productos de descomposicion, después de

realizar la purificacion por columna cromatografica. Esquema 30.
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. Cbz.
Cbz Z NH
H Q ) H y Q
Boc. N%o’CHS LOH2M __  Boc. N>)J\O,H
% THF:CH30H:H,0 H O u”
0°C
8 90%
TFA
DCM, T.A.
Cbz.
NH
0

Esquema 30. Reacciones selectivas de O-desproteccion y N-desproteccion.

Se penso6 entonces en invertir el orden de desproteccion comenzando ahora
con la N-desproteccion, esto con la finalidad de obtener el éster metilico del
péptido 7, el cual nos serviria posteriormente para llevar a cabo la ciclacion. El
grupo (Boc) se elimin6é bajo condiciones de desproteccion en medio acido, por
tratamiento con 25 eq de TFA y DCM como disolvente a T.A. obteniéndose la sal
trifluoroacética del péptido (S,S)-N°-Cbz-N*-NH»-Lisil-fenilalanil-OMe 10, con un

porcentaje de conversion cuantitativo. Esquema 31. Destaca mencionar que se
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hicieron varios intentos para la desproteccion de este grupo, ya que inicialmente
se utilizaron 3eq. de TFA y posteriormente con 5eq, 10eq, 15eq. No fue sino hasta
25eq donde se observo el producto de reaccion como un aceite de color ambar, lo
que nuevamente reflejo que las particularidades de trabajar con una molécula

polifuncionalizada como el dipéptido tri-protegido 7.
Cbz. Chz.

H o 0

J H H H
Boc. < N _CH TFA _
Y v o e

H: DCM, T.A.

[ H
O CFco0” H O HZ
Re o0 U

Esquema 31. Obtencion de la sal trifluoroacética del dipéptido 7.

El compuesto 10 se sometioé a purificacion por cromatografia en columna,
no obstante no fue posible esta purificacion seguramente a la afinidad que existe
del grupo a-NH> en su forma cationica por la silice. Por esta razon, el péptido 10
se utilizo en la siguiente reaccion sin previa purificacion.

Otro factor que influyo en esta decision fue que en el espectro de RMN de 'H
se observa el producto de reaccion 10 con pequenas impurezas. Figura 22. Como
puede apreciarse en el espectro se observa la desaparicion de la senal
correspondiente al grupo Boc aproximadamente en 1.4 ppm (teniendo la certeza

de que el Boc ha sido removido del dipéptido 7), asi mismo se observa que se
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mantuvieron las senales clave de este compuesto entre las que se enumeran las
siguientes: las correspondientes a los hidrogenos del grupo OCHs en & de 3.63
ppm; de 1.2 a 1.8 ppm, los H's 9,10 y 11; de 3.0 a 3.2 ppm se aprecian los
hidrogenos 4" y 8; en 3.8 y 4.2 ppm el H-7; 4.8 se observa H-4; en 5.02 ppm los
hidrégenos correspondientes al CHs del grupo Bn del Cbz; en 5.88 y 6.28 ppm, los

hidrogenos de los NH correspondientes a las amidas. Figura 22.

Sivan Yanael, Jinior C A Dgina 54



- P . o
Ctucdios Tendientes a la Dintesis de @ﬂf/{/{») Crelieas Onirales

(@)
17 16 15 12 26
18 O"13'NH
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O NH
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H 8 (0] ) OCHs
H. N 6N _CHj
7 7 No se observa Boc

4\© a 1.2-1.8ppm

-l
e
Y,

Figura 22. Espectros de RMN de 1H de los intermediarios péptidicos 7y N°-Cbz-

N*-NHs-lisisil-fenilalanina-OMe 10.
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Ciclacion de (S,S)-N°-Cbz-N*-NH,-lisil-fen-OMe 10

Una vez obtenido el precursor peptidico lineal se procedio a la busqueda de
condiciones idoneas para la ciclacion del compuesto 10 y obtener asi el
ciclopéptido I.

Al realizar una busqueda bibliografica se encontré que uno de los métodos
reportados era via una reaccion de condensacion intramolecular termolitica de
ésteres derivados de o-dipéptidos lineales.37 Por tanto, se hizo reaccionar el éster
metilico del péptido 10 en reflujo de metanol, y usando TEA como base.#2. 55
(ensayo 1), Tabla 2. Como se puede apreciar la reaccion no procedio, por lo que se
penso en cambiar el MeOH por un disolvente con un punto de ebullicion mas alto
como el MeCN y/o tolueno (ensayos 2 y 3, Tabla 2) no observandose un resultado
positivo para la conversion de la materia prima y recuperandose esta por
completo. Se intento ademas la reaccion en condiciones de microondas (ensayo 5
y 6) y de igual manera que para los otros casos no se observo el compuesto

buscado, recuperandose en su totalidad la materia prima.

Disolvente _ E

TEA B} i&
Reflujo
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Ensayo Condiciones Disolvente Rendimiento
1 Reflujo Metanol No Reacciona
2 Reflujo Acetonitrilo No Reacciona
3 Reflujo Tolueno No Reacciona
5 M.O 250 watts Acetonitrilo No Reacciona
6 M.O 250 watts Tolueno No Reacciona

Tabla 2. Ciclacion de la sal trifluroroacética del éster metilico del a,a-dipéptido 10

con distintos disolventes.

