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RESUMEN

Desde la antiguedad, el hombre ha hecho uso de los compuestos brindados
por la naturaleza para satisfacer sus necesidades. Al conocerlos mejor, gracias a
los avances cientificos y tecnoldgicos, ha podido determinar sus propiedades,
estructuras y caracteristicas, por lo tanto ha despertado su interés en la elaboracién
de nuevos compuestos para su estudio. Uno de estos compuestos son los
aminodacidos presentes en seres vivos, que son especies reactivas ya que ademas
de poseer al menos un grupo amino y un grupo carboxilo, también presentan otros
grupos funcionales en su cadena lateral, todo esto les confiere una gran versatilidad
y su uso en el area de sintesis organica ha cobrado gran relevancia actualmente

debido a la gama de actividades bioldgicas que estos compuestos poseen.

Por otro lado, el afan por imitar a los productos naturales ha sido de gran
beneficio, y en la lucha por desarrollar nuevos farmacos se han logrado obtener
nuevos compuestos, ya sea 100% sintéticos, semisintéticos, derivados, analogos y
mas recientemente compuestos “hibridos”, en los que se acoplan productos
naturales a derivados semisintéticos. Es por lo anterior que en el presente proyecto
se describe la obtencidon de compuestos derivados de péptidos provenientes de
aminoacidos como tirosina, glicina y triptéfano, y se describe también su reactividad
frente a alcoholes obtenidos de fuentes naturales, especificamente de supinidina
(4), un alcohol derivado de alcaloides pirrolizidinicos aislados de Chromolaena

purlchella.

Palabras claves: Aminoacidos, pirrolizidinas, acidos carboxilicos, acoplamiento,

grupos funcionales.
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ABSTRACT

Since the ancient, man has used the compounds provided by nature to satisfy
its needs. By knowing them better, and thanks to the scientific and technological
advances, he has been able to determine its properties, structures and
characteristics, for that reason it has awaked its interest for elaborate new
compounds for its study. One of those compounds are amino acids, found in living
beings, those are reactive species since, besides of possessing at least one amine
group and a carboxyl group, they have other functional reactive groups in their side-
chain, all that confers them a marked versatility and therefore its use in the organic
synthesis area has gained relevance nowadays because of the big gamma of

biological activities that this compounds own.

On the other hand, the eagerness to imitate natural products has been very
beneficial, and in the fight to develop new drugs, it has been possible to obtain new
compounds, either 100% synthetics, semi-synthetics, derivatives, analogues y more
recently “Hybrid” compounds, in which natural products are coupled to semi-
synthetic derivatives. It is for this said previously, that in this project obtaining
compounds peptide derivatives from amino acids such as tyrosine, glycine and
tryptophan is described, and it is also described its reactivity towards alcohols
obtained from natural sources, specifically supinidine (4), an alcohol derived of

pyrrolizidinic alkaloids isolated from Chromolaena pulchella.

Key words: amino acids, pyrrolizidines, carboxylic acids, coupling, functional

groups.
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1. INTRODUCCION

La sintesis de moléculas organicas ha sido campo de trabajo cientifico por
mas de un siglo. Desde hace mucho tiempo el hombre se ha interesado en obtener
nuevos compuestos que puedan satisfacer sus necesidades, dichos compuestos
pueden ser sintetizados con la finalidad de convertirse en farmacos, aditivos
alimenticios, compuestos quimicos como fertilizantes, insecticidas, conservadores,
perfumes, entre otros. Es por eso que los cientificos se han preocupado por
incursionar en ésta area, siendo una de las ramas mas importantes la sintesis de
medicamentos y compuestos novedosos a los que se les puede estudiar sus
propiedades, reactividad, efectos sobre la salud, etc. Durante el ultimo siglo nuestra
capacidad de construir moléculas complejas ha aumentado considerablemente y
sigue creciendo a medida que se descubren o desarrollan nuevas reacciones, se
optimizan otras ya conocidas y se comprenden mejor los mecanismos de reaccion

involucrados [1].

Recientemente, el avance cientifico ha permitido que muchas enfermedades
consideradas incurables, ahora puedan ser curadas. Este éxito se debe al desarrollo
de nuevos farmacos para el tratamiento de leucemia y otros tipos de cancer,
enfermedades inmunolégicas como el SIDA, enfermedades inflamatorias y otras.
Sin embargo, existe aun un numero significativo de padecimientos para los cuales
no existen farmacos efectivos, por ejemplo los males neurodegenerativos que dan
lugar a enfermedades mentales, problemas de circulacion que derivan en

deficiencias cardiacas, varios tipos de cancer, la obesidad, entre otros.

El proceso necesario desde el descubrimiento de un farmaco hasta su
produccion y distribucidon es muy laborioso y costoso; sin embargo, en México se
debe dedicar un mayor esfuerzo y recurso encaminado a desarrollar y producir
medicinas y vacunas requeridas, con el objeto de ser mas autosuficientes, ya que
desafortunadamente México no figura dentro de los principales productores de
farmacos a nivel mundial (menos del 1.4%) [2].

11
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Para la obtencion de moléculas con actividad farmacoldgica, se emplean dos
procedimientos, el escrutinio masivo de compuestos y el escrutinio aleatorio. El
método tradicional de seleccion aleatoria sigue jugando un papel importante en el
disefio de farmacos. De hecho, esta seleccion no es del todo “ciega”, ya que son
diversas las fuentes de inspiracion que la orientan y la estimulan. Entre ellas se

encuentran:

A) La herbolaria asociada a la medicina tradicional, de la cual se han
aislado numerosas moléculas con actividad farmacolégica;

B) La farmacopea de medicamentos de primera generacion o que han
sido retirados por exhibir efectos secundarios indeseables;

C) El aislamiento de metabolitos naturales involucrados en proceso

bioquimicos o fisiolégicos naturales en hombre y animales.

Asi, el escrutinio aleatorio se convierte en un proceso de mimetismo que
busca preparar moléculas que se asemejen a aquellas que han mostrado ya un

potencial farmacoldégico [2].

La modificacién de extractos naturales mediante metodologias quimicas
también abre una nueva ventana en la busqueda de diversidad [3]. Esto considera
la sintesis total de compuestos que, por lo general posee una estructura compleja y
dificil de preparar y que algunas veces no asegura que exhibira el perfil
farmacoldgico deseado. Una opcion viable es encontrar las regiones de la estructura
0 grupos haptoforos que auxilian la fijacion del farmaco al receptor, y grupos
farmacoéforos que son responsables de la actividad farmacoldgica. Esto conducira a
la preparacion de moléculas menos complejas y con los requerimientos
estructurales necesarios para mostrar una mayor actividad y, quiza, una menor
toxicidad [2].

12
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2. ANTECEDENTES

En un estudio reciente se ha analizado el origen los nuevos farmacos
aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) entre 1981 y 2010. De este
estudio se desprende que un 48.6% corresponde a Productos Naturales (PN),
entendiendo como tal a los propiamente llamados asi, a sus derivados y a los
miméticos de los mismos [3, 4]. Con estos datos se refleja que la ciencia se ha
interesado por el estudio de estos compuestos brindados por la naturaleza, para
extraerlos, aislarlos, conocer sus propiedades, determinar su estructura,
composicion, obtener derivados y emplearlos en una gran diversidad de reacciones

quimicas.

Por otro lado, el hombre de ciencia también se ha interesado no solamente
por obtener de manera sintética estos PN, sino ademas compuestos analogos o
derivados que puedan mimetizar las propiedades de los productos naturales o bien

obtener “hibridos” los cuales son la mezcla de PN con derivados sintéticos.

Desde el siglo antepasado el estudio de los aminoacidos (aa) ha cobrado
relevancia ya que estas biomoléculas han demostrado una amplia variedad de

aplicaciones en diversas areas, como la quimica farmacéutica y la medicina.

Los aa son moléculas formadas principalmente por un grupo amino y un
carboxilo, ademas de ser los componentes principales de péptidos y proteinas. Se
encuentran alrededor de 300 de ellos en microorganismos, plantas y animales pero
solamente 20 son codificados por el ADN para formar proteinas [5]. Son especies
muy reactivas debido a su esqueleto base asi como a los grupos funcionales que
presentan en la cadena lateral, convirtiéendolos en compuestos quimicamente

versatiles [6].

