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RESUMEN

La estructura y reactividad de la materia son la esencia de la quimica, no obstante
la obtencion de compuestos puros que permitan su estudio conlleva a la busqueda
de nuevos procesos de optimizacion con un enfoque basado en la Quimica Verde,
las nuevas secuencias en las rutas sintéticas de ureidopéptidos pueden incorporar
tecnologias como la radiacion microondas, con la intencién de promover una alta
eficiencia al evitar el uso de reactivos toxicos, dificiles de manejar, altamente
costosos y de dificil acceso, generando moléculas de alto grado de funcionalizacién
a partir de precursores biosintéticos de facil acceso, economicos, versatiles,

maleables y amigables con el medio ambiente.

Por esta razon en el presente trabajo se muestra la sintesis en fase acuosa del acido
2-(3-(2-carboxietil)ureido)-4-(metiltio)butanoico, un a,B-ureidopéptido generado por
el reordenamiento molecular del dipéptido N-Cbz-Metionin-g-Alanina-OMe

promovido por radiacion microonda como fuente energética.

Palabras clave: aminoéacidos, Péptidos Cbz-protegidos, hidrodlisis, Radiacion

Microondas, Ureidopéptido.



ABSTRACT

The structure and reactivity of matter are the essence of chemistry, however
obtaining pure compounds that allow their study leads to the search for new
optimization processes with an approach based on Green Chemistry, the new
sequences in the synthetic routes of ureidopeptides they can incorporate
technologies such as microwave radiation, with the intention of promoting high
efficiency by avoiding the use of toxic, difficult to handle, highly expensive and
difficult to access reagents, generating molecules with a high degree of
functionalization from easily accessible biosynthetic precursors , economical,

versatile, malleable and friendly to the environment.

In this work shows the aqueous phase synthesis of 2-(3-(2-carboxyethyl)ureido)-4-
(methylthio)butanoic acid, an a,B-ureidopeptide generated by the molecular
rearrangement of dipeptide N-Cbz-Metionin--Alanine-OMe promoted by microwave

radiation as an energy source.

Keywords: amino acids, Cbz-protected peptides, hydrolysis, microwave radiation,
ureidopeptide.
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1.ABREVIATURAS, FORMULAS Y SIMBOLOS

B-Ala
AcOEt
BTC
°C
Cbz
CbzCl
CH.Cl;

Dd
DMSO
DMSO-¢s

Hex
i-BBCI
i-PrOH

MeOH
MO
NMM
NRP-1
PSMA

RMN

SOCl,
NazSO04

Alfa

Beta

Desplazamiento quimico
B-alanina

Acetato de Etilo
Trifosgeno

Grados Celsius
Benciloxicarbonil
Cloroformiato de bencilo
Diclorometano

Sefal doble

Sefal doble de doble
Dimetilsulféixido
Dimetilsulféxido deuterado
Hora

Hexano

Cloroformiato de isobutilo
Isopropanol
Concentracion Molar
Sefial multiple

Metanol

Microondas

N-metil morfolina
Neurolipilina 1

Antigeno  Prostatico  especifico
membrana
Resonancia Magnética Nuclear

Sefal simple
Cloruro de tionilo
Sulfato de sodio

Senal triple

2<
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THF Tetrahidrofurano

TLC Cromatografia en capa fina
TMS Tetrametilsilano
NaHCOs3 Bicarbonato de sodio



2. INTRODUCCION

Con la finalidad de cumplir con los requisitos cada vez mas exigentes de la industria
farmacéutica en el mimetismo de péptidos, es necesaria la generacion de derivados
peptidicos biolégicamente equivalentes. Los ureidopéptidos se presentan como una
modificacién al enlace peptidico, donde la funcién amida es reemplazada por el
grupo ureido, el cual al contener aminoacidos completos en su estructura es
denominado como ureidopéptido.! El estudio de las unidades constitutivas del
ureidopéptido permite ademas otras modificaciones del esqueleto aminoacidico
principal, como lo es el reemplazo de un solo aminoéacido,? siendo una estrategia
poderosa para mejorar las propiedades de los péptidos ya que incrementa su
proteccion contra la protedlisis y, por lo tanto, su vida media en funcién de una
accion biolégicamente importante. Dentro de la literatura se encuentran distintos
analogos a los a-aminoacidos que comparten caracteristicas estructurales y
reactivas, destacando los B-aminoacidos como unidades constitutivas no
proteinogénicas que generan las interacciones correspondientes para una factible
actividad biolégica. Cada una de las modificaciones anteriormente mencionadas
prevén la obtencibn de compuestos estructuralmente similares a los péptidos
naturales, clasificados como peptidomiméticos, donde la similitud estructural
promovera que el farmacéforo tenga la capacidad de interactuar con el receptor
biolégico y generar el mismo efecto biolégico.® En las Ultimas décadas la sintesis
de compuestos peptidomiméticos ha cobrado gran importancia, debido a las
multiples aplicaciones biolégicas, quimicas o farmacéuticas que presentan, siendo
posible la existencia de una gran cantidad de moléculas ampliamente variadas. Al
mostrar numerosas actividades farmacolégicas importantes, tales como
antibacteriano, antifingico, antiparasitario, antiviral, anticancerigeno y
anticonvulsivo,* han estimulado un amplio catdlogo de sintesis que conllevan a
estas moléculas de interés; no obstante, dichas rutas parten de reactivos toxicos,
dificiles de manejar, altamente costosos, asi como la utilizacion de fuentes
energéeticas que generan gran gasto energético o una cantidad indeseable de

productos secundarios.®
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La importancia del precursor sintético de un ureidopéptido radica en varios aspectos
dentro de los cuales se encuentra su origen, es por lo que, los aminoacidos, al ser
uno de los compuestos mas abundantes de la naturaleza, son de facil acceso, de
bajo costo y faciles de manipular, ademas de que proveen los grupos reactivos
suficientes para llevar a cabo un acoplamiento hacia una diana molecular. Por lo
anterior, tomar modelos peptidicos de moléculas bioactivas para la sintesis de
peptidomiméticos ha sido una herramienta poderosa para fabricacion de farmacos.
La incorporacion de aminoacidos y péptidos como bloques de construccion para la
sintesis de ureidopéptidos lleva a sistemas o esqueletos “ideales” ya que al contener
la funcidén urea, asi como caracteristicas de los aminoacidos, comparten algunas
propiedades, otorgandole a la molécula un alto grado de funcionalizacién y multiples
ventajas entre las que destacan, alta estereoespecificidad, gran actividad, baja
toxicidad, pocos efectos secundarios y el suministro en pequefias dosis han hecho
gue estos, como sus derivados sean sustratos de excelencia en la sintesis de

agentes terapéuticos.®

Dado que en la quimica sintética se provee optimizar los procesos en favor de la
eficiencia se considera el uso tanto de sustratos altamente funcionalizados como de
condiciones de reaccién adecuadas que permitan alcanzar la barrera energética en
la transformacion molecular; una de las metodologias mas eficientes es la radiacion
de microondas (MO), una energia electromagnética no ionizante que permite
acelerar el tiempo de reaccién utilizando las constantes dieléctricas de moléculas
polares. Esto permite que las moléculas polares absorban de manera uniforme las
MO y las transformen en calor por medio de la friccion, permitiendo un calentamiento
mas selectivo y homogéneo desde el seno de la reaccidn, favoreciendo los tiempos
de reaccion y reduciendo o evitando la aparicion de productos secundarios al evitar
puntos calientes; zonas formadas en funcién del gradiente de temperatura cuando

estas son calentadas de manera convencional.’