Fue al no obtener el péptido ciclico I que se considero el uso de diferentes
bases como la DEA, DIEA y K>CO3 usando como disolvente MeCN ya que en la
literatura se presume como el mejor disolvente para favorecer la reaccion. En este
caso tampoco procedié la reaccion, recuperandose en su totalidad la materia

prima.2?

También se realizé la reaccion de ciclacion para 10 empleando NaHCO3 (aq)
al 2M como base, en AcOEt y temperatura ambiente por 72 hs.1! La reaccion no

procedio. Esquema 32.

Cbz.

H O
N ,CH3 ACOEt—HQO
v~ O NaHCO,

T.A. HN

Q

lon

N
oy
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Esquema 32. Ciclacion del a,a-dipéptido en medio acuoso y temperatura

ambiente.

Reciente se publico la sintesis de dicetopiperazinas en medio acuoso,
asistido por radiacion de microondas.3® Tomando como base este trabajo, se
intento la reaccion con nuestro péptido 7 en medio acuoso, a 250 watts y 80°C de
temperatura durante 40 minutos, como se muestra en el esquema 33.
Lamentablemente, en este caso tampoco se observd progreso en la reaccion,

recuperandose la materia prima.

Cbz. (Ebz

O O 7,
PO BS: ve _H30,80c\\ :
O N : (0} -
H

: Microondas o

0 H
_ :

Esquema 33. Ciclacion en medio acuoso y radiacion de microondas.

Es muy probable que la reaccion no ocurriera debido a que la geometria
exigida para la ciclacion no se alcance por el péptido bajo el argumento de que no
hay la suficiente cercania de los grupos funcionales. Naturalmente, el proceso es
desfavorable ya que los grupos R de los aminoacidos (R: y R2) generan una gran

repulsion estérica en el estado de transicion. Tal como se muestra en el
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mecanismo para la formacion de dicetopiperazinas. Muy seguramente, a
consecuencia de que el grupo R de la lisina al ser una cadena lineal, se encuentra
perturbada por la agitacion térmica lo que impide el estado de minima repulsion

requerido para su acercamiento del grupo amino.4° Esquema 34.

Minima repulsion estérica
entre R1 y R2

1288
O RQ o II(II I L%l Me
‘. -Me HN- -
O. O
RI\HJ\N%]/ Me =~——— j B @) — NH)Q
H 0 . 2 / H R2

pi

NH2 Rl ”NHQ

O

R
Z\HJ\NH
HN\H)\
Ry

(@)

Esquema 34. Geometrias requeridas para la formacion de las dicetopiperazinas.

Sintesis del Ciclo-(S)-N°-Cbz-N“-NH,-lisi-B-homofenilalanina-OMe

Una vez conocido el comportamiento de la (S)-lisina y el método de
acoplamiento mas adecuado en la sintesis de a-péptidos, surgieron las siguientes

preguntas:
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e ¢Qué ocurrira si en la sintesis del dipéptido, tanto lineal como ciclico
(diazepindiona), se cambia un a-aminoacido por su analogo -aminoacido?

e Mas especificamente, ¢la a-fenilalanina por B-homofenilalanina?

e c¢Procedera la condensacion intermolecular y formacion del primer enlace
péptidico?

e ¢La conformacion del a,B-dipéptido lineal formado favorecera la ciclacion del

compuesto?

Para tratar de contestar estas preguntas se comenzo por el planteamiento
de la ruta de sintesis a seguir mediante un el analisis retrosintético del Ciclo (S)-

N°-Cbz-lisil-B-fenilalanina, Esquema 35.

Como lo muestra el esquema 35 existen también dos rutas posibles para la
obtencion de nuestra molécula blanco (Ruta A y B). En la ruta A la diazepindiona
proviene del dipéptido (S)-N*-Gp-N*-Gp-lisil-B-homofenilalanina-OGp
lineal(intermediario XI), que a su vez se puede obtener por condensacion de (S)-
lisina diprotegida III y B-homofenilalanina O-protegida XII. En la ruta B, nuestra
molécula blanco proviene de la a-bencilacion selectiva del fragmento de pB-alanina
del ciclo a,B-dipéptido XIV; y este ultimo se genera a partir del o,p-dipeptido
protegido XV, el cual proviene de la (S)-lisina y la p-alanina o acido B-

aminoprpionico.
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OH
HZNW H,-N 0.
o 2 \/Y H
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@Br o-lisina p-alanina
BnBr
GP-ny
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NH
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HN N Y o)
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X1V
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NH Bvn
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A
NH — > B
N 1‘\IH
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O
X

HQNWO\ ———

XII
N o
Gp~ “Gp
(0]
pB-alanina XIII

Esquema 35. Analisis retrosintético para la obtencion de la 1,4-diazepin-2,5-

diona.
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Iniciada la sintesis de los intermediarios se parti6 de la alquilacion de la NP-
Cbz-B-alanina-OMe 11 por medio del tratamiento con BnBr, en THF, y n-BulLi
bajo atmoésfera de nitrégeno a -78°C, para obtener el (rac)-N'-Cbz-a-bencil-p-
alanina en 81% de rendimiento. Posteriormente, (rac)-12 fue sujeto a una
reaccion de hidrogénolisis en MeOH y catalizada por Pd/C al 10% con la finalidad

de eliminar el grupo Cbz y asi obtener (rac)-13. Esquema 36.