El grupo amino del aa reacciona de manera tipica, actuando ya sea como
base de Lewis, de Bronsted-Lowry o como nucledfilo (ver esquema 2.1). Por
ejemplo, puede ser facilmente protonada o metilada; puede atacar a los grupos
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carbonilo, aun a los de reactividad moderada; los aldehidos y cetonas producen
iminas, mientras que los cloruros de acido y los anhidridos generan los derivados
de amidas. Adicionalmente, puede reaccionar con reactivos electrofilicos de sulfuro,
en la reaccion con cloruro de p-toluensulfonilo (TsCl) se forma la sulfonamida

correspondiente [6].

® O A
R_NMe3I
@
u—s@cm
I
Exceso o)
Mel
Mel HCI ® O
R-NHMe <«—— R-NH, ————> R-NH,CI
R'cocl
(R'C0),0 0
R1/C\R2
R—NCOR! R—-NCOR!
Y
R2
R-N=C
\R1

Esquema 2.1. Reactividad del grupo amino.

Aunque los aminoacidos poseen también un grupo carboxilico tipico, este
grupo puede ser menos reactivo, esto es porque la adicion de un nucledfilo
usualmente resulta en la remocion del protén labil, dando asi el deslocalizado i6n

carboxilato. Esquema 2.2 [6].

Esquema 2.2. Deslocalizacion del ion carboxilato.
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Ademas de que el idn carboxilato es rico en electrones, también la carga esta
distribuida y por lo tanto es un nucledfilo muy pobre por si mismo; esto significa que
el acido carboxilico es poco reactivo. Sin embargo, bajo condiciones de catalisis

acida, la formacién de ésteres es relativamente sencilla. Esquema 2.3 [6].

N OH OH
H
RJ\OH RJ\OH Rf OH
Me” ®
Me.
O @ ( .
OH OH

_H+ -Hzo @
R)kOMe < RJ\OMe R/g\?Hz

e

Esquema 2.3 Formacion de ésteres a partir del carboxilo.

En los ultimos afnos se ha determinado que la sintesis de ésteres es uno de
los protocolos mas fundamentales y cruciales para la produccion de compuestos
naturales y sintéticos utiles en quimica organica. Ademas los ésteres de
aminoacidos N-protegidos son ampliamente usados en la quimica de péptidos y en
la preparacion de varios auxiliares como (-aminoalcoholes, oxazolidinonas y a-
aminoaldehidos. A la fecha se han descrito una importante variedad de condiciones
de esterificacion. Dentro de estas, se han empleado las reacciones de acoplamiento
entre derivados activados de acidos carboxilicos y alcoholes. Sin embargo, la
mayoria de los procedimientos requieren ya sea la presencia de acidos fuertes como
HCI, H2SOs, cloruro de tionilo (SOCI2), acido p-toluensulfénico (PTSA, pTSOH,
TsOH), etc; agentes deshidratantes costosos como las carbodiimidas 6 reactivos
peligrosos tales como haluros de alquilo, diazometano o cloroformatos; ademas,
altas temperaturas, lo cual compromete la integridad de las moléculas. Por lo tanto,

aun existe la necesidad de un método alternativo para la esterificacién de varios
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aminoacidos N-protegidos. Alternativamente, en los ultimos afios, el uso de
reactivos y catalizadores anclados sobre soportes sélidos como el gel de silice ha
llamado la atencion y se ha empleado para transformaciones en quimica organica,

al igual que los soportes de silice modificada, por ejemplo el cloruro de silice [7].

Esquema 2.4.
R1 R1
SiO,-Cl (1Tmmol GP. OR'
GP. )ﬁ(OH 2-Cl (1mmol) NJ\W
H 4 ROH TA 20-40 min H 5§
(1 mmol)
R'= Alquil o Aril

R4= cadena lateral de aa
GP= Cbz, Fmoc, Boc, Bn (Bzl)

Esquema 2.4. Esterificacion de aminoacidos N-protegidos.

Por otra parte, los a-aminoacidos al reaccionar con ciertos iones metalicos,
pueden formar los complejos de quelacion o “Quelatos”. Esto es importante ya que
complejos de este tipo desactivan los grupos amino y carboxilo, lo cual permite que
la cadena lateral reaccione de una forma selectiva. Por ejemplo con iones Cu*? se

forma el siguiente complejo (de un caracteristico color azul) [6]. Figura 2.1.

R 0]

: 2/ R O
HN O HN .0B
: CU\ — \Cu+2
N T AN
(@] NH2 @:b'. l\sz

O R (@] R

Figura 2.1. Quelato entre aa y Cu*?.

Debido a su reactividad, los aa son especies quimicamente versatiles, lo cual
los vuelve candidatos ideales para su utilizacion y en la sintesis quimica, sin

embargo, es esta misma reactividad la que conduce a un planteamiento estratégico
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de sintesis, para evitar la formacién de productos indeseables, entre ellos la mezcla

de homopolimeros y copolimeros [8]. Esquema 2.5

(@] O
H>N H->N
2 j)J\OH N 2 %OH
R1 Ro
aa A \L aaB
( O R2 O R1 O R1 O R2 \
HZNw)L )ﬁ(OH HZN% )\WOH . HZN%N/H(OH . HZN% )ﬁ(OH
R, T 0 , 1o R, T © , T 0
AB BA AA BB

+ Polimeros (AAA, BBB, ABA, AAB, AABB.,... etc)

Esquema 2.5. Reactividad de aminoacidos.

Por lo tanto, en la formacién de péptidos es necesario desactivar (proteger)
todos los grupos funcionales presentes en los aminoacidos, excepto aquellos que
estan directamente involucrados en la formacion del enlace de interés (esto incluye
el amino y el acido carboxilico). Asi mismo, se debe tener en cuenta al escoger el
grupo protector, que este pueda ser removido facilmente y sin ruptura del enlace

peptidico [9]. Esquema 2.6.

» — Proteccion del amino

o o © ® 9 H, CHyo
HN “NC

%O@ HSN\ekO - H3N\ekN/<ﬂ/
H H * H' “CH, K o “H H
Gli Proteccion del acido

! Ala Gli-Ala

Esquema 2.6. Proteccion de aminoacidos para promover el enlace deseado.
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Un Grupo protector (GP) es una especie quimica que es introducida a una
molécula con el fin de obtener quimioselectividad en una reaccion subsecuente,
estos juegan un papel muy importante en sintesis organica [10]. Un grupo protector

debe cumplir varios requisitos:

1. Reaccionar selectivamente y en buenos rendimientos para dar un sustrato
protegido estable a las reacciones subsecuentes.

2. Ser removido selectivamente por reactivos facilmente disponibles,
preferentemente no téxicos y que no ataquen al grupo funcional regenerado.
No generar nuevos centros estereogénicos.

Ser separado facilmente de los productos secundarios asociados con su
formacion o ruptura.

5. Tener un minimo de funcionalidad adicional para evitar formacién de nuevos

sitios de reaccion. [11]

La desactivacion del grupo amino se puede proponer por la formacién de
carbamatos (alcoxiamidas), cuya ruptura puede ocurrir bajo condiciones aun mas

suaves que para amidas normales. Esquema 2.7 [9].

(@]
H,N i Rig Py o N i
2 OH R OH
n o n

Uretano o carbamato

Esquema 2.7. Formacion de uretanos o carbamatos.

Los derivados de uretano o carbamatos son empleados actualmente como
grupos protectores de amino, estos fueron implementados gracias a los trabajos de
Bergman y Zervas quienes observaron que eran particularmente adecuados para la
proteccion del a-amino, debido a su alto grado de estabilidad éptica, es decir, no
promueven racemizaciéon de los centros estereogénicos adyacentes a estos grupos

protectores [9].
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El uso de benciloxilcarbonil (Cbz), ter-butoxicarbonil (Boc), 9-fluorenil-
metoxicarbonil (Fmoc), 2-(4-bifenilil)-isopropoxicarbonil (Bpoc), tricloroetoxicarbonil
(Troc) y Aliloxicarbonil (Aloc) como grupos protectores de aminas primarias y
secundarias han sido los mas estudiados ya que adicionalmente al proteger el grupo
amino, minimizan la racemizacion; ademas estos grupos pueden ser removidos
suavemente bajo condiciones basicas, acidas y por medio de hidrogendlisis. Figura
2.2 [9].

o 0 )(J)\o O
©AOJ\5 E)kok : 5

Benciloxicarbonil (Cbz) t-Butoxicarbonil (Boc) Fluorenil-9-metoxicarbonil (Fmoc)
I Jomge
O
AN 0]
04< \/\OJ\ % s /\gu
o
2-(4-Bifenilil)-isopropoxicarbonil (Bpoc) Aliloxicarbonil (Aloc) Tricloroetoxicarbonil (Troc)

Figura 2.2. Grupos protectores del grupo amino.