Para aprovechar estas fuentes innovadoras de energia limpia, en combinacion con
disolventes considerados dentro de la quimica verde, este proyecto contempla el
aislamiento y  caracterizacion del acido  2-(3-(2-carboxietil)ureido)-4-
(metiltio)butanoico, un a,B-ureidopéptido peptidomimético, formado por el
reemplazo del enlace amida a través de la reaccion intramolecular del a,3-dipéptido
N-Cbz-metionin-p-alanina-OMe bajo tratamiento basico asistido por MO en solucion

acuosa.



3. ANTECEDENTES

3.1. a,B-Ureidopéptidos

Los péptidos son biomoléculas ubicuas que proveen innumerables funciones
durante el proceso de la vida, donde su estructura tridimensional es la responsable
del rol biolégico. No obstante, caracteristicas como el reconocimiento enzimatico,
conlleva a que los péptidos tengan un tiempo de vida media relativamente corto
debido a la protedlisis, o que conduce a una baja biodisponibilidad, estabilidad
metabolica in vivo y propiedades farmacocinéticas deficientes. Con la finalidad de
superar estas limitaciones, se establece desarrollar modificaciones estructurales
para la obtencion de moléculas mimicas mediante el disefio racional y el empleo de
modelos moleculares. Esto ha llevado a la aparicion de pseudopéptidos, una clase
de entidades novedosas utilizadas como posibles alternativas a los farmacos
basados en péptidos, asi como en el disefio computacional de moléculas, con
intencion de generar nuevos derivados peptidicos para la construccion de
compuestos peptidomiméticos. Los ureidopéptidos y peptidil ureas son sintones
frecuentemente empleados, dado su eficiente reconocimiento como la variedad mas
exitosa de peptidomiméticos debido a las propiedades metabdlicas y enlaces

hidrégeno que contiene el grupo ureico.®11

Uno de los primeros reportes a,a-ureidopéptidos remonta al afio 1956, cuando
Schlégl y col., en sus estudios acerca de la degradacion a microescala de péptidos
gue contenian metionina, cisteina, serina, prolina, triptéfano e histidina, reportan la
aparicién de un derivado ureico a partir de péptidos N-Cbz-protegidos, los cuales
generaban la ciclacion hacia el anillo hidantoinico, y que posteriormente, podia ser
transformado a su compuesto lineal, una urea asimétrica dicarboxilica (esquema
1)'12
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Esquema 1. Sintesis de ureas reportadas por Schldgl.

Cabe destacar que la transformacion requiere de tiempos prolongados (dias) y los
requerimientos no suelen ser elevados en el caso de los ureidopéptidos debido al
alto costo energético que genera la ciclacion hidantoinica.

La importancia en la sintesis de ureidopéptidos, radica en la gran rigidez y
restriccidbn conformacional que poseen, pues la planaridad que le otorga el ndcleo
ureido a la molécula, conduce a una disposicion definida de los cuatros
sustituyentes que estan unidos a los nitrégenos; ademas, los dos enlaces NH de la
urea se coordinan perfectamente por medio de enlaces por puentes de hidrégeno
con otras moléculas, lo que limita alin mas su capacidad conformacional,*® siendo
una propiedad fundamental para la inhibicibn enzimatica. También, al contener
unidades de aminodacidos, poseen centros estereogénicos que conllevan al
reconocimiento estereoespecifico por parte de las enzimas. Por otro lado, la gran
similitud estructural que tiene con el péptido original le otorga la capacidad de
interactuar especificamente con el receptor biolégico, generando el disfraz perfecto
para bloquear dianas especificas. Un ejemplo de esto es el ligando derivado del N-
acetilaspartilglutamato sintetizado por Lowe y colaboradores a partir de lisina 'y acido
glutamico, en el que el enlace amida ha sido remplazado por una urea. Este
compuesto funciona como un inhibidor peptidomimético del antigeno prostatico
especifico de membrana (PSMA), dicha inhibicién es utilizada para el diagndstico
radiolégico mediante la obtencion de imagenes clinicas de tumores de prostata

cuando el inhibidor estd marcado isotépicamente (figura 1).14
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Figura 1. Inhibidor peptidomimético de la PSMA.

Puszko y col. reportaron un ureidopéptido que contiene en su estructura una unidad
de arginina y lisina. Encontraron que esta urea interferia inhibiendo al complejo
factor de crecimiento endotelial vascular-A165/neurolipina-1 (VEGF-A1ss/NRP-1)
responsable del crecimiento tumoral, metastasis y en el proceso de angiogénesis,
mostrando una mayor interaccion con el receptor VEGF-A165 que la neurolipilina
1(NRP-1) (figura 2).%°
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Figura 2. Ureidopéptido inhibidor del complejo VEGF-A165/NRP-1.

Por otro lado, Kozikowski y col.'® reportaron la sintesis de un potente inhibidor de
naturaleza ureidopeptidica de la carboxipeptidasa Il (NAALADase), constituido por
dos unidades de acido glutdmico, con el empleo de trifosgeno como reactivo clave

para la formacion de la urea (Esquema 2).
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Esquema 2. Inhibidor peptidomimético de la carboxipeptidasa II.

En el afio 2003 Lozano y col. reportan la sintesis de ureidodipéptidos derivados de
leucina, alanina y serina con el fin de generar nuevos agentes terapéuticos de
naturaleza péptidica dirigidos a membranas celulares de bacterias. La sintesis
procede a partir de la reaccion de los a-aminoacidos N-protegidos con cloroformiato
de etilo y azida de sodio generando los azidas de acilo, las cuales sufren un
rearreglo de Curtius generando asi los isocianatos correspondinetes. La adicion de
N-hidroxisuccinimida provee el carbamato y el ataque nucleofilico del grupo amino
de un segundo a-aminoacido da lugar a la formacién de la urea asimétrica

(Esquema 3).%/
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Esquema 3. Sintesis de ureidodipéptidos via transposicion de Curtius.