H BnBr o H H27 Pd/c >
N (ON 7o _N O. H)N (ON
Cbz \¢/\jr CHs, THF -78°C Cbz \/jlﬂ/ CHs CH;0H 2 \V/ijr CH,

O 6} O
11 12 13

Esquema 36. Sintesis del éster metilico de la a-bencil-f-homofenilalanina.

El producto de la reaccion de N-desproteccion 13 y la (S)-lisina N,N-
diprotegida 5 fueron tratados con el método de condensacion o acoplamiento por
medio de la activacion del carboxilo por formacion del anhidrido mixto derivado
del -BBCl y utilizando como base la TEA. Sin embargo la reaccion no genero el
producto esperado 14. Por lo que se intento otro método de acoplamiento,
haciendo uso de condiciones de reaccion inertes asi como una mezcla de
disolventes anhidros y utilizando como base NMM tal como se muestra en el

esquema 37, de donde, no se genero el a,p-dipeptido diprotegido 14.40
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b . _
CbZ\NH Z NH
i-BBCl/DCM
THF
Boc OH Boc. O CHjy
~ N
IIEII Base H \[]/Y
5 le} (6] (0] CHs3
rac-13
//
Chbz.
NH \i

Esquema 37. Intento de la obtencion de (S)-N*-Cbz-N“-Boc-lisil-B-homofenilalanil-

OMe.

Un analisis de los productos de reaccion nos muestra principalmente la
transesterificacion para ambos casos del B-aminoacido y la hidrolisis parcial de

los grupos Boc y Cbz de la (S)-lisina diprotegida 5.

Se decidio entonces seguir la ruta B del esquema retrosintetico 38 partiendo
de la esterificacion de la f—alanina con MeOH y SOCl> como catalizador para dar
15 (esquema 38), seguida de la reaccion de acoplamiento con 5 y con -BBCI como

agente activante. La reaccion procedio exitosamente dando el producto (S)-N*-Cbz-
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N?-Boc-lisil-B-alaninaOMe 16 en alta pureza y con un rendimiento del 90 %, por

lo que no fue necesaria su posterior purificacion.

®
H3N O. SOCly H,N o TEA H,oN o
H _— 3 N 2 <
i CH, CHs
3 o MeOH C?VI( THF W
p-alanina 15

Cbz.
Cbz\NH Z NH

e CHz 15 H 1
—————— | Boc. X 0 Boc. A__N O.
THF N e V‘\CHE, N N cH,
¢) o O 90% Rto.

Esquema 38. Obtencion de (S)-N°-Cbz-N“-Boc-lisil-p-fenilalanil-OMe 16.

La N-Boc desproteccion del o,B-dipéptido 16 se hizo como la reportada para
su analogo 7. Debido a que se observa varios subproductos de reaccion, se
procedid a utilizar la radiacion de microondas, en donde la mayoria de los casos,
la reaccion transcurre de forma limpia y en tiempos cortos de reaccion;*! asi
entonces 16 se trato con TFA en DCM como disolvente a una potencia de 250
watts y un suave reflujo, lograndose un porcentaje de conversion total. Esquema

39.
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. Cbz.
Cbz-\u “~NH

)()OL B 0 TFA B o)

o N T Me  owm mo, a3 TN Me
o o F,cod O o
16 17

Esquema 39. Reaccion de N-Boc desproteccion en TFA/DCM en microondas.

Una vez obtenida la sal trifluoroacética del péptido (S)-N*-Cbz-N“-Boc-Lis-B-
ala-O-Me 16 el paso decisivo era la ciclacion intramolecular de 17 para obtener la
diazepindiona X. Para ello se llevaron a cabo una serie de reacciones de ciclacion,
empleando diferentes condiciones reportadas en la literatura y haciendo
modificaciones a estas ultimas teniendo siempre la precaucion de cambiar solo

una variable por ensayo.

En este contexto, se sometid6 el éster metilico del (S)-N*-Cbz-
N*-NH3*CF3COO--Lis-B-ala-O-Me 17 a reflujo tradicional o reflujo en microondas
(M.O.) de metanol, acetonitrilo y de tolueno en TEA y analizando también
diferentes tiempos de reaccion, no obteniéndose el compuesto buscado, para los 5

ensayos realizados. Tabla 3.
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Cbz. Cbz
NH 1‘\IH
N o) TEA O _N
H3N TN Me X— V7 O
o ® Reflujo
O o) HN 0
F3COO
17 X
Ensayo Condiciones Disolvente Tiempo Resultado
1 Reflujo Metanol 24hr’'s  No reacciona
2 Reflujo Acetonitrilo 24hr’s  No reacciona
3 Reflujo Tolueno 24hr’'s  No reacciona
4 M.O 250 watts Acetonitrilo lhr No reacciona
5 M.O 250 watts Tolueno lhr No reacciona

Tabla 3. Ciclacion de la sal trifluroacética del a,f—dipéptido 17.