Existen otros grupos N-protectores que no forman carbamatos pero que
también son utilizados, estos grupos también pueden ser removidos bajo

condiciones de reaccion suaves. Figura 2.3 [12].
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O s =

B 2
>— O | .
O R°, oH @s OZNQ—:S:--NH
HN—| o

Trifenilmetil (tritil, Trt) 2-Nitrofenilsulfenilo (Nps) p-nitrobenzenosulfonilo (p-NBS)

Figura 2.3. Grupos protectores no derivados de uretanos.

Por otro lado, el acido carboxilico es protegido mediante la transformacién al
“éster”, como se menciond anteriormente. La liberacién del grupo protector se
realiza por medio de una hidrdlisis basica o acida. Los esteres mas utilizados con

este fin son metilico, etilico, bencilico, t-butilico y fenilico. Esquema 2.8.

(0] 0]
HoN - HoN R'
2 \HJ\OH R'-OH 2 o
R R

R'= -CH3, -CHchs, CH2C6H5, -C(CH3)3, -CGH5

Esquema 2.8. Proteccion del grupo carboxilico.

La formacién del enlace peptidico es una reaccién endergonica, es decir que
la adicion simple de un acido carboxilico a una amina dara como resultado la
obtencion de la sal organica correspondiente; por lo que, si lo que se busca es la
formacion de una amida, el grupo carboxilo debe ser “activado”. El mecanismo que
se sigue para el acoplamiento de dos aminoacidos se resume en el esquema 2.9.
La reaccion se inicia con la activacion del acido carboxilico con un agente activante
de naturaleza electrofilica y posterior ataque nucleofilico del grupo amino para llevar
a cabo el acoplamiento entre los dos fragmentos y formar el enlace peptidico [9].
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PN

h 9 H 0 H ! o\\\ R,
N N \ )
GP” %OH - °P %GA — GP/N%NWO\GP + H-GA
R1 R1 R,]\\\\\H ; (@]

aa, 0]

HZN%O/GP Enlace Peptidico

R>
GP= Grupo Protector

GA= Grupo Activante ady

Esquema 2.9. Generacion del enlace peptidico.

Debe sefialarse que en el caso de formacion de enlaces péptidicos, deben
cuidarse las condiciones de reaccion, ya que si el grupo carbonilo es activado bajo
condiciones fuertes puede dar lugar a una serie de reacciones colaterales asi como
ocurrir racemizaciéon. Esta racemizacién se da cuando el acido tiene un carbono
estereogénico en la posicién a respecto al carbonilo, como es el caso de los a-

aminoacidos, y se produce la activacion, puede ocurrir a través de dos mecanismos:

e Enolizacion de la especie activada (Esquema 2.10a).

e La formacion y posterior enolizacién de una 5(4H)-oxazolona (Esquema
2.10b) [12-14].

- H o y OH
a) TN PekAct RZ\H/Nj/\Act
o RiH 0O Ry

Esquema 2.10. Mecanismos de racemizacion de aminoacidos.
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El grado de racemizacion depende del método de activacion empleado. Asi,
en los métodos en que se empleen bases habra tendencia a la enolizacion por
pérdida del protdn en a. Ademas, si el grupo activante (Act) es un buen grupo
saliente sera mas facil que se forme la oxazolona y el protdn en a sera todavia mas
acido, siendo mas facil de abstraer por la base.

La activacion del grupo carboxilo bajo condiciones suaves generalmente
involucra tiempos de reaccion muy largos, y por lo tanto resulta en acoplamientos

incompletos, aunque se evita la racemizacion asi como reacciones colaterales.

Por tanto, la seleccion del método de activacion es fundamental antes de
llevar a cabo la sintesis peptidica. A continuacion se enumeran los principales

grupos activantes utilizados en la sintesis de péptidos [6, 9, 15-17]:

1. Carbodiimidas

(0] N’R
H I\ Me _
GP’N%O/C\NH O\ N _ N NHCI
| NE N=C=N et o~
R R ’ , N~
aa activado DCC DIC EDC
2. Anhidridos Mixtos
(X i
cl o/\( C|)J\O/\
H o j)\ iBCF Cloroformiato de etilo
N R
GP” j)ko o < 5
R o Ph_Ti
i
Anhidrido mixto cl o PH
DppCI

KCIoruro de pivaloilo
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3. Esteres activados derivados de:

F
/ F F NO,
Alcoholes aromaticos /©/
HO F HO
F -
pentafluorofenol p-nitrofenol

N -
H © ‘N PFg
N Sales de fosfonio N’ BOP
GP” OR R'= L
R ~P—(NMe,);
| o 2
PF
N N 6
N, / T N
N S
o \@
Sales de uronio/aminio Nb /N\pF6 i X N\N
HBTU ~ o HATU

Los péptidos estan presentes de manera abundante en los organismos
vivientes. Miles de ellos han sido aislados de plantas, animales y microorganismos,
segun su estructura pueden ser lineales o ciclicos y exhiben potentes actividades
bioldgicas. Estudios farmacolégicos han probado que muchos péptidos tienen un
potencial efecto antitumoral, presentando muchas ventajas sobre otros agentes
quimicos. En afnos recientes, una de las areas mas activas de la investigacion es la
busqueda de compuestos naturales de plantas con potente actividad antitumoral y
baja toxicidad; sin embargo, el estudio de péptidos enfocado a esta actividad
biolégica no ha progresado tan rapido como en el caso de otros compuestos
naturales [18].

En un estudio reciente, se encontr6 que los ésteres derivados de
aminoacidos como arginina | y tirosina Il llamados “Herdmaninos” presentan una
potente actividad antiinflamatoria y antioxidante [19]. Estos compuestos fueron

aislados de la ascidia “Herdmania momus”, una clase de animal marino.
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O COOH 0]

I o Ko ™
! )
NH H NH,
I ° I °
HN HN 1]

Como se puede observar, |y Il poseen un grupo indol el cual también esta

presente en el triptéfano, el cual posee una importante actividad antioxidante
[20,21].

La funcionalizaciéon de productos naturales con aminoacidos y derivados
peptidicos también ha demostrado un efecto benéfico en la actividad biolégica de
estos compuestos. El acido cafeico, un antioxidante natural, el cual al ser
funcionalizado con dipéptidos a base de histidina (His) mostré un sinergismo en la
actividad antioxidante, comprobada mediante la captura de radicales libres de
DPPH y prueba de peroxidacion de lipidos. La mas alta actividad la presento el
derivado cafeico-Pro-His-amida lll [22].

HO Ho
N
HO ° 5 NH
74
N NH,

También se han obtenido compuestos hibridos derivados de alcaloides de la
Vinca y el péptido Fomopsin A (Figura 2.4). Estos compuestos fueron obtenidos a
partir del acoplamiento entre cadena lateral (un tripéptido) del octahidrofomopsin y
la amina terciaria del residuo de los alcaloides anhidrovinblastina, vinorelbina y
vincristina. Los hibridos resultaron ser potentes inhibidores del ensamblaje de
microtubulos y presentaron buena citotoxicidad contra la linea de células KB (células
tumorales formadoras de Queratina), mostrando una mayor actividad que los

alcaloides precursores por si solos [23].

24




Maestria en Ciencias Quimicas, [1QB-UMSNH

Fragmento de
"Fomopsin"

@)
z
I

Fragmento de
Anhidrovinblastina
n=2

Figura 2.4. Hibrido de Vinblastina y Fomopsin.

Por otra parte, se ha observado que la unién de aminoacidos como Gli, Ala 'y
Tir con el acido linoleico (IV-VI) favorece la actividad antiinflamatoria de modelos

biolégicos [24].

ZT

Vi
OH

Figura 2.5. Derivados O-aminoacilicos de acido linoleico.
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Los derivados de Diazobiciclo [4.3.1]-decanos acoplados a residuos de
aminoacidos mostraron actividad antiinflamatoria en animales de experimentacion
(VII-XI) [25].

VI, Glicina, R= O N Y X, Lisina R =
o

(o]
H,N
'HN\)]\ OH
OH
NH-
i X, Cisteina R=
VIII, Acido Glutamico, R= o
? Q IX, Prolina, R= HS/\l)l\OH
HO)]\/\(U\OH NH-
NH- -N
COOH

Figura 2.6. Diazobiciclos acoplados a aminoacidos con actividad antiinflamatoria.