Al igual que la sintesis con fosgeno, el uso de azidas como reactivos clave para la
sintesis de ureas presentan la inconveniencia que son altamente toxicos. Ademas,
los isocianatos como intermediarios son altamente reactivos, por lo que su
manipulacion, extraccion y purificacion son dificiles de realizar al ser sensibles a
condiciones de pH y humedad. Por lo que, dentro de la quimica verde, no son

reactivos de excelencia para su uso dentro de la sintesis quimica.

En este contexto, las metodologias convencionales empleadas para la sintesis
directa de ureas asimétricas son fosgenacion y, carbonilacién reductiva u oxidativa.
También, pueden ser sintetizadas por generacion in situ de intermediarios
isocianato a partir de precursores como cloruros de acido (reordenamiento de
Curtius), amidas (reordenamiento de Hofmann), acido hidroxamico (reordenamiento
de Lossen), formamida, acido carbamico, carbamatos, acetoacetanilida e
isocianidas.*® Por otro lado, se han descrito varias metodologias intermoleculares
gue generan un intermediario hidantoinico que posteriormente se abre para la
obtencion de la urea asimétrica. Las tres vias intermoleculares principales que se

conocen para la sintesis de hidantoinas son la sintesis de Urech, la cual se lleva a



cabo entre un aminodcido e isocianato en condiciones &acidas, generando
hidantoinas sustituidas en la posicidon 5. La segunda via se conoce como la sintesis
de Bucherer-Bergs, siendo una reaccion de multicomponentes entre una cetona,
cianuro de potasio o sodio y carbonato de amonio, en una mezcla de etanol y agua,
la cual produce hidantoinas 5,5-disustituidas. El tercer método es conocido como la
sintesis de Biltz, la cual también genera hidantoinas 5,5-disustituidas por reaccion
de benzoilo y ureas no sustituidas o monsustituidas (Esquema 4).%° Otras dos rutas
sintéticas intermoleculares que se han descrito actualmente son mediante la técnica
de Ball-milling y mediante el uso de carbamatos, dando hidantoinas 3,5-
disustituidas. Lamentablemente todas estas sintesis siguen utilizando como
reactivos clave, aquellos que son toxicos, de dificil de manipulacion, que no cumplen
con los principios de la quimica verde y que generan bajos rendimientos de

reaccion.2021
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Esquema 4. Sintesis de ureas asimétricas mediante reacciones intermoleculares.

Cl I

Las sintesis de tipo intramolecular de ureas asimétricas se llevan a cabo a partir de
la condensacion de dipéptidos N-Cbz-protegidos. Estas metodologias ofrecen un
amplio campo de beneficios sintéticos debido a la economia molecular que conlleva
al partir de reactivos de facil acceso. Ademas, la diversidad estructural de los
aminoacidos hace que exista la posibilidad de fabricar una amplia biblioteca de
compuestos polifuncionales altamente activos dentro de los sistemas bioldgicos.
Por otro lado, los productos secundarios son minimos, ya que el mecanismo
intramolecular ofrece el beneficio de no interactuar con otro tipo de reactivos.

Aunado a ello, el mecanismo intramolecular induce la formacién de un anillo
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hidantoinico que puede aislarse y caracterizarse. La importancia de este
intermediario radica en que es la pieza clave para la formacion de la urea asimétrica
y que, en la actualidad, este anillo forma parte de una amplia gama de moléculas

que presentan fuerte actividad farmacolégica (Esquema 5).%223
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Esquema 5. Sintesis de ureas asimétricas mediante condensacion intramolecular.

En este sentido, fue en 1958 cuando Maclaren realizd sintesis de ureidopéptidos
via condensacion intramolecular con dipéptidos N-Cbz protegidos que contenian
glicina, cisteina y leucina. En sus estudios, demostré la influencia del pH para
obtener el esqueleto hidantoinico o la formacion del derivado ureico, incluso, sefiala
que cantidades alcalinas excesivas podrian descomponer el nicleo hidantoinico o

ureido, e inclusive, al mismo dipéptido (Esquema 6).2*
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Esguema 6. Sintesis de ureidopéptidos reportadas por Maclaren.

Por su parte, Garcia-Zavala®® reporta la sintesis de a,B-ureidopéptidos a partir de la

condensacion intramolecular de o,p-dipéptidos B-alanina (B-Ala) O-terminales
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promovida por radiacion de microondas. Con ello obtuvo un amplio catalogo de a,3-
ureidopéptidos derivados de alanina, fenilalanina, valina, triptéfano, prolina, glicina,
cisteina, leucina e isoleucina. También, demostré la importancia del uso de un
carbamato protector, el cual, es el responsable de la interaccion intramolecular al
donar el carbonilo en la reaccion intramolecular para la formacién de la urea

(Esquema 7).

R=-CHj

R=-Bn

R= -CH(CH3),

R=-H

R=-CH(CH,);
R=-CH,SBn
R=-CH,CH(CH3),
R=-CH(CH3)CH,CH;

Esquema 7. Sintesis de ureidopéptidos derivados de B-alanina.

Debido a que los ureidopéptidos N,N-sustituidos son ideales por lo anteriormente
mencionado, este proyecto describe la sintesis de una urea de naturaleza peptidica
a partir del dipéptido N-Cbz-a-metionil-B-alanina aplicando los principios de la
guimica verde, con ello se realiza un aporte mas a la biblioteca de compuestos

reportados por el grupo de trabajo en el 2019.



3.2. Sintesis orgénica asistida por microondas

Las sintesis clasicas para la generacion de compuestos organicos se han llevado a
cabo utilizando energia térmica de fuentes convencionales por conduccion y
conveccion, esta manera de transferir energia se realiza gradualmente, por lo que
el proceso de calentamiento es lento e ineficaz. Ademas, el calor en la reaccion no
es homogéneo, lo que genera un gradiente de temperatura y conduce a la formacién
de los llamados puntos calientes. Estos puntos o zonas al tener temperaturas mas
elevadas que otras zonas dentro de la reaccion, provoca la descomposicion de
reactivos o productos con la generacion de productos secundarios. Para evitar este
problema, en las ultimas décadas se han suplido las fuentes convencionales por
MO. Este tipo de energia genera un rapido calentamiento desde el seno de la
reaccion al aprovechar las propiedades dieléctricas de cierto tipo de materiales o
moléculas polares. Las moléculas, cuando son irradiadas con microondas, se
alinean en el campo eléctrico aplicado, y a medida que el campo aplicado oscila, el
dipolo intenta realinearse con la corriente eléctrica alterna, por lo que, en el proceso,

se pierde energia en forma de calor generado por la friccion molecular (Figura 3).26

1©-- X

dfomo supere a un campe  Eguivalente dipolo
electrico externe elechico

1l 23

Campo MW Dscilaciones dipoles

Figura 3. Efecto de la radiacién microonda en una molécula polar.