No fue sorprendente que la reaccion no procediera convenientemente en los
casos arriba descritos, ya que la formacion de los anillos de siete eslabones no se
ven favorecidas por razon de que la agitacion térmica favorece a la forma abierta

(lineal) sobre la forma ciclica.

Asi entonces se procedi6 a la activacion del grupo carboxilo con grupos mas
reactivos que el éster —-OMe bajo la siguiente estrategia sintética.#2 Esto tratando
de facilitar la adicion del amino terminal del compuesto 17 al carbonilo terminal

de este miso, favoreciendo la ciclacion.
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Chbz. <
z NH Cbz NH

H H H
Boc.  _X__N O. 2M LiOH U .
oC W Me Boc N NWO H
H THF:H20:MeOH H
016 © O 18 O
Cbz. TFA/DCM
Cbz, NH 1\{1.0.
NH
SN /, PhgP, CCLy H g
// TEA H.N . N O‘H
HN 0.0IMMeCN '@ Y
O O
F3COO
X @) 19

Esquema 40. Intento de ciclacion de la sal trifluroacética de (S)-N*-Cbz-N“~NHz2-

Lis-B-ala-OH 19.

Inicialmente se hidrolizo el péptido (S)-N°-Cbz-N“-Boc-Lis-B-ala-OMe 16 en
condiciones alcalinas para asi obtener el grupo carboxilo libre que posteriormente
fue protonado obteniéndose asi 18. Consecutivamente se desprotegiéo del grupo
(Boc) en TFA/DCM en microondas lograndose el péptido (S)-N*-Cbz-
N*-NH3*CF3COO--Lis-B-ala-OH 19. Habiendo hecho esto se activo el COOH con
Ph3P (trifenilfosfina) disuelta en tetracloruro de carbono (CCls) y TEA como base,
tal mezcla se llevo a reflujo de acetonitrilo. Bajo estas condiciones la reaccion no
ocurre, seguramente a que el intermediario reactivo no se genera en el matraz de

reaccion, tal como se muestra en el esquema 40.
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Dado que la reaccion no procedié con Ph3zP como agente activante, se tomo
la decision de probar con otros agentes activantes derivados de fosforo; uno de

ellos fue el PhPOCI: (oxido de diclorofenilfosfina).

La reaccion se realizo con TEA 6 DIEA como base, en reflujo de tolueno ya
sea en condiciones de reaccion convencionales asi como con radiacion de
microondas. En ninguno de los casos la reaccion procedio, recuperandose la

materia prima en un rendimiento aproximado del 50 %.4° Tabla 6.

Chbz. Cbz,
NH NH
O H
\\H H PhPOC12
S N O. Base
= HN
HSIG\~>I W H Disolvente
°© o) O O
F3COO
19 X
Ensayo Base Disolvente Condiciones Resultado
1 TEA Tolueno Reflujo Recuperacion de la
2 DIEA Tolueno Microondas materia prima 50%

Tabla 4. Intento de ciclacion con PhPOCIs.

Como se puede observar a lo largo de la discusion del presente trabajo, la
ciclacion de los compuestos peptidicos no es una tarea facil ni mucho menos

trivial.
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Debemos considerar que la formacion de los péptidos ciclicos no ocurre
debido probablemente a que la forma lineal esta favorecida sobre la forma ciclica,
ademas se advierte que un carbono alifatico mas en la cadena peptidica le provee

a la molécula un nimero mayor de conformaciones estables en su forma abierta.

Los resultados expuestos, también se explican tomando encuentra que los
péptidos se encuentran en su forma isomérica trans que es la de mayor
estabilidad y que la formacion de un péptido ciclico exige que la porcion
rotameérica gire al rotamero cis el cual presenta interacciones desfavorables. A este
impedimento de tipo rotacional se le atribuye la estabilidad las formas peptidicas

lineales.

Ademas, se deben tomar en cuenta varios factores indispensables antes de
comenzar con el trabajo experimental, primeramente las caracteristicas
individuales de cada aminoacido que interviene en la formacion del péptido lineal,
la buena seleccion del agente activante, que es determinante en la sintesis

peptidica, y por ultimo; el mismo péptido lineal formado.