En un estudio farmacolégico de Cianometil-ésteres derivados de
aminoacidos N-protegidos (Figura 2.7) se observd que inhiben la proliferaciéon
celular de la ascitis de Ehrlich y fueron activos contra la inflamacién inducida por

carragenina (antiinflamatorios y antineoplasicos) [26].

0 0
N N o)
PN o _# o 2 \©\// _N
0

N-Cbz-Gli-O-CH,-CN N-Bz-L-Ala-O-CH,-CN N-Tos-L-Phe-O-CH,-CN

Figura 2.7. Cianometil-ésteres de aa N-protegidos
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Alcaloides pirrolizidinicos

Los alcaloides son compuestos nitrogenados que poseen acciones
fisiologicas intensas muy importantes en animales y humanos aun a bajas
concentraciones, por lo que son muy usados en medicina. Presentan una estructura
de dos anillos de 5 miembros fusionados, con un atomo de nitrdgeno como cabeza
de puente, y se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal. La mayor
parte de los alcaloides pirrolizidinicos son ésteres formados por la union de
aminoalcoholes (necinas), derivados de la pirrolizidina, con uno o dos acidos
carboxilicos alifaticos (acidos nécicos). Estos ejemplos se pueden encontrar en los
estudios hechos por Toma W., et al, donde aislaron alcaloides de Senecio

brasiliensis [27]. Figura 2.11.

Acidos nécicos

> Necina

WL o

Senecionina-Z,R=H Seneciofilina
Integerremina -£, R = H

Retrorsina - Z, R = OH

Usaramina - £, R = OH

Figura 2.11. Estructura de los AP’s aislados del extracto de Senecio brasiliensis.

Aunque se conoce desde hace muchos afos que los alcaloides
pirrolizidinicos (AP) pueden ser genotdxicos y hepatotdxicos, no todos ellos poseen
esta actividad. Existe estudios sobre la relacion “estructura-actividad” relativa a su
toxicidad. Como regla general se tiene que los monoésteres son menos toxicos que
los diésteres macrociclicos. Para poseer toxicidad, el alcaloide debe estar
deshidrogenado en la posicion 1,2 y al menos monoesterificado como se muestra
en la figura 2.12 [28].
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Figura 2.12. Alcaloide Pirrolizidinico téxico (a) y no toxico (b).

Los responsables de la toxicidad son los derivados pirrélicos que resultan de
la oxidacion de las pirrolizidinas a nivel de los microsomas hepaticos, convirtiéndose
en agentes alquilantes de macromoléculas nucleicas y proteicas; y mediante
procesos de oxidaciéon e hidrdélisis enzimatica resultan en mutaciones en el ADN,
causando dafio tisular considerable en el higado y trastornos en los procesos

bioquimicos normales, generando asi su toxicidad. Esquema 2.11 [29,30].

La hidrdlisis del grupo éster de los alcaloides de pirrolizidina para dar la base
necina, es una via de desintoxicacion y esta via es catalizada por el higado
mediante enzimas carboxiesterasa citosdlicas y microsomales. Los enlaces C-O en
la posicion 7 de compuestos como Retronecina (XIl) se convierten en carbocationes,
que al reaccionar con agua genera una adicion en ambos lados del plano de la

necina para formar la deshidropirrolizidina (DHP) racémica.

HO OH

X

Los alcaloides de pirrolizidina que no contienen un doble enlace en la base,

por ejemplo la Platinecina (XIIl) no presentan propiedades genotoxicas.
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e

Necina uirslisis R
. T e— AN
Acido Nécico &
o N
. , N !
PA tipo Retronecina o CHs
Heliotridina PA tipo Otonecina
® 7 -HCOH
N-oxidacion -H
R
R (0]
1%, &
(0]
0 R
-
N/
Deshidropirrolizidina (DHP)
,ac}\b(f(\ (Ester Pirrolico)
. \O .
X &
o) S
SG CH,GS SG CH,OH HO OH
— -
—_—
N/ N/ Formacion de p
N ) Aductos N
Y Deshidronecina
Detoxificacion y /Formacién de
Excresion Y aductos
Nu OH Nu Nu
- -
+
N/ N/

Nu= ADN o Proteinas
Aductos derivados de DHP y ADN o proteinas

Esquema 2.11. Mecanismo de Toxicidad de Alcaloides de Pirrolizidina.

Sin embargo, Toma W., et. al., encontraron que los extractos de

inflorescencias de la planta Senecio brasiliensis, los cuales contienen una mezcla

de PA mostrados en la figura 2.11 (vide supra), presentan actividad anti-

ulcerogénica, citoprotectora y antiinflamatoria [27].

Ademas, se han realizado otros estudios bioldgicos sobre la floridina (XIV) y

3’-acetiltraquelantamida (XV) (aisladas de Heliotropium floridum) mostraron
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actividad antifungica moderada frente a Fusarium monoliforme [31]. La senecionina,
retronecina (XIl) [vide supra), heliotrina (XVI) y monocrotalina (XVII), presentan
actividad antitripanosoma [32]. La Monocrotalina tambien ha mostrado indicios de

actividad sobre enfermedades humanas congénitas del corazdn asociadas con la

/ ., O OH
o_ % ,0H o, —= o
2 -~
0 HQ /7N Sc0H PN, O
3 H OAc =z m ';I
: N\, O “\
o 1D s
N
N XV

En el Instituto Nacional del Cancer (NCI), se han realizado estudios clinicos

hipertension pulmonar [33].

T

m

con indicina (XVIII), intermedina (XIX), licopsamina (XX) y sus respectivos N-6xidos
los cuales resultaron ser activos contra leucemia, ademas de no provocar efectos
secundarios significativos en comparacion a los que generan la mayoria de los

agentes anticancerigenos utilizados en quimioterapia.

Se ha encontrado ademas que los N-Oxidos de indicina (XVIII) sufren
reduccion mayoritaria en las células tumorales hipdxicas, lo que lleva a la
especificidad de sitio-producciéon de pirroles metabdlicos y a la selectividad por el

tumor que por las células normales [34].

De la especie Chromolaena pulchella (Asteraceae). Se obtuvieron AP’s a
partir del extracto metandlico de raices (XXI y XXIlI, Fig. 2.13), que mostraron

capacidad inhibitoria del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), una citoquina
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proinflamatoria o regulador de la inflamacion, inhibiéndolo hasta en un 70% TNF-a,

a una concentracion de 50 yg/mL.

Figura 2.13. AP’s diviridiflorato de necina (XXI) y triviridiflorato de necina (XXII).

La hidrdlisis basica de estos compuestos permitié obtener al acido nécico y
a la correspondiente necina, la cual puede ser empleada en reacciones de
esterificacion que permitan explorar su comportamiento reactivo frente a acidos

carboxilicos presentes en sistemas peptidicos [35-37].

3. JUSTIFICACION

Estudios previos han demostrado que los compuestos hibridos de péptidos y
productos naturales presentan un sinergismo de sus actividades biologicas, ademas
de las multiples actividades mostradas por los aminoacidos que los vuelve
candidatos para su estudio en el area de la sintesis organica asi como el contribuir
en la Quimica de productos naturales, se plantea llevar a cabo la sintesis de
derivados peptidicos y la evaluacion de su reactividad frente a supinidina obtenida

de Chromolaena pulchella.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General:

- Sintetizar los derivados peptidicos 1-3 y evaluar su reactividad frente a

supinidina (4) en reacciones de esterificacion.

o)
O. OBn
Cbz o) MOH
o 0 W .
H H 74 (0] Fmoc
N
Cbz.y NQKOH Cbz” \)J\N oH HN [
H H o
o
1 2

“Fmoc

4.2. Objetivos especificos:

- Sintetizar los acidos carboxilicos de naturaleza peptidica 1-3.

o) OBn
“Cbz Q
Coz. N\)kOH b N OH a o “Emoc
Ho § Ho o HN— HN
1 3

“Fmoc
2
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Realizar la extraccion selectiva de los alcaloides pirrolizidinicos presentes en
las raices de Chromolaena pulchella.
Hidrolizar el extracto de pirrolizidinas (EP) para obtener supinidina (4).

Determinar la reactividad de los acidos derivados de péptidos 1-3 frente al

alcohol pirrolizidinico 4, mediante técnicas de esterificacion.