El uso de las microondas comenz6 con Gedye y Giguere en la década de 1980,
ellos observaron la influencia de las MO en la velocidad de cuatro diferentes tipos
de reacciones organicas. Una de ellas fue la hidrélisis acida de benzamida para
obtener acido benzoico, dicha sintesis genero el 99% de acido benzoico en tan solo
10 minutos, cuando la sintesis convencional requeria un tiempo de reaccion de una
hora y con un rendimiento del 90%.2” Desde entonces, las MO se ha aplicado para
generar una mayor eficiencia de las reacciones orgénicas, por lo que, en 1922,
veinte compairiias farmacéuticas en el mundo lo adquirieron para ampliar el rango

de produccién.?®

En este sentido, esta radiacion ha sido aplicada a la sintesis organica debido a su
simplicidad y conveniencia operacional. Actualmente esta fuente energética ha sido
utilizada para la sintesis de ureas N,N-sustituidas con la finalidad de eficientizar los
procesos y mejorar los rendimientos de reaccion (Esquema 8), esto debido a las
multiples aplicaciones bioldgicas que presentan.?®

NH,
O O 450 w/15 min. @ o) /@
+Mo/\ - N)kN

H H

Rendimiento = 62%
Esguema 8. Sintesis de bis-arilureas con radiacion MO.

Con base a lo anterior, este proyecto contempla la radiacion MO como fuente
energeética para la sintesis del acido 2-(3-(2-carboxietil)ureido)-4-(metiltio)butanoico,
un a,B-ureidopéptido, siendo una fuente energética suave y amigable para el medio
ambiente y que favorece la obtencidon de un solo producto al aportar la energia

suficiente para el rearreglo molecular.



4. JUSTIFICACION

La importancia de los derivados de naturaleza peptidica radica en su probable
actividad bioldgica promoviendo especialmente estructuras peptidomimeéticas, por
lo que, la busqueda de nuevas rutas sintéticas siguiendo los principios de la quimica
verde con el empleo de fuentes energéticas que permitan un ahorro energético y
que, en combinacion con disolventes amigables para el medio ambiente que
permitan aprovechar sus propiedades fisicas y quimicas ha sido un reto importante
en las ultimas décadas. Es por ello por lo que, en los ultimos afios, la radiacion MO

en combinacion con el agua, ha venido a suplir las metodologias convencionales.

Con base en lo anterior, el presente trabajo representa una contribucion a la
continuidad de la derivatizacion de o,B-dipéptidos al utilizar el N-Cbz-a-Metionin--
Alanina-OMe como sustrato para la sintesis del a,B-ureidopéptido acido 2-(3-(2-
carboxietil)ureido)-4-(metiltio)butanoico, a partir del tratamiento basico promovido

por radiacion microondas.



5.- OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar el &acido 2-(3-(2-carboxietil)ureido)-4-(metiltio)butanoico como el «,B-
ureidopéptido derivado del éster metilico N-Cbz-metionin-B-alanina, mediante una
ruta verde y de alta eficiencia que evalla las condiciones necesarias para el

aislamiento promovido por radiacion de microondas en medio acuoso.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Preparacién del a,B-péptido N-Cbz-metionin-B-alanina-OMe, a partir del
acoplamiento entre el a-N-Cbz-metionina y 3-Ala en fase liquida.

2.- Realizar el tratamiento basico de N-Cbz-metionin-B-alanina-OMe asistido por
MO, generando las condiciones de reaccién optimas que lleven a la formacion de la

urea asimeétrica.

3.- Aislar y caracterizar los productos de reaccion por medio de sus propiedades
fisicas y por métodos espectroscopicos como resonancia magnética nuclear (RMN)

de unay dos dimensiones, infrarrojo; ademas de espectrometria de masas.



6.- DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Sintesis del acido acido 2-(3-(2-carboxietil)ureido)-4-(metiltio)butanoico un
a,B-ureidopéptido

La primera etapa durante la sintesis del dipéptido N-Cbz-metionin-B-alanina-OMe
(5) involucra el uso de agentes protectores de los grupos funcionales aminoacidicos
que pudieran interferir en el proceso de acoplamiento intermolecular, con lo cual se

comenzo con la N-proteccion de L-metionina (1).

0 Clooi g
HoN -
2 OH Cbz-OSu/NaHCO; O\n/N OH

-10 °C a t. amb.
24 h O

1 2,90%

Esquema 9. N-proteccion de L-metionina (1).

Debido a la alta toxicidad del cloroformiato de bencilo (CbzCl) éste fue reemplazado
por el uso de carbobenciloxisuccinimida (Cbz-OSu) como alternativa para la
proteccion selectiva de la amina. La reaccién se llevo a cabo mediante la adiciéon de
Cbz-OSu y una solucion de bicarbonato de sodio la L-metionina (1), a una
temperatura de -10°C. La agitacién a temperatura ambiente por 24 horas y posterior
purificacion mediante recristalizaciéon en 9:1 hexano/CHzClz del crudo de reaccién
genero el carbamato 2, como un polvo de color blanco, con un rendimiento del 90%
y un punto de fusion 67-69 °C. Los datos espectroscopicos concuerdan con los

reportados en la literatura.®

Posteriormente se realiz6 la O-proteccidn de B-ala 3, para esto se llevo a cabo una
reaccion de esterificacion en metanol usando cloruro de tionilo (SOCI2) como
catalizador, obteniéndose el éster metilico 4 en forma de clorhidrato, con un

rendimiento del 91% (Esquema 10).



@) 0O

HZN/\)kOH SOCl, - HZN/\)kOMe

MeOH

3 4,91%

Esquema 10. Esterificacion de B-ala 3.

El compuesto 4 se obtuvo como un solido cristalino higroscépico, en forma de
agujas de color amarillo. Los datos espectroscopicos concuerdan con los reportados

en la literatura.3!

El siguiente paso consistio en la formacion del enlace peptidico entre los
aminoécidos 2 y 4 por medio de la reaccion de acoplamiento via anhidridos mixtos,
utilizando cloroformiato de isobutilo (i-BBCI) como agente activante, N-
metilmorfolina (NMM) y tetrahidrofurano (THF) como medio de reaccién. La reaccion
se realiz6 a -10°C durante media hora y posteriormente a temperatura ambiente por
24 horas. Una vez purificado el crudo de reaccién por medio de cromatografia en
columna, utilizando gel de silice como fase estacionaria y una mezcla de
Hex/CH2Clz2, en una proporcion 9:1, 8:2 y finalmente 7:3 para obtener el a,B-
dipéptido 5, en forma de un sdélido blanco con un punto de fusion de 72-74°C y un

82% de rendimiento (Esquema 11).

©\/ N i i M ©VO H i J
o.__N i
\n/ OH + HZN/\)]\OMe iiBBCI \[( ” OMe
0 THF/DMSO (0]
-10°C a T. amb.
12 h S
S ~
2 4 5,82%

Esquema 11. Reaccion de acoplamiento intermolecular.