Sivan Yanael, Jinior C A Dagina 69



Ctucdios Tendientes a la Dintesis de @ﬂf/{/{») Crelieas Onirales

CONCLUSIONES

e Se sintetizaron y elucidaron los dipéptidos protegidos:

©/\OJ\NH ©/\OJ\NH
0 0 0
)(())Lﬁ I EQK o CHa )(o)Lg I EV\[gO\CHs

(S,S)-N°-Cbz-N*-Boc-lisil-fenilalanil-OMe  (S)-I\*-Cbz-N*-Boc-lisil-p-fenilalanil-OMe

e Se probaron diversas metodologias para la ciclacion de los péptidos lineales.

e Se concluyo también que para la ciclacion de los compuestos peptidicos
deberan tenerse en cuenta factores como:

v Caracteristicas individuales de cada aminoacido

v Factores estéricos y estereoelectronicos

v Seleccion del agente activante para el carbonilo
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PARTE EXPERIMENTAL

Caracteristicas generales

Los disolventes cuando fue necesario se destilaron en torre de vigreux y se
secaron antes de su uso segun las técnicas habituales, THF y tolueno se
destilaron sobre sodio metalico. E1 DCM se destiléo sobre P2Os y se guardo en un
matraz bajo atmosfera inerte. Los reactivos de partida fueron del mejor grado
comercialmente disponible (grado reactivo) adquiridos de la casa ALDRICH y se
usaron sin purificacion previa. En las reacciones que ocurrieron bajo atmosfera
inerte se hizo uso de argon seco.

La purificacion de algunos intermediarios de reaccion se llevo a cabo por
cromatografia en columna utilizando silica gel 70-230 Mesh y como sistema
eluyente el apropiado en cada caso segin correspondiera.

El monitoreo del avance de las reacciones se efectué por cromatografia en
capa fina sobre cromatofolios Merk, empelando como fase estacionaria silica gel
60 Fas4 y como reveladores se utilizaron radiacion UV y vapores de Ia.

Los puntos de fusion fueron determinados mediante el método de Fisher en
un equipo marca EVEL Mod. 1237 utilizando cubreobjetos redondos.

Los espectros de resonancia !'RMN y de !SRMN se realizaron en equipos
Mercury 200 y 400. Los disolventes deuterados empleados en la obtencion de los
espectros fueron: D20, CDCls, CD3OD, y DMSO-ds con TMS como referencia

interna. Los desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millon (ppm),
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las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz) y para indicar la

multiplicidad de las senales en 1H se utilizan las abreviaturas: a, s, d, dd, t, c, y

m.
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Procedimientos Experimentales

Reacciones de proteccion

(S)-N°-Cbz-N*-NH+*3Cl-Lis-OH (2). Fueron puestos en un matraz redondo
dispuesto con agitacion magnética 0.5g (3.422mmol) del clorhidrato de (S)-Lisina
y se disolvieron en no mas de 3ml de H2O (soluciéon 1.15M) y asi se llevo a una
temperatura que oscilaba entre los 80-90°C. Después se mezclo con 0.756g
(3.422mmol) de CuCOs y se agito por un periodo de Smin. Posteriormente se
hirvié a reflujo por 30min. Pasado el tiempo de reflujo la mezcla de reaccion fue
filtrada sobre un embudo de membrana de vidrio y se lavo con H>O caliente
(3X5ml) de donde se guardo la fase acuosa. Esta fase acuosa se coloco en un
matraz balon provisto de agitacion magnética y se puso a agitacion severa con
0.977g (11.635mmol) de NaHCOj3; seguido de wuna solucion de 0.674ml
(4.791mmol) CbzCl disueltos en 5Sml de Dioxano (solucion 0.1M) anadido gota a

gota y muy lentamente. La reaccion se dejo asi por 24hs a temperatura ambiente.
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Concluido el tiempo de reaccion se filtro y lavo con H2O (3X1ml). El so6lido filtrado
se coloco en un matraz baléon provisto de agitacion magnética y se disolvié en 2ml
de AcOH 2N y se llevo a agitacion por lhr y después se filtro y lavo con 1ml de
H>0, 1ml de Dioxano y 1ml de CHCIls. El complejo cuprico pulverizado finamente
es puesto en matraz balon y adicionado a una disolucion sobresaturada de
EDTA:2Na 1.694g (4.551mmol) y 0.213g (2.535mmol) de NaHCO3 en 3ml de H20O
(solucion 0.8M); tal suspension fue llevada a una vigorosa agitacion por 24hs.
Finalmente la suspension fue filtrada en un embudo de membrana de vidrio de
donde se recupero 0.6g de un polvo blanco fino puro (61% Rto) que descompuso a

259°C.
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(S)-N°-Cbz-N“-Boc-Lis-OH (5). En un Matraz balon provisto de agitacion magnética
fueron colocados 0.1g de (S)-N°*~Cbz-N“-NH*3Cl-lisina (0.357mmol), 2ml de MeOH
y 0.08ml (0.535mmol) de TEA y la suspension fue llevada a agitacion. Mientras
que en un matraz erlenmeyer se disolvieron en 2ml de MeOH, 0.10g (0.461mmol)
de (Boc)20. Esta mezcla se anadio con ayuda de una pipeta Pasteur al matraz en
el que se encontraba el aminoacido monoprotegido y se dejo en agitacion durante
toda la noche. Pasado el tiempo de reaccion se evaporo a presion reducida, se
ajusto el pH a 3 empleando una solucion de HCl 1M. Se extrajo con AcOEt
(3X100ml), se colecto la fase organica y se seco con NaxSO4 Anhidro, se filtro y
concentro a presion reducida en el rotavapor. De donde se obtuvo 0.12g de un

aceite amarillo translucido (88% Rto).