Realizar la elucidacion estructural de los derivados peptidicos por métodos

fisicos y espectroscépicos.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Con la finalidad de cumplir con los objetivos del presente proyecto se
comenzo con la sintesis de los acidos peptidicos 1, 2 y 3. Es importante resaltar que
todos los aminoacidos quirales que se utilizaron son de configuracion S (L-
aminoacidos). Los compuestos 1y 2 son dipéptidos con fragmentos de Gli y L-Tir,
mientras que en el caso del compuesto 3, se trata de la union de dos fragmentos de
aminoacido, L-Trp y L-Tir, pero no por un enlace peptidico convencional, estos

aminoacidos estan unidos por medio de un enlace tipo “éster”.

o]
o. OBn
Cbz 0 /©/\|)‘\OH
O O W HN.
H H 74 (0] Fmoc
N H |
Cbz.. N\)kOH Cor QLH o an— HN
o] o]
2

“Fmoc

3

5.1. Obtencion del acido Cbz-N-L-Tir(O-Cbz)-Gli-OH (1):

En la sintesis del dipéptido Cbz-N-L-Tir(O-Cbz)-Gli-OH (1) y para evitar
reacciones colaterales en el proceso de trasformacion, es necesario “proteger” los
grupos funcionales que no participan en la formacion del enlace peptidico. Al
analizar la estructura de la L-Tir se observa que tiene tres grupos funcionales
susceptibles o reactivos a las condiciones de formacion del enlace peptidico, un
amino, un acido y un alcohol derivado del fenol. De los tres grupos funcionales, solo
el acido carboxilico es necesario para el acoplamiento con la Gli, por lo que los otros
dos grupos deben ser protegidos. En este sentido, una de las ventajas del grupo
benciloxicarbonil (Cbz) es que puede ser utilizado para proteger tanto el amino
como el hidroxilo, ademas de que su eliminacién se lleva a cabo mediante

condiciones de reaccion suaves y de manera eficiente.
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g L OH
Cle
@)

L-tirosina

La diproteccion de la Tir se realizd6 mediante la adicion de dos equivalentes
de cloroformiato de bencilo (Cbz-Cl) al aminoacido disuelto en una solucién acuosa
de hidréxido de sodio (NaOH) a una temperatura de 0 a 25°C, como se muestra en

el esquema 5.1.

OYOJQ o

OH

OH Cbz-Cl o)kN OoH o)J\N oH
HoN T NaoH H + H
2 NaOH o) o
(@]
Tir 5 6
0% 13%

Esquema 5.1. Diproteccion de la Tir con CbzCl.

La reaccion procedié con bajos rendimientos proporcionando unicamente el
compuesto monoprotegido 6 (13%), por lo que con la finalidad de obtener el
aminoacido diprotegido y mejorar rendimientos se realizaron diferentes

modificaciones a las condiciones de reaccion como se observa en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Condiciones de reaccion para obtener los compuestos 5y 6.

Ensayo CEgC Base Disolvente Cor;li(;?(? es Pro(psc?g():ién
1 2 NaOH H20 2 0:1
2 2 NaOH H20 1,2 2:1
3 3 NaHCO3;# H2O/dioxano 3 1:6
4 3 NaHCO3 H20/dioxano 2 1:3
5 4 NaOH H20O/dioxano 2 7:1

' Solvatacion, 2 Agitacion mecanica, * Sonicacion. # Referencia [38]

Como se puede observar en la Tabla 5.1, con el cambio de base en la
reaccion se observa la formacion de ambos compuestos 5 y 6; sin embargo, estas
condiciones no favorecieron la formacion preferencial o exclusiva del compuesto 5
(ensayos 2, 3y 4). Los mejores resultados se obtuvieron al llevar a cabo la reaccién
dejando solvatar la Tirosina por 1 h en NaOH 1 N y posteriormente se adicionaron
4 equivalentes de Cbz diluidos en dioxano (ensayo 5). En este caso se favorecié la
formacion de la tirosina diprotegida 5 en una relacion 7:1, como se aprecia en la

figura 5.2.

En el espectro de RMN de 'H se observan 4 sefiales dobles desplazadas a
campo bajo, las cuales corresponden a los hidrogenos aromaticos del sistema p-
sustituido del fenol de la tirosina. En 6.97 y 6.70 ppm se observan dos senales
dobles (J = 8.4 Hz) que corresponden a los hidrogenos 14’, 15’, 17' y 18’ del
compuesto monoprotegido 6, en 7.14 y 7.08 ppm dos senales dobles (J = 8.6 Hz)
asignadas a 14, 15, 17 y 18 del aminoacido diprotegido 5. En el espectro también
se distingue la relacion de intensidades entre los dos grupos de seinales lo que

permite calcular la proporcion de los dos productos en la reaccion.
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Figura 5.2. Espectro de RMN de "H del crudo de reaccion de 5y 6 (CDCls, 400MHz).

El compuesto 5 se purific6 por medio de cromatografia en columna
empleando gel de silice como fase estacionaria y una mezcla de disolventes
diclorometano (DCM), metanol (MeOH) y acido acético (AcOH) en una proporcion
19:1:0.1 y posterior recristalizacién en mezcla AcOEt-hexano. El producto se obtuvo
como polvo blanco con p.f. 104-106 °C y un rendimiento del 31%. Los dos productos
se caracterizaron por resonancia magnética nuclear como se observa en las figuras
5.3a5.6.

Como se puede apreciar en el espectro de RMN de 'H (Figura 5.3) a campo
bajo, entre 7.40 y 7.20 ppm se encuentra una sefial multiple que integra para 10
protones correspondientes a los hidrégenos aromaticos de los dos grupos
protectores Cbz, entre 7.00 y 7.20 se observan las dos sefales dobles (J = 8.5 Hz)

caracteristicas de un benceno p-sustituido H-14, 15, 17 y 18. Posteriormente, hacia
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5.29 ppm se observa una senal doble atribuida al protdn H-9. También en esta
region (5.00-5.30 ppm) se encuentran las senales correspondientes a los metilenos
del Cbz, como una simple en 5.24 ppm para H-20 y una sefial doble (J = 4.3 Hz) en
5.08 ppm para H-7. Por ultimo en 4.70 y 3.10 ppm se observan las sefales
correspondientes a un sistema ABX formado por el metino H-10 como una sefal
doble de dobles (J=6.4y 5.3 Hz) y en 3.10 ppm las dos sefiales dobles de dobles
correspondientes a los protones H-12b (/= 14.0y 5.3 Hz) y H-12a (J=14.1y 6.4

Hz), respectivamente.

23

22 24
O 25
20

2-6
22-26

14y 18 4 20

15y 17

9

& A ‘g
< ®mn o <
- on o -

2371
2.321

7 5.91
5.21

1 109
1.06]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4

Figura 5.3. Espectro de RMN de "H del compuesto 5 (CDCls, 400MHz).

En su espectro de RMN de "*C (Figura 5.4) se observan 3 sefiales de
carbonilo a 175.3, 155.8 y 153.6 ppm para C-11, C-8 y C-19 respectivamente.
Adicionalmente en 150.2, 136.0, 134.7, 133.5 ppm las 4 senales de C-jpso de los
carbonos 16, 1,21y 13, en 130.4 ppm aparece una sefal para 2 metinos aromaticos
C-14 y C-18, asi como en 121.1 ppm las correspondientes para C-15y C-17. Entre
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128.8 y 127.0 ppm se encuentran 10 sefiales de carbonos aromaticos de los fenilos
(C-2 a C-6 y C-22 a C-26). Finalmente entre 71.0 y 35.0 ppm se observan los
carbonos alifaticos, hacia 70.4 ppm se encuentra C-20, a 67.2 ppm C-7, en 54.5 se

observa el metino C-10 y a 37.0 el metileno C-12.

2-6
22-26

14y 18 15y17

20

T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
ppm

Figura 5.4. Espectro de RMN de "*C del compuesto 5 (CDCls, 100 MHz).

El espectro de RMN de 'H del compuesto 6 (Figura 5.5) muestra en la region
de los aromaticos una sefal multiple en 7.34 ppm, que integra para 5 protones lo
cual indica la presencia de un solo grupo Cbz, en 7.00 y 6.70 ppm dos sefales
dobles (J = 8.5 Hz) caracteristicas para el benceno p-sustituido y solo una sefal
simple hacia 5.20 ppm del metileno de bencilo H-7. Por ultimo el sistema ABX tipico

de la Tiren 4.65 pmm y 3.09 ppm.