La tabla 1, resume las propiedades fisicas de los aminoacidos protegidos 2 y 4;
ademas del éster peptidico 5.



Tabla 1. Propiedades fisicas de los compuestos 2, 4y 5.

Compuesto Rto (%) | Estado Fisico p.f. (°C) Solubilidad
@\/ e - Metanol
O N OH 90 Solido 67-69 - CH2Cl2
bl
0 - ACOEt
S\
2
HCI* HoN OMe Sélido Altamente - Metanol
V\g/ 91 cristalino higroscoépico. | - CH2Clz
higroscopico | Impide tomar | - ACOEt
4 p.f.
-Metanol
[ ] W § ? Solido -CH2Cl2
O@Nﬁmd“ 82 cristalino 72-74 -ACOEt
S\
5

El péptido 5 fue caracterizado por medio de RMN (figuras 4 y 5). En el espectro de
RMN de 'H (figura 4) podemos observar en 7.31 ppm una sefial multiple
caracteristica de los hidrégenos arométicos H-17 al H-21 del grupo protector Cbz,
en conjunto con la sefial en 5.11 ppm correspondiente a los hidrégenos metilénicos
H-15. Posteriormente en 6.69 ppm se localiza una sefial simple ancha que integra
para el hidrogeno asignado al grupo NH del enlace peptidico H-6, diferente a la
sefal observada en 5.58 ppm que, a pesar de que también corresponde a un NH,
éste se presenta como base de un carbamato donde la cercania con el hidrégeno
asimétrico vecinal genera un acoplamiento que se traduce en un desdoblamiento
doble (J = 8.1 Hz) correspondiente al proton de H-4. Adicionalmente, en 4.32 ppm
se encuentra la sefial doble de dobles (J = 7.4, 13.9 Hz) asignada al hidroégeno del

centro estereogénico H-3, mientras que en 3.69 ppm se observa una sefial simple
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que integra para 3 hidrégenos del metilo del éster H-10, en conjunto con las dos
sefales correspondientes a los metilenos donde H-7 se presenta como una sefial
simple en 3.53 ppm y H-8 se encuentra traslapada en 2.50 ppm como una sefial
multiple que integra para 4 protones correspondientes a los metilenos H-8 y H-12.
Finalmente, en 2.09 ppm se observa una sefial simple asignada al metilo del tioéter

H-13 y una sefial multiple que corresponde al metileno H-11.

10
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Figura 4. Espectro de RMN de H del o,B-dipéptido 5 en CDCls.

En el espectro de RMN de 3C (figura 5) se observaron 17 sefiales caracteristicas
del compuesto 5, mostrando en 172.7, 171.1 y 156.0 ppm las tres sefales
correspondientes a los carbonos C-2, C-5 y C-9; entre 128.5 y 128.1 ppm se
observan las sefales correspondientes a los carbonos aromaticos C-17 a C-21y el
carbono ipso en 136.1 ppm. Posteriormente en 67.1 ppm aparece la sefial del
carbono metilénico del grupo protector Cbz C-15, en 53.9 ppm aparece la sefial
asignada para en carbono del centro estereogénico C-3, en 51.9 ppm se encuentra
localizada la sefial correspondiente al metilo C-10. Las sefiales de los metilenos de

la B-ala C-7 y C-8 se observan en 35.0 y 33.6 ppm, mientras que las sefales
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correspondientes a los metilenos C-11 y C-12 se encuentran en 31.7 y 30.0 ppm.

Finalmente, la sefial que corresponde al metilo del tioéter se observa en 15.2 ppm.
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Figura 5. Espectro de RMN de *3C del a,B-dipéptido 5 en CDCls.

La asignacidn exacta de 5 se obtuvo gracias a la espectroscopia de RMN en dos
dimensiones COSY (figura 6) al proveer informacién sobre la conectividad atémica
del dipéptido 5, donde la sefal doble del hidrégeno base carbamato H-4 se acopla
con el centro estereogénico H-3, evidenciando fuertes correlaciones entre los
hidrogenos metilénicos H-7 y H-8 correspondientes al esqueleto de la B-alanina,
como de H-11 y H-12 de la cadena lateral de la metionina, estableciendo los

hidrégenos vecinales para cada caso.



17-21

Figura 6. Espectro de RMN en 2D COSY del a,3-dipéptido 5, en CDCls.

Una vez que se elucido la estructura del éster N-Cbz-a,B-dipéptido 5, el siguiente
paso fue la hidrélisis basica del éster con hidroxido de litio (LiOH), en H20 y
radiacion de MO a una potencia de 100 watts por un periodo de 30 minutos. Debido
al incremento de energia aportado por la radiacion MO, se promovi6 el
reordenamiento molecular y se obtuvo el acido 6 como un polvo cristalino de color
blanco con un 88% de rendimiento, que se descompone cuando alcanza una

temperatura de 188 °C.

19@1 i o o 1HO. 0 4 0
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0O u 30 min, 80 °C

6, 88%

Esquema 12. Reaccién de hidrdlisis del compuesto 5 bajo radiacién MO.
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En el andlisis espectroscopico del compuesto 6 se realizd6 mediante RMN de H y
13C (Figuras 7 y 8). En el espectro de RMN de H (figura 7) se observaron 6 sefiales
que corresponden al nuevo compuesto, una sefial doble de dobles en 4.14 ppm (J
= 7.0, 4.9 Hz) que corresponde al proton metinico del centro estereogénico,
posteriormente en 3.32 y 2.48 ppm se observan dos sefiales en forma de multipletes
gue corresponden a los hidrogenos H-7 y H-8 de la porcién metilénica de la B-ala.
Asi mismo, en 2.32 ppm se observa un triplete (J = 6.8 Hz) que integra para dos
hidrégenos asignadas al metileno H-12 y en 1.91 ppm un multiplete que
corresponde a H-11. Finalmente, en 2.05 ppm aparece una sefial simple asignada
al metilo H-13.
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Figura 7. Espectro de 'H del a,B-ureidopéptido 6 a 400 MHz en CDsOD.

En el espectro de RMN de 13C (figura 8) se observa en 180.5, 179.5 y 160.5 ppm
las sefales que corresponden a los carbonilos C-2, C-5 y C-9, posteriormente en
56.2 ppm aparece el carbono del centro estereogénico C-3; en 39.5y 38.4 ppm se

observan las sefiales que corresponden a los metilenos de la B-alanina C-7 y C-8.
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Asi mismo, los metilenos que corresponden a la cadena lateral de la metionina C-
11y C-12 aparecen en 34.9 y 31.2 ppm. Finalmente, el metilo del tioéter aparece

en 15.3 ppm.
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Figura 8. Espectro de RMN de *3C del a,B-ureidopéptido compuesto 6 en CD3OD.