1H RMN
(CDCls, 400 MHz) § 1.41 (s, 9H, CHs), 1.48 (m, CHa), 1.64 (d, J= 7.13 Hz, 2H,
CHo), 1.81 (s, 2H, CHy), 3.05 (c, J= 7.13 y 7.14, 2H, CH,), 4.19 (s, 1H, CH), 5.07

(s, 2H, CHa), 5.22 (s, 1H, NH), 5.41 (a, 1H, NH), 7.33 (m, 5H)
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13C RMN

(CDCls, 400 MHz) § 28.29 (CHs), 40.63 (CH), 45.15 (CHa), 76.68, 77.00, 77.31 (-5
CHo), 79.94 (C), 127.96, 128.05, 128.40, (C aromaticos) 136.57 (C ipso), 155.74

(CO), 156.56 (CO), 176.56 (CO2)

(S)-Fen-OMe (6). En un matraz redondo provisto de agitacion magnética se
colocaron 2g del Clorhidrato de (S)-fenilalanina (12.1mmol) y 50ml de MeOH. La
mezcla de reaccion se llevo a bano de hielo/sal/acetona y se puso en agitacion.
Pasados 10min se anadieron gota a gota y muy lentamente 1.76ml (24.2mmol) de
SOCly y se dejo reaccionar por toda la noche. Fue evaporado el solvente en el
rotavapor y el exceso de SOCIz fue eliminado con lavados sucesivos de DCM. De
donde se obtuvieron 2.5g de cristales blancos puros (95% Rto) con un punto

fusion de 130°C.
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1H RMN

(D20, 100 MHz) (MHz) § 3.09 (dd, J=7.51 y 14.8 Hz, 1H, CHa), 3.23 (dd, J=5.86 y

14.29 Hz, 1H, CHy), 3.71 (s, CHa), 4.31 (dd, J= 6.32 y 7.33 Hz, 1H, CH), 7.13-7.53

(m, 5H)

13C RMN

(D20, 50 MHz) § 35.72 (CHz), 53.72 (CHa), 54.25 (CH), 128.27, 129.84 y 129.53 (C

aromaticos), 133.87 (C ipso), 170.2 (COy)

B-Ala-O-Me (HCIl-B-aminopropionato de metilo) (15). En un matraz redondo
provisto de agitacion magnética se colocaron 2g (15mmol) de f-Ala-OH-HCl y 50ml
de MeOH. La mezcla de reaccion se llevo a un bano de hielo/sal/acetona y se
puso en agitacion. Pasados 10min se anadieron gota a gota y muy lentamente
2.32ml (35.8mmol) de SOCl> y se dejo reaccionar por toda la noche. Fue

evaporado el solvente en el rotavapor y el exceso de SOCIy fue eliminado con
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lavados sucesivos de DCM. De donde se obtuvieron 2.07g de cristales blancos

puros (99% Rto) con punto de fusion de 95°C.

1H RMN

(CDCls, 400 MHz) & 2.79 (t, J=6.77 y 6.59 Mhz, 2H, CHa), 3.22 (t, J=6.59 y 6.59,

2H, CHy), 3.78 (s, 3H, CHa), 4.95 (a, 3H, NHa)

13C RMN

(CDCl3, 100 MHz) § 32.09 (CHz), 35.45 (CHa), 52.73 (CHs), 172.67 (CO)

B-homofenilalanina (12). En un matraz balon provisto de agitacion magnética,
mantilla de calentamiento y un refrigerante en posicion vertical, fueron colocados
a reflujo 0.59g (1.90mmol) de rac-N-Cbz-homofenilalanina-OH los que se

disolvieron en 30ml de MeOH absoluto y secuencialmente le fueron vertidos 0.5ml
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de HCI concentrado. Pasadas 1.5hr’s, el solvente fue evaporado en rotavapor a
presion reducida, consecutivamente el acetie obtenido se disolvié en 100ml de
AcOEt y la fase organica fue lavada con 5ml de una solucion sobresaturada de
NaHCOg3, se recupero la fase organica y se seco sobre Na>SO4 anhidro de donde se
obtuvo un aceite amarillo que fue purificado por columna en una mezcla 8:2 de
Hexano:AcOEt como eluyente, obteniéndose un aceite transparente con un

rendimiento del 59% Rto.

1H (CDCI3, 300 MHz)

§2.77 (dd, J = 9.8, 16.2 Hz, H), 2.93 (dd, J = 7.0, 16.0 Hz, 2H), 3.25-3.44 (m, 2H),

3.60 (s, 3H), 5.05 (s, 2H), 5.37 (dd, J = 5.8 Hz, 1H), 7.11-7.30 (m, 10H)

13C (CDCI3, 75 MHz)

13C (CDCI3, 75 MHz) & 35.8, 41.9, 47.2, 51.8, 66.5, 126.6, 128.1, 128.5, 128.51,

128.8, 136.5, 138.1, 174.5.