En su espectro de RMN de "3C (Figura 5.6) se simplifica mucho notando que
en la region de los carbonos alifaticos solo hay 3 senales y en la regién de los

aromaticos estas se reducen a la mitad. No se distinguen bien los carbonilos.
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Figura 5.5. Espectro de RMN de "*C de Cbz-N-L-Tir-OH (6), (CDCls, 100 MHz).
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Por otra parte, se realizé la proteccion del grupo carboxilo de la Gli por medio
de reaccion de esterificacion con MeOH, empleando cloruro de tionilo (SOCI2) como
catalizador, en agitacion por 18 h (Esquema 5.2). Esta reaccién es sencilla, limpia 'y
se obtienen rendimientos altos ya que el MeOH actua como reactivo y a la vez como
disolvente. Se obtuvo el éster metilico 7 como un sdélido blanco de aspecto

algodonoso con Ry 0.35 (DCM/MeOH, 9:1), en un rendimiento cuantitativo.

MeOH

o) 60 o O
HzNQkOH 80Cl, _ cihN. L o
Gli 7

Esquema 5.2. O-proteccion de la glicina.

Una vez obtenidos los aminoacidos protegidos 5 y 7, se sometieron a
reaccion para la formacion del enlace peptidico. La reaccion ocurre a través del
ataque nucleofilico del grupo amino del éster de la Gli al carbonilo del acido
carboxilico de la Tir previamente activado, para asi llevar a cabo el acoplamiento

entre los dos residuos. Esquema 5.3.

ON
Cbz O\Cbz
o @ Q Agente acoplante H Q
Cbz. OH  +  CI'H,N = Cb N
N ° o~ Base N \)]\O/
H
o o}
5 7 8

Esquema 5.3. Acoplamiento entre el aminoéster 7 y el acido 5.

Para llevar a cabo la reaccion y con la finalidad de obtener los mejores
rendimientos de reaccién, ya que al ser esta una de las primeras etapas en el
proceso de sintesis de los derivados peptidicos es importante que proceda con
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buenos rendimientos, se realizaron diferentes ensayos variando condiciones de
reaccion como el disolvente, base, orden de adicion de reactivos, entre otros. Ver
Tabla 5.2

Tabla 5.2. Condiciones de reaccion para el acoplamiento entre 5y 7.

Ensayo Reactivo Base Disolvente Rendimiento

activante (%)

1 iBCF TEA THF 19

2 iBCF TEA THF 317

3 iBCF NMM THF 342

4 iBCF NMM THF 6912

5 iBCF NMM THF-DMSO (3:2) 88

6 iBCF DIEA THF-DMSO (3:2) 812

' Adicion inversa [39], 2 Atmésfera inerte

Como se observa en la tabla anterior, los mejores resultados se obtuvieron
cuando se empleé cloroformiato de isobutilo (iBCF), N-metilmorfolina (NMM) y una
mezcla de THF-DMSO (3:2). El dipéptido protegido 8 se obtuvo con un rendimiento
del 88% (ensayo 5). La obtencion de este compuesto se confirmé mediante el
analisis de RMN de 'Hy '3C (Figuras 5.7 y 5.8).

En el espectro de RMN de 'H (Figura 5.7) se observa una sefial multiple,
alrededor de 7.41 ppm, que integra para 10 protones correspondientes a los
protones aromaticos de los Cbz; en 7.19 y 7.09 ppm se observan las dos sefales
dobles (J = 8.4 Hz) caracteristicas de la sustitucion para del benceno de la tirosina,
en 6.46 ppm se observa una sefal simple ancha correspondiente a H-27, en 5.38

ppm se observa una sefial doble ancha (J =7.72 Hz) correspondiente a H-9, en 5.26
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y 5.07 ppm se aprecian dos sefales simples atribuidas a los metilenos H-20 y H-7,
hacia 4.47 ppm se encuentra una sefial doble de dobles (J = 13.2, 6.2 Hz) asignada
para el metino H-10, en 3.90 ppm se encuentran dos sefiales dobles de dobles (J =
18.1, 5.4 y 18.2 y 5.2 Hz) correspondientes a los protones al metileno 28, en 3.72
ppm se localiza la sefal simple caracteristica del O-Me H-30, por ultimo en 3.09

ppm se observa una sefial doble (J= 6.6 Hz) correspondiente a H-12.

2 2
30
8 Oﬁ’(o 23

26 15,17
22-26

14,18]

28
27 (NH) NH 10 kWJL
N M A
B : )

9(
11 S

552
2239
229

2.4

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
6 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 30 2
ppm

Figura 5.7. Espectro de RMN de 'H de Cbz-N-L-Tir(O-Cbz)-Gli-OMe (8), (CDCls,
400 MHz).

En el espectro de RMN de "3C (Figura 5.8) se observan a campo bajo 4
senales de carbonilo, en 170.9, 169.7, 155.9, 153.5 ppm para C-11, C-29, C-8 y C-
19, respectivamente, posteriormente se encuentran 4 sefiales correspondientes a
carbonos ipso en 150.1, 135.9, 134.6, 134.1 ppm (C-16, C-21, C-1 y C-13,
respectivamente), en la regiéon de los aromaticos se observan en 130.3 ppm una
sefial para C-14 y C-18, entre 128.8-128.1 ppm se encuentran 10 sefiales
correspondientes a los fenilos de Cbz (C-2 a C-6 y C-22 a C-26), en 121.2 ppm se

tienen las sefiales traslapadas de C-15 y C-17. Hacia la regién de los alifaticos, en
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70.3 y 67.2 ppm se distingue la sefal de los metilenos base de oxigeno C-20 y C-7
respectivamente, en 55.9 ppm se observa la sefal del metino C-10; en 52.4 ppm se
tiene la sefial del metilo C-30 y por ultimo, hacia 41.1 y 37.6 ppm las

correspondientes a los metilenos C-28 y C-12, respectivamente.

14y18

15y17

JWWWMWWWWMMWWW

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35
m

Figura 5.8. Espectro de RMN de ®C de Cbz-N-L-Tir(O-Cbz)-Gli-OMe (8), (CDCls,
100 MHz).

Una vez obtenido el dipéptido, el siguiente paso fue desproteger el grupo
carboxilo del dipéptido, esto se logré por medio de la hidrdlisis basica del éster
metilico 8 con hidréxido de litio (LiOH), como se muestra en el esquema 5.4. La
adicion de 2 equivalentes de base en un medio de reaccion formado por THF y agua
a T° amb, dio lugar a la hidrdlisis de dos grupos protectores en la molécula, del acido
carboxilico y del fenol (Figura 5.9b).
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Esquema 5.4. Hidrdlisis del dipéptido 8.

Por otro lado, la adicion de 4 equivalentes de base y una mezcla de
disolventes compuesta por THF/H20/MeOH a 4 °C condujeron exclusivamente a la

hidrolisis del éster, dando 1 en un rendimiento moderado.

En el espectro 5.9 a), adicional a las senales tipicas de un sistema aromatico
p-sustituido de la Tir, se observan dos sefiales multiples a campo bajo que integran
para 10 hidrégenos correspondientes a los H’s aromaticos de los grupos Cbz. En
5.25 y 5.00 ppm se muestran una senal simple y dos senales dobles (J = 12.5 Hz)
que corresponden a los metilenos 20 y 7 respectivamente, lo que indica la presencia
de los dos grupos protectores tanto en el amino como en el fragmento hidroxilo.
Ademas la senal del grupo OMe desaparece. La obtencion de este compuesto se

confirmé mediante el andlisis de RMN de 'H (Figura 5.9a).

En el espectro 5.9 b) se muestra la simplificacion de las senales a campo
bajo, en la region de los hidrégenos aromaticos cuyas senales integran para 9
hidrégenos y no para 14 como era de esperarse si se tuviese el compuesto
diprotegido con Cbz. Adicionalmente, en 5.15 ppm se observan 2 senales dobles (J
= 12.6 Hz) correspondiente a los hidrogenos de H-7.
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Figura 5.9. Espectro de RMN de '"H de a) 1 y b) 9 (CD3s0D, 400 MHz).