En este contexto, este nuevo a,B3-ureidopéptido se obtuvo de manera amigable con
el medio ambiente, aplicando los principios de la quimica verde mediante el empleo
de MO como fuente energética y agua como disolvente, obteniendo un buen
rendimiento de reaccién y con alto grado de pureza, en comparaciéon con las
metodologias sintéticas anteriormente citadas que utilizan reactivos altamente
toxicos, costosos, de dificil acceso, dificiles de manejar, que generan productos
secundarios elevados, bajos rendimientos y tiempos de reaccién que duran dias, lo
gue hace que no cumplan los requisitos dentro de la quimica verde y no se vean
favorecidas como modelos a seguir por el alto impacto negativo que genera en el

medio ambiente.

Posteriormente se realizé el andlisis comparativo de los espectros de *H y '3C del
a,B-dipéptido 5 frente al a,B3-ureidopéptido 6 (figuras 9 y 10), esto con la finalidad de

encontrar informacioén de la conectividad estructural de los compuestos 5 y 6, asi



como para identificar las sefiales pérdidas durante el reordenamiento molecular del

Cbz- a,B-dipéptido.
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Figura 9. Comparacién de espectros de RMN de 3C de los compuestos 5 (arriba,
CDCIl3) y 6 (abajo, CD3OD) a 100 MHz.
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Figura 10. Comparacion de espectros de RMN de 'H de los compuestos 5 (arriba,
CDClzy 6 (abajo, CD30OD) a 300 MHz.

Analizando los espectros de RMN se pueden observar cambios importantes, de los
cuales destaca la eliminacién de las sefiales que corresponden a los carbonos de
la porcién bencilica del grupo protector Cbz (figura 9, C-17-21, C-16 y C-15). Hubo
ademas una pérdida de las sefales que corresponden a los protones de la porcion
bencilica (H-17 a H-21) y el metileno (H-15) del grupo protector Cbz (figura 10),
mientras se mantiene presente la sefal del carbonilo C-5 que corresponde al
carbonilo base carbamato de la materia prima inicial, evidencia activa de la donacién
del carbonilo por parte del carbamato de Cbz tal como se describe en la literatura,
dado el reordenamiento via hidantoina que conlleva a un cierre del anillo de 5
miembros generando el nucleo ureico a partir del carbonilo base de carbamato,

siendo la ciclacion intramolecular lo que desplaza la funcién bencilica, la cual es



reducida a alcohol por el medio acuoso. Esto indicaria que la reaccion intramolecular
se ve propiciada por el nitrogeno amidico del enlace peptidico, donde el efecto
inductivo de la cadena saturada de la B-Ala proporciona un mayor efecto nucleofilico
para el par de electrones libres del nitrégeno que son los que proporcionan el
ataque. Es entonces que la radiacion MO ejerce su absorcion tanto en el sustrato
como en el disolvente, ya que ambos cuentan con constantes y pérdidas dieléctricas
de absorcion media provocando una pérdida dieléctrica en forma de calor y trabajo,
disminuyendo la barrera de activacion para la formacién del ureidopéptido al
promover la generacion de conférmeros que propicien el aducto ciclico, asi como
por la aceleracion de los choques efectivos entre los iones basicos que promueven

desde la hidrdlisis hasta la apertura del anillo hidantoinico (esquema 12).
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Esquema 12. Mecanismo propuesto de la hidrélisis basica del a,B-dipéptido 5.

Finalmente, cambios significativos en la figura 10 en los hidrégenos H-8 y H-12 de
6 también se observan, ya que en el compuesto 5 aparecen como un multiplete que
integra a 4 protones; mientras que, para el o,B-ureidopéptido 6 se reduce la
complejidad del multiplete generando dos sistemas de sefales separadas, debido
a que su acoplamiento se reduce al incrementar los grados de libertad sin el
impedimento estérico que mantenia la molécula original con su parte aromatica. Lo
mismo sucede con H-7, donde la reduccion de la rigidez en el nuevo compuesto y
la pérdida de la funcién aromatica permiten una desproteccion de la zona en H-7, lo

que se traduce como una ligera reduccion en el desplazamiento (8) de 0.21 ppm



pasando de 3.53 ppm a 3.32 ppm en el o,B-ureidopéptido 6, asi como un

desdoblamiento mas complejo.

En el espectro de Infrarrojo mostrado en la figura 11 se observan bandas de
estiramientos para el compuesto 6. En 3745 y 3677 cm™ se observa una vibracion
de estiramiento amina secundaria, en 2927 cm-! se observa una vibracién de
estiramiento de enlace C-H, se observa en 1557 y 1539 cm la vibracién de
estiramiento de grupo carbonilo de los acidos carboxilicos y en 1461 cm se observa

la vibracion del grupo carbonilo de la urea.
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Figura 11. Espectro de infrarrojo de la urea 6.

El espectro de masas (IE) muestra un ion molecular de m/z=262.16 uma [M-2]* que
concuerda con el peso molecular esperado para el compuesto 6 menos dos uma
(figura 12).
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Figura 12. Espectro de masas (IE) del compuesto 5.

6.2. Mecanismo de reaccion plausible en la sintesis del a,B-ureidopéptido 6.

El conjunto de procesos elementales que permiten explicar la marcha de una
reaccion quimica recibe el nombre de mecanismo de reaccion. Cada uno de estos
procesos elementales puede ser monomolecular es decir intramolecular, o bien,
bimolecular, trimolecular, etc., donde la reaccion procede de manera intermolecular.
En ese sentido, la sintesis del ureidopéptidos derivados de o-aminoacidos con [3-
alanina N-terminal reportada en la literatura®® procede de manera intramolecular vy,
por ende, otros a-aminoacidos esperarian poseer el mismo mecanismo. El aducto
ciclico que provee el reordenamiento del o,B-dipéptido es denotado en la literatura
como la hidantoina desde el afio de 1949, donde Dekker y Fruton3? generan el cierre
del anillo tras dias en medio béasico, siendo una reaccion donde las condiciones no

le favorecian cinéticamente.