Sivan Yanael, Jinior C A Dgina 79



ey o7 o , D, g, X ,
Ctucdios Tendientes a la Dintesis de @ﬂf/{/ﬁo Crelieas Onirales

Reacciones de acoplamiento

(S,S)-N°-Cbz-N“-Boc-Lis-Fen-O-Me (7). En un matraz redondo provisto de
agitacion magnética se colocaron 0.312g (1.44mmol) de (S)-Fen-OMe'-HCI y se
disolvieron en 7.24ml de THF (solucion 0.2M) y 0.50ml (3.61mmol) de TEA; se
llevaron a agitacion vigorosa por 3 horas. En otro matraz redondo con agitacion se
pusieron 0.5g (1.31mmol) de (S)-N*—Cbz-N“-Boc-Lis-OH suspendidos en 6.55ml de
THF (solucion 0.2M) acompanados de 0.17ml (1.31mmol) de TEA y esta mixtura
fue puesta en bano de hielo/sal/acetona antes de la adicion de 0.17ml (1.3mmol)
de i-BBCI disueltos en 6.55ml de THF (solucion 0.2M) y vertidos gota a gota con
ayuda de una pipeta Pasteur. Se dejo en agitacion y bano de hielo por un periodo
no mayor a 20min. Concluidos las 3 horas de agitacion de los esteres y los 20min
de agitacion de los acidos. A través de un embudo de adicion con presion

compensada fueron vertidos los esteres al acido carboxilico de manera paulatina y
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se dejo reaccionar por toda la noche. La mezcla de reaccion fue filtrada y el
solvente fue destilado a presion reducida en el rotavapor, se lavo con 2 porciones
de H20 y se extrajo con AcOEt (3X100ml). La fase organica fue secada con Na>SO4
anhidro, y nuevamente se filtro y se concentro en el rotavapor. Por ultimo el crudo
de reaccion se purifico por cromatografia en columna empleando una mezcla 7:3
de Hexano:AcOEt como eluyente, de donde se obtuvieron 0.648g de hojuelas

amarillas (91% Rto) con punto de fusion de 91.5°C.

(S)-N°-Cbz-N“-Boc-Lis-B-Ala-O-Me (16). En un matraz redondo provisto de
agitacion magnética se colocaron 0.234g (1.68mmol) de B-Ala-OMe-HCI y se
disolvieron en 8.4ml de THF (solucion 0.2M) y 0.58ml (4.2mmol) de TEA; se
llevaron a agitacion vigorosa por 3 horas. En otro matraz redondo con agitacion se
pusieron 0.58g (1.53mmol) de (S)-N°~Cbz-N*-Boc-Lis-OH suspendidos en 7.65ml

de THF (solucion 0.2M) acompanados de 0.25ml (0.18mmol) de TEA y esta
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mixtura fue puesta en bano de hielo/sal/acetona antes de la adicion de 0.19ml
(0.15mmol) de i-BBCI disueltos en 7.65ml de THF (solucion 0.2M) y vertidos gota
a gota con ayuda de una pipeta Pasteur. Se dejo en agitacion y bano de hielo por
un periodo no mayor a 20min. Concluidos las 3 horas de agitacion de los esteres y
los 20min de agitacion de los acidos. A través de un embudo de adicion con
presion compensada fueron vertidos los esteres al acido carboxilico de manera
paulatina y se dejo reaccionar por toda la noche. La mezcla de reaccion fue
filtrada y el solvente fue destilado a presion reducida en el rotavapor, se lavo con
2 porciones de H20 y se extrajo con AcOEt (3X100ml). La fase organica fue secada
con NazSO4 anhidro, y nuevamente se filtro y se concentro en el rotavapor. Por
ultimo el crudo de reaccion se purifico por cromatografia en columna empleando
una mezcla 4:6 de Hexano:AcOEt como eluyente, de donde se obtuvo 0.642g de

un aceite amarillo (90% Rto).

1H RMN

(CDCls, 400 MHz) § 1.42 (s, 9H, 3CHs), 1.50 (m, 2H, CHy), 1.60 (m, 2H, CHy), 1.77
(m, 2H, CHa), 2.52 (t, J = 6.22 y 5.47, 2H, CHy), 3.17 (c, J = 6.40, 2H, CHa), 3.49
(m, 2H, CHa), 3.66 (s, 3H, CHs), 4.03 (d, J = 5.49, 1H, CH), 5.08 (s, 2H, CHy), 5.14

(m, 1H, NH), 5.14 (a, 1H, NH), 6.89 (a, 1H, NH), 7.28-7.35 (m, 5H)

13C RMN
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(CDCls, 100 MHz) §28.19 (CHs), 29.29, 31.90, 33.62, 34.82, 40.29 (CHa), 51.71
(OCHa), 54.24 (CH), 66.49 (CHa), 79.88 (C), 127.96-128.38 (C aromaticos), 136.47

(C ipso), 155.66 (CO), 156.57 (CO), 172.20 (CONH), 172.20 (COOCHas)

Reacciones de desproteccion

¢
o)\NH
0
H H
H.o N\)J\O/CHs
F3CCOy [ :