5.2. Obtencion del acido Cbz-N-Gli-L-Tir(O-Bn)-OH (2).
OBn
o

H
N
by J” OH

O
2
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Siguiendo la estrategia planteada se procedio a obtener el acido Cbz-N-Gli-
L-Tir(O-Bn)-OH 2, por lo que se inicié con la N-proteccion de la Gli. Esto se logro
haciendo reaccionar la Gli con Cbz-Cl en una solucion acuosa de NaOH a una
temperatura de 0 a 25 °C y 48 h en agitacion, como se muestra en el esquema 5.5.
El producto esperado 10 (carbamato), se obtuvo después de la purificacion por
recristalizacion (hexano/AcOEt) como un sélido en forma de escamas de punto de
fusién de 106-108 °C, en un rendimiento del 89%.

o
o
1.1 Eq Cbz-Cl )J\ OH

Esquema 5.5. N-proteccion de la Glicina (Con Cbz-Cl)

Dado que se contaba con el éster metilico de la tirosina, el siguiente paso en

la reaccion era la reaccion de condensacion intermolecular entre 10 y 11.

Analizando la estructura de la tirosina, esta cuenta con un grupo fenol, el cual
al ionizarse, permite su estabilizacién por resonancia (Esquema 5.6), esto hace que
el caracter nucleofilico del alcohol aromatico esté disminuido, haciendo de él un

grupo poco reactivo ante especies electrofilicas.

.0

Q O O O
S 0
S
H _

Esquema 5.6. Estabilizacion del ién fendxido por resonancia.
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Tomando en consideracion lo anterior, se propusieron inicialmente tres

diferentes estrategias de acoplamiento como se describe en el esquema 5.7.

1) La condensacion intermolecular via la formacion de anhidridos mixtos, con la
adicion de trietilamina (EtsN) seguida de la adicion de BCF en THF como
disolvente dio lugar a la formacién del péptido 12, debido a la reaccion del
IBCF con el -OH fendlico.

2) Por otro lado, el uso de HBTU (Hexafluorofosfato de O-Benzotriazol-
N,N,N’,N’-Tetrametil-Uronio) como agente activante y 2 equivalentes de base
(EtaN) condujo a la formacién de los compuestos 13 y 14 en 9 y 10% de
rendimiento, respectivamente. Esta reaccion generd el producto esperado
14, sin embargo, el rendimiento con el que se obtuvo fue muy bajo por lo que

se optd por realizar una tercera modificacion.

3) Por ultimo, la reduccioén en los equivalentes de base condujo a la formacion

exclusiva del producto 13.

1 o o

H

50% N

Cbz/ \)J\H O\
0
12
OH OH o _Cbz
N
0
H H 2) o o)
o ® — = -~ Hd H
CbZ\N&OH + CIH3N O\ Cbz/N\)J\N oL + CbZ/N\)J\N O
H o 0 H 95 H 10%
10 1 13 9% 14
OH

y O

3

) Cbz/N\)]\N SN

35% H o
13 35%

1) iBCl, 2 eq. de Et3N en THF; 2) HBTU, 2 eq.Et;N en DCM/DMF; 3) HBTU, 1 eq.EtzN en DCM/DMF

Esquema 5.7. Condensacion intermolecular entre 10 y 11.
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Los compuestos 12, 13 y 14 fueron identificados por espectroscopia de RMN
de 'Hy "3C (Ver Anexos).

Dado el bajo rendimiento en la sintesis del derivado 13, aunado a que el
siguiente paso en la ruta sintética involucraba una activacion y posterior
esterificacion del péptido 15 con un alcohol pirrolizidinico hubo la necesidad de

replantear la estrategia de sintesis.
OH

0]

H
N H
en Ay 0
0
15
Examinando con detalle la reactividad del sustituyente fenol de la Tir la acidez
de este alcohol es mayor (pKa = 10) comparada con la acidez de los alcoholes
alifaticos (pKa = 16-18) por lo que en medio basico puede formar el ién fendxido,
siendo este idn una especie nucleofilica puede reaccionar con el carbonilo activado
del acido 10, con el reactivo activante que es un cloroformiato o bien con otra

molécula del mismo compuesto 15.

En base a lo anterior se propuso proteger el hidroxilo del fenol, mediante las
dos estrategias mostradas en los esquemas 5.8 y 5.7. La primera de ellas por medio
de una reaccion de eterificacion con bromuro de bencilo (BrBn) partiendo del éster
13 y posterior hidrdlisis del éster metilico. Sin embargo la reacciéon procedié con un

5% de rendimiento lo que hizo imposible seguir con la hidrdlisis del éster metilico.

Esquema 5.8.

OH OBn OBn
BrBn
O LiOH H 0 H 0
H

e N A A O -------- > N H

Chb /N\)kN ol . Cbz” \)J\N RN Cbz” \)J\N °

4 5% Rto. H H
H 5 o} o}
13 16

Esquema 5.8. O-bencilacion del compuesto 13.
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En la segunda propuesta se planteo partir de la O-bencilacidon de la Tir [40]
seguida de la esterificacion del acido carboxilico y finalmente el acoplamiento con

la Cbz-N-Gli. Esquema 5.9.

OH OBn OBn OBn
1) Cu*2, NaOH SOCI 10 Hof
OH —— "~ » OH — 22, © ® o ——* ,N\)L O
HoN 2) BnBr, NaOH 2N MeOH  Cl HaN iBCF  Cbz N 1
6

O 3) HCI o) o) DIEA
Tir 17 18 1

Esquema 5.9. Propuesta de sintesis del dipéptido triprotegido 16.

Para ello se hizo reaccionar la tirosina con sulfato de cobre (CuSO4*5H20)
en medio basico [40] obteniendo el complejo tetracoordinado de Cu 19 y su posterior
reaccion de eterificacion con BrBn, obteniendo de esta manera el complejo 20
(Esquema 5.10). La O-bencil-Tir (17) se obtuvo por tratamiento del complejo O-
bencilico con HCI como un polvo blanco insoluble en agua, en un rendimiento del

77% y con p.f.= 184-188 °C.
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OH
""" _PhCH,Br _
OH
HaN NaOH NaOH
O
Tir 19
OBn
- UC|2 H2N SOC|2
0]
20 17,77 %
OBn ’ 0
Cb /N\)kOH Q
10 P o
o @ 0] > - ~
CT HyN ~ /BCF/DIEA cbz N
e} THF, 0°C-t.amb.
16, 84 %
18, 77% Rto. global 50%

Esquema 5.10. Esquema general de sintesis de 16.

El siguiente paso en el esquema general de sintesis fue la esterificacion de
la O-bencil-tirosina (17) con alcohol metilico anhidro y 2.2 equivalentes de SOCIy, la
reaccion se llevo a cabo en un periodo de 48 h. El éster metilico 18 se obtuvo como
un solido blanco de p.f. = 158-161 °C, después de su purificaciéon por medio de

lavados con DCM, en un rendimiento del 77%.

Posteriormente, se llevo a cabo el acoplamiento entre la amina 18 y el acido
Cbz-N-Gli (10), mediante la adiciéon a -10 °C de /BCF y diisopropiletilamina (DIEA)
a una solucion del acido disuelto en THF. A continuacion, se adiciono lentamente la
amina disuelta en una mezcla de THF/DMSO (3:2) y se dej6 reaccionar a T°
ambiente por 24 h, obteniendo de esta forma el dipéptido triprotegido 16 en un
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rendimiento del 84%, después de su purificacion por cromatografia en columna en
una mezcla de hexano/AcOEt (6:4 y 1:1). Como se puede observar esta propuesta
resultdé ser la mejor a pesar de involucrar un proceso de 5 pasos, mostrando un

rendimiento global del 50%.

En su espectro de RMN de 'H que se muestra en la figura 5.10 se puede
apreciar alrededor de 7.37 ppm una sefal multiple que integra para 10 hidrégenos
correspondientes a los protones aromaticos de los grupos Cbz y Bn (H-1 a H-6 y de
H-22 a H-27), en 7.00 y 6.88 ppm se puede observar las 2 sefales dobles (J = 8.4
Hz) caracteristicas de la para-sustitucion del benceno de la tirosina asignadas a H-
16, H-20 y H-17, H-19, respectivamente; en 6.46 ppm aparece una sefial doble (J =
7.4 Hz) asignada al H-9, en 5.41 ppm se observa una sefal ancha correspondiente
al proton de amida H-12; en 5.13 y 5.01 ppm se observan dos sefiales simples
atribuidas a H-7 y H-21, en 4.85 ppm se aprecia una sefa doble de dobles (J =13.4,
5.6 Hz) que integra para un protén del metino H-13. En 3.87 ppm se observan dos
sefales doble de dobles, una para H-10a (J = 17.6, 6.7 Hz) y otra para H-10b (J =
17.6 y 5.8 Hz); en 3.71 ppm se observa una sefial simple asignada a H-29 y por

ultimo, en 3.05 ppm se aprecia una sefial ancha atribuida al metileno H-14.

En el espectro de RMN de "3C (Figura 5.11), se observa a campo bajo las
sefales de carbonilos a 171.7 ppm C-11, 168.4 ppm C-28 y 157.9 ppm C-8; en los
desplazamientos quimicos 156.4, 136.8, 136.0 ppm se encuentran los carbonos
ipso C-18, C-22 y C-1 respectivamente, en 130.2 ppm se observan los 2 metinos
aromaticos C-16 y C-20, en los desplazamientos 128.5, 128.2, 128.1, 128.0y 127.7
ppm se tienen 10 sefales de carbonos aromaticos, C-2 a C-6 y C-23 a C-27, en
127.5 se encuentra C-15, en 114.9 ppm se traslapan las sefiales de C-17 y C-19,
hacia 69.9 y 67.2 ppm se observan los metilenos de bencilo C-21 y C-7, en 53.1
ppm se encuentra el metino C-13 y en 52.38 el metilo C-29, en 44.4 y 36.9 ppm se

presentan las sefales de los metilenos C-10 y C-14, respectivamente.
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Figura 5.10. Espectro de RMN de 'H de Cbz-N-Gli-Tir(OBn)-OMe (16), (CDCls, 400
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Figura 5.11. Espectro de RMN de '3C de 16, (CDCls, 100 MHz).
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Finalmente, se realizd la hidrolisis suave del éster metilico 16 mediante la
adicion de 3 equivalentes de LiOH a 0 °C, en una mezcla compuesta de THF-H20
(1:1), a 0 °C por un periodo de 5 minutos (Esquema 5.11). El sdlido obtenido se
purifico por medio de recristalizacion con una mezcla THF/DCM obteniéndose el
producto puro como cristales translucidos en forma de prismas con p.f. 130-132 °C

y un rendimiento del 90%.

OBn OBn
o LiOH (3 Eq) O
H > H
_N 0 _N OH
Cbz \)k” ~ THF-H,0 (1:1) Cbz \)J\N
o 0°C, 5 min. H 5
16 90 % 2

pf. = 130-132°C

Esquema 5.11. Hidrdlisis basica del dipéptido 16.

En el espectro de RMN de 'H mostrado en la Figura 5.12, se observa la
desaparicion de la senal correspondiente a los hidrogenos del -OMe de éster. El

resto de las sefnales fueron asignadas confirmando la estructura del acido 2.

En el espectro de R de *C (Figura 5.13) tampoco se observa la sefal
correspondiente al éster metilico, y la sefal del carbonilo terminal (C-28) se
desplaza a campo bajo encontrandose ahora a 175.3 ppm, lo que coincide con el
desplazamiento tipico de carbonilo de acido, el resto de las sefales de carbono del
acido 2 permanecen sin cambio.
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Figura 5.12. Espectro de RMN de 'H del compuesto 2 (CDs0OD, 400 MHz).
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Figura 5.13. Espectro de RMN de "3C del compuesto 2 (CD30OD, 100 MHz).
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5.3. Obtencion del acido Fmoc-N-L-Trp-L-Tir(N-Fmoc)-OH (3).

(@)
(@] OH
HN_
74 I O Fmoc
HN
HN “Fmoc
3

Finalmente, para obtener el derivado peptidico 3, se partié de la N-proteccion
del clorhidrato de L-Tirosina-O-Me (11) con cloroformiato de 9-fluoroenilmetilo
(FmocCl) para lo cual disolvio el éster metilico 11 en una mezcla formada por una
solucion acuosa de Na>xCOs al 10% y dioxano, y se hizo reaccionar con FmocCI por
un periodo de 12 h. Después de la purificacion del crudo por medio de cromatografia
en columna usando gel de silice como fase estacionaria y un sistema hexano/AcOEt
(4:1 a 7:3) como fase movil, se obtuvo el aminoacido protegido 21 en forma de
cristales de color amarillo, con un rendimiento del 65% y un punto de fusién 108-
112 °C. La formacion del compuesto se comprobé mediante espectroscopia de
RMN de 'Hy '3C (ver anexo).

OH
OH

o]
o)
M TEA, Na,CO
O 0o~ ~cl ) TE2MES
. + 0 ® o Dioxano O OJ\N RN
O CIH3N > > H o
FmocCI 0 12h O

21
65%

Esquema 5.12. N-proteccion de éster metilico de Tir 11 con Fmoc.

Siguiendo la metodologia anterior, se procedid a la N-proteccién de L-
Triptéfano (Trp) con FmocCl (Esquema 5.13). El crudo de reaccioén fue purificado
por medio de cromatografia en columna empleando un sistema DCM/MeOH/AcOH
(19:1:0.1) y posterior recristalizacién con hexano, con lo que se obtuvo un polvo
color beige, con punto de fusion de 100-104 °C y un 40% de rendimiento del
compuesto identificado como Fmoc-N-L-Trp (22).
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O HoN 24 h
o}

FmocCI Trp

Qpt o
NH  NayCOj; (ac) 10% 0
. o« + = Dioxano O J\ OH
OH > . ° A
O
22

40%

Esquema 5.13. N-proteccion de L-Trp con FmocCl.

Posteriormente, se procedié a la obtencion de Fmoc-N-Tir(O-L-Trp-N-Fmoc)-
OMe (23). Como se observa en el esquema 5.14, la union de los dos aminoacidos
no es mediante un enlace peptidico convencional, en este caso es por medio de la
formacion de un éster aromatico. Para ello se partié del acido Fmoc-N-Trp (22), que
mediante una reaccion de esterificacion usando DIEA como base y iBCF en THF
condujo al anhidrido mixto, activando asi el grupo carbonilo. Posteriormente se
adicion6 lentamente el alcohol aromatico 21 disuelto en THF, conduciendo de esta

manera al éster Fmoc-N-Tir(O-L-Trp-N-Fmoc)-OMe (23), en un rendimiento del 9%.

Ho 9 0
~NH Fmoc/N\:)kO/ iBCF/THF o o~
+ H DIEA - HN
- /I 0 “Fmoc
HN HN
23

Fmoc.. OH 4°C-T° amb.
N 24 h N
H HO Fmoc

22 21

Fmoc= E)Oko .O "
W

Esquema 5.14. Formacion del éster Fmoc-N-Tir(O-L-Trp-N-Fmoc)-OMe (23).

El espectro de RMN de 'H que se observa en la figura 5.14, muestra elevada
complejidad y las sefiales anchas en su mayoria. En 8.10 ppm se localiza el proton
H-6 caracteristico del indol, en la regién entre 7.90 y 7.10 ppm se encuentran las
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sefales caracteristicas de los protones aromaticos correspondientes a los 2 grupos
Fmoc y el indol del triptéfano, ademas se observan en 7.03 y 6.85 ppm las dos
sefales dobles (J = 8.0 Hz) caracteristicas de la p-sustitucion del benceno de la
tirosina, hacia 5.45 y 5.28 ppm se encuentras las sefiales de los 2 aminos H-12 y
H-39, en 4.97 y 4.65 ppm se localizan los metinos H-11 y H-36, respectivamente;
en la regién de los alifaticos se observan entre 4.50 y 3.00 ppm los protones H-14,
41, 42 y 15, y por ultimo los metilenos H-10 y H-35 en 3.45 y 3.1 ppm,
respectivamente.

El bajo rendimiento de este producto, impidi6 que se llevara a cabo la

reaccion de hidrdlisis.

38

H's Aromaticos

\

14,41

10

12 |39 42 35
U JVLJ W
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82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 S8 (5.6 ) 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30
ppm

Figura 5.14. Espectro de RMN de 'H del compuesto 23 (CDCls, 400 MHz).
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Una vez obtenidos los productos 1 y 2, se llevo a cabo la obtencion de la
supinidina (4) a partir de las raices de C. pulchella, para hacerla reaccionar frente a

dichos compuestos.

5.4. Obtenciéon de Supinidina (4).

Un lote de 500 g de raices de Chromolaena pulchella fueron molidas y
posteriormente puestas a reflujo con MeOH por un periodo de 6 horas, el extracto
crudo se obtuvo empleando rotavapor, este proceso se repiti6 en 3 ocasiones.
Enseguida se realizd la extraccion selectiva de alcaloides pirrolozidinicos [41]; se
tomo un lote de 25 g del extracto metandlico (EM