Por su parte, Mejia®® describe una ruta sintética para la formacién de N-
Carboxianhidridos por ciclacibn de dipéptidos N-cbz-protegidos. En este
mecanismo, el ataque nucleofilico lo realiza el carboxilato hacia el carbonilo del
carbamato protector, quedando un anillo de 8 miembros. Posteriormente, Zavala®

al reproducir la misma metodologia empleada por Mejia con el uso de B-

2Tw<



aminoacidos, observa que no son productos ciclicos los que se obtiene por esa ruta
sintética, sino productos de caracter lineal, por lo que, el carboxianhidrido planteado,
podria resultar como otro intermediario de reaccion en la sintesis de ureidopéptidos.
Tedricamente, este mecanismo que tiene como intermediario al N-carboxianhidrido,
daria la formacion de un isocianato que rapidamente se hidrolizaria para la
formacion del derivado ureico (esquema 13); sin embargo, el isocianato es muy
dificil de aislar debido a su alta reactividad, por lo que seria dificil comprobar que la
ruta sintética descrita por ambos siga estos pasos. Por otro lado, el intermediario
hidantoinico ya ha sido aislado, caracterizado y reportado en la literatura.1?>2432 Este
anillo hidantoinico es el mas importante y estable dentro de los intermediarios
propuestos en las metodologias encontradas en la literatura, ya que hay una amplia
variedad de farmacos que en su esqueleto principal incluyen a este anillo ofreciendo
una amplia gama de beneficios clinicos, tal como lo hemos descrito anteriormente.
Ademas, el anillo ofrece 4 posibles sustituciones, permitiendo una amplia variedad
de moléculas totalmente diferentes que podria ampliar las bibliotecas de farmacos
ya existentes en el mercado. También, dicho anillo imidazdilico, se ha encontrado
distribuido ampliamente en la naturaleza, formando parte principalmente de

organismos marinos, aungue también de plantas y bacterias.33
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Esquema 13. Mecanismo de reaccion propuesto en la sintesis del ureidopéptido 6.

Con base a lo anterior, la sintesis intramolecular de ureidopéptidos es una de las
rutas mas seguras y amigables con el medio ambiente, ademas, ofrece la obtencién
de miméticos con alta probabilidad de potencial terapéutico, cumpliendo con las
exigencias de las industrias farmacéuticas que dictan dia a dia los requisitos a
cumplirse para la sintesis de farmacos. Esta ruta sintética ofrece el aislamiento y

caracterizacion de dos moléculas altamente polifuncionales al ser de caracter

peptidico.



7. CONCLUSIONES

En el presente proyecto se obtuvo la optimizacion en la sintesis asistida por
microondas de a,p—ureidopéptidos generando el acido 2-(3-(2-carboxietil)ureido)-4-
(metiltio)butanoico 6 el cual conduce a la formacion de bibliotecas amplias de
compuestos derivados con posible actividad biolégica ya que incorpora en su
estructura grupos funcionales variados, con el empleo de un a-aminoacido como la
metionina, la cual de manera natural desempefia un rol como bloque de
construccion con la funcionalizacion adecuada, ya que el azufre genera puentes
disulfuro o interacciones supramoleculares fuertes como los puentes de hidrégeno,
logrando una transformacion exitosa del o,B—dipéptido 5 al a,3-peptidomimético 6.
Asi mismo, a pesar de las interacciones con los heterodtomos presentes en el
ureidopéptido, fue posible su sintesis por reordenamiento intramolecular, donde la

molécula final es prueba de una reaccion altamente eficiente de un derivado de alto

valor.
N-Cbz-L-met-B-ala-OMe (5) acido 2-(3-(2-carboxietil)ureido)-4-(metiltio)butanoico (6)
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Adicionalmente, se demostré que esta metodologia puede ser llevada a cabo en
medio completamente acuoso, reduciendo en su totalidad el uso de disolventes
organicos que conllevan a la contaminacién del medio ambiente, cumpliendo con
ello principios importantes de la quimica verde, ya que ademas ésta derivatizacion
es regioselectiva, de manera que se genera el ureidopéptido como producto
mayoritario hasta en un 88% de rendimiento, sin el uso de reactivos ni subproductos
téxicos, ya que los subproductos encontrados como impurezas se reducen a materia
prima hidrolizada y empleando materias primas renovables por ser derivados
aminoacidicos. El uso de la técnica empleada en este proyecto, al ajustarse a

condiciones verdes, minimiza accidentes quimicos al emplear condiciones suaves



de reaccion, con reactivos sélidos de facil manejo, a reactor abierto, sin el uso de
condiciones especiales como presion o temperaturas drasticas, siendo posible su
monitorizacion en tiempo real con el uso de cromatografia en placa fina o en
conjunto con la espectroscopia infrarrojo para la identificacién del producto final de

manera consistente.



8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1. Generalidades

El material de vidrio, canulas, barras de agitacion, etc., empleados en la realizacion
de estas tesis, se lavaron perfectamente, enjuagando con alcohol isopropilico (i-

PrOH) y secado en una estufa a 70 °C durante 12 horas.

Los disolventes utilizados como hexano, cloruro de metileno, acetato de etilo y
metanol, fueron purificados por medio de destilacion fraccionada en torre de

Vigreux.

El tetrahidrofurano, disolvente utilizado en condiciones anhidras, se destil6 sobre
hidroxido de sodio (NaOH) y posteriormente se seco a reflujo con sodio metalico y
benzofenona como indicador de humedad hasta la apariciéon de un color azul

intenso. Posteriormente, se destil6 el disolvente bajo atmdsfera de nitrégeno.

Los reactivos de partida fueron adquiridos grado reactivo de la casa comercial
Sigma-Aldrich.

El monitoreo de la reaccién se efectué mediante cromatografia en capa fina
utilizando cromatofolios Merk silice 60 F2s4 y como reveladores se utilizé luz UV y

vapores de yodo.

La purificacion de los compuestos se realizo por medio de cromatografia en columna

usando como soporte estacionario gel de silice de 300-400 Merk.

Las reacciones asistidas por radiacion microondas se llevaron a cabo en un reactor

CEM Discover Focussed Microwave System.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (*H, 13C, HETCOR, COSY, DEPT)
se realizaron en un espectrofotometro Varian Mercury plus a 400 MHz. Los
desplazamientos quimicos estan dados en partes por millébn (ppm) empleando
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna para *H y 13C. Las constantes de
acoplamiento (J) se describen en Hertz (Hz).



Los espectros de masas se obtuvieron en un equipo JMS700-JEOL ionizacion

positiva mediante la tactica FAB+ utilizando como matriz alcohol nitrobencilico.

Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos en un espectrometro de transformada
de Fourier NICOLET 6700 con beamsplitter de KBr para los espectros de 400cm
a 4000 cm y en un espectrometro infrarrojo NICOLET 1S10 mediante técnica de

ATR para los espectros de 600 cm-1 a 4000 cm™.

Los disolventes deuterados utilizados para la obtencién de los espectros fueron
cloroformo (CDCIs), metanol (CD3sOD), agua (D20) y dimetilsulfoxido (DMSO-Ds).

8.2. N-Cbz-L-metionina (2).

\[( OH
(0]
S\

En un matraz balon provisto de agitador magnético y bafio de hielo, disolvieron 0.5
g (34.35 mmol) de L-metionina con 0.840 g (9.99 mmol) de NaHCO3 como base y
MeOH como disolvente, utilizando 10 mL por cada 0.1g del aminoacido.
Posteriormente se adicionaron 0.91 g (3.65 mmol) de Cbz-OSu. La mezcla fue
llevada desde los -10 °C, aumentando gradualmente hasta alcanzar temperatura
ambiente. Se dej6 reaccionar por 24 horas. Al crudo de reaccion se le realizaron
dos lavados con cloruro de metileno (CH2Clz2), utilizando 30 mL por cada lavado. La
fase acuosa se acidific6 con HCI 1N hasta un pH de 3. Posteriormente, la fase
acuosa se extrajo con CH2Cl2 (50mL X 2), la fase organica se sec6 sobre Na2SOa4
anhidro para eliminar humedad, se filtr6 por gravedad y se concentré a presion
reducida en rotavapor. El producto de reaccion se purific6 mediante cromatografia
en columna en un sistema 9:1 Hex/AcOEt, obteniendo 0.854 g del compuesto, como

un polvo blanco, con un punto de fusién 67-69 y con 90% de rendimiento.

La informacion espectral de RMN de H y 3C coinciden con los reportados en la

literatura.3°



8.3. Clorhidrato de amino propionato de metilo (4)
0

HCIH,N /\)J\OMe

En un matraz provisto de agitacion magnética y en bafio de hielo, se adicion6 1g
(11.22 mmol) de B-ala disueltos en 40 mL de MeOH. Posteriormente se adicionaron
lentamente 1.3 mL (23.98 mmol) de SOCIz y la mezcla de reaccion se dejo en
agitacion por 12 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, se evaporo el disolvente
en el rotavapor, empleando una trampa de NaOH para neutralizar los vapores de
HCI desprendidos. Posteriormente se realizaron lavados con CH2Cl2 con el fin de
purificar el éster. Se obtuvieron 1.435 g del compuesto en forma de clorhidrato con
un rendimiento del 91%, como un sdlido cristalino altamente higroscépico. No se
pudo determinar el punto de fusién debido a que absorbe mucha humedad del

ambiente y no se puede realizar la cuantificacion mediante la técnica convencional.

La informacion espectral datos de RMN de H y 13C coinciden con los encontrados

en la literatura.?®

8.4. N-Cbz-L-metionin-B-alanina-OMe (5)
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Mezcla A: En un matraz balén provisto de agitacion magnética bajo corriente de
nitrégeno se adicionaron 1.76 mmol de B-ala-OMe 3 disueltos en THF/DMSO a una
concentracion 0.2 M. Posteriormente se adicionaron 2.11 mmol de NMM. La mezcla
de reaccion de dej6é reaccionar por 1 h a temperatura ambiente en condiciones

anhidras.



Mezcla B: En un matraz balon de tres bocas provisto de dos embudos de adicidn,
bajo condicion magnética y corriente de nitrogeno, se colocaron 1.76 mmol de N-
Cbz-L-metionina (2) disueltos en THF a una concentracion de 0.2 M. La solucion se
enfrio a -10 °C (bafio de hielo humedo y cloruro de sodio). Una vez enfriada la
solucion se adicionaron 2.11 mmol de NMM y se dej6 en agitacion por 5 minutos.
Transcurrido el tiempo, se adicionaron lentamente 2.11 mmol de i-BBCI disueltos en

THF. La mezcla se dejo reaccionar por un periodo de 20 minutos.

Posteriormente se adicioné gota a gota la mezcla A al matraz que contenia la
mezcla B. La mezcla resultante se agitdé por una hora a -10 °C, dejando subir la
temperatura hasta alcanzar la temperatura ambiente y se dej6 reaccionar toda la
noche. Transcurrido el tiempo de reaccion se evapord el disolvente a presion
reducida en el rotavapor, posteriormente se extrajo con AcOEt y se lavé con HCI al
10%, H20, solucion saturada de NaHCOs. La fase organica se seco sobre Na2SOa4
anhidro y finalmente se concentré en el rotavapor. El producto de reaccion se
purifico por medio de cromatografia en columna, empleando gel silice 300-400 como
fase estacionaria y mezclas de disolventes compuestas por hex, ACOEt, MeOH y
CH2Cl2 como fase movil. Se obtuvieron 1.012 g del compuesto 5 como un solido

cristalino, con un rendimiento del 82% y con un punto de fusion de 67-69°C.

1H RMN (400 MHz, CDCl3) & 7.31 (m, 5H, H-17-21), 6.69 (s, 1H, H-6), 5.58 (d, J =
8.1 Hz, 1H, H-4), 5.11 (s, 2H, H-15), 4.32 (dd, J = 7.43, 13.91 Hz, 1H, H-3), 3.69 (s,
3H, H-10), 3.53 (s, 2H, H-7), 2.50 (m, 4H, H-8, H-12), 2.09 (s, 3H, H-13), 2.09 (m,
2H, H-11).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 172.7 (C-2), 171.1 (C-9), 156.0 (C-5), 136.1 (C-16),
128.5-128.1 (C-17-21), 67.1 (C-15), 53.9 (C-3), 51.9 (C-10), 35.0 (C-7), 33.6 (C-
8), 31.7 (C-11), 30.0 (C-12), 15.2 (C-13).

8.5. Acido 2-(3-(2-carboxietil)ureido)-4-(metiltio)butanoico (6).



En un matraz para microondas provisto de agitacion magnética se pesaron 0.27
mmol del N-Cbz-L-met-B-ala-OMe 5 y se disolvieron en agua. Enseguida se
adicionaron 0.81 mmol de LIOH La mezcla de reaccion fue irradiada por microondas,
cuyas condiciones utilizadas fueron temperatura de 80 °C, a 100 W de potencia, por
un periodo de 12 minutos. La reaccion fue monitoreada por TLC con un sistema
eluyente de 1:1 hex/AcOEt hasta su término. Se evaporo el disolvente en rotavapor.
Se hicieron lavados con H20 y AcOEt. Se obtuvo un compuesto sélido que se
descompone a los 188 °C y con un rendimiento del 88% identificado como el

ureoidopéptido 6.

1H NMR (400 MHz, CDsOD) & 4.14 (dd, J = 7.0, 4.9 Hz, 1H, H-3), 3.32 (m, 2H, H-
7), 2.48 (m, 2H, H-8), 2.32 (1, J = 6.8 Hz, 2H, H-12), 2.05 (s, 3H, H-13), 1.91 (m, 2H,
H-11).

13C NMR (101 MHz, CDsOD) & 180.5(C-2), 179.5 (C-9), 160.5 (C-5), 56.25 (C-3),
39.5 (C-7), 38.4 (C-8), 34.9 (C-11), 31.2(C-12), 15.31(C-13).

EM m/z (70 eV) = 262.16 [M]2, 189.07, 132.10, 88.05.
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10. ANEXOS
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Espectro de RMN en 2D COSY de N-Cbz-L-metion-B-alanina-OMe (5) en CDCls.
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Espectro de RMN en 2D TOCSY de N-Cbz-L-metionin-B-alanina-OMe (5) en CDCls.
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Espectro de RMN en 2D NOESY de N-Chz-L-metionin-B-alanina-OMe (5) en CDCls.