(S,S)-N°-Cbz-N*-NHz-Lis-Fen-O-Me (10). En un matraz redondo y provisto de
agitacion magnética fueron colocados 0.1g (0.184mmol) de (S)-N°*-Cbz-N“-NH»-Cl-
Lis-Fen-O-Me y se solubilizaron en 4ml de DCM (solucion 0.04M) secuencialmente
fueron vertidos 0.35ml (10.72mmol) de TFA. La mezcla de reaccion se dejo a
temperatura ambiente por toda la noche. Pasado el tiempo de reaccion se lavo con
una solucion sobresaturada de NaHCO3 y se extrajo con DCM. La fase organica

fue secada sobre Na>SO4 anhidro se filtro y concentro en el rotavapor. Por ultimo
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el crudo de reaccion se purifico por cromatografia en columna empleando una
mezcla 97:2:1 de DCM:MeOH:NH4OH como eluyente, de donde se obtuvo 0.0636g

de hojuelas blancas con un redimiento del 63% Rto).

18

Dipéptido (S)-N°-Cbz-N“-Boc-Lis-B-Ala-OH (18). En un matraz redondo y provisto
de agitacion magnética fueron colocados 0.337g (0.72mmol) de (S)-N*-Cbz-N*-Boc-
Lis-B-Ala-OMe y se disolvieron en 3.37ml de una mezcla de THF:H>20:MeOH
(25:3:0.1), una vez disuelto el péptido el matraz fue llevado a un bafo de hielo y
secuencialmente fueron anadidos 1.08ml (2.17mmol) de una soluciéon de LiOH 2M
y se dejo reaccionando bajo una agitacion vigorosa por toda la noche. Acabado el
tiempo de la reaccion, se destilo el solvente a presion reducida. El crudo de la
reaccion fue suspendido en 10ml de H20 y se hizo un lavado con 2.0ml de DCM y
otro con 2.0ml de Et20O. La fase acuosa se acidifico con una solucion de HCl 1M
hasta lograr un pH de 4 y se hicieron 4 extracciones con AcOEt (4X25ml). La fase
organica fue secada sobre Na>SO4 anhidro, filtrada y concentrada en rotavapor.

De donde se obtuvo 0.243g de un aceite amarillo (74% Rto).
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(S)-N°-Cbz-N*-NH*3(F3CCOx2)-Lis-B-Ala-OH (19). En un matraz redondo provisto
de agitacion magnética fueron puestos 0.24g (0.538mmol) de (S)-N*-Cbz-N*-Boc-
Lis-B-Ala-OH los cuales se suspendieron en 25ml de DCM, acompanados de
0.411ml (5.38mmol) de TFA (solucion 0.02M). El matraz fue introducido en la
cabina del reactor de microondas Discovery y se le adapto un refrigerante en
posicion vertical y se inicio un reflujo a 200watts, 35°C y 60min de reaccion.
Concluido el tiempo, el crudo de reaccion fue vertido en un embudo de separacion
tipo squib y se hizo un lavado con una solucion sobresaturada de NaHCOs. La
fase organica fue filtrada y secada sobre Na>SO4 anhidro y el solvente se destilo a

presion reducida en rotavapor. De donde se obtuvo 0.212g de un aceite ambar

85% Rto.
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Figura 23. Superior. Espectro de 'H RMN a 400 MHz en CDCls de S.

Inferior. Espectro de 13C RMN a 100 MHz en CDCIl3 de 5.
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Figura 24. Superior. Espectro de 'H RMN a 400 MHz en DMSO-45 de 6.

Inferior. Espectro de 13C RMN a 100 MHz en DMSO-g46 de 6.
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Figura 25. Superior. Espectro de 'H RMN a 400 MHz en MeOD de 15.

Inferior. Espectro de 13C RMN a 100 MHz en MeOD de 15.
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Figura 26. Superior. Espectro de 'TH RMN a 400 MHz en CDCIl3 de rac-12.

Inferior. Espectro de 13C RMN a 100 MHz en CDCl3 de rac-12.
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Figura 26. Superior. Espectro de 'H RMN a 400 MHz en CDCl;3 de 16.

Inferior. Espectro de 13C RMN a 100 MHz en CDCl3 de 16.

Sivan Yanael, Jinior C A Dagina 94



—— o s )
Estudios Tendsentes a lu @;’/zlm’éj e @}(;Zf{'(/ﬁd' Critices Chirales

O
17 15 12 26
16
18, 0)13LNH
14
19 21 1 10
20
9
A $ Lol R
z 6 N4\ 2.CH
26 023E 7 ;sto” 8
: 33
2 O 272\8©32
29 31
7 30
]
1 [ —
l 15 {
I N
ot s EE R ..
; 9, 8,10;
kS 20 N AT L4 .y l
_ el W v S (O N S JR N2 N S A NS, A
T - + — e - - -
2 7 H s a 3 2 1 ppe

L. ”hm ’ Jhw lePJWJM

200 180 160 140 120 100 80 60 a0 20 ppn

Figura 27. Superior. Espectro de 'H RMN a 400 MHz en CDCl3 de 19.

Inferior. Espectro de 'TH RMN a 100 MHz en MeOD de 19.
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Figura 33.
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Espectro de 1H RMN a 400 MHz en CDCl3 de 19.
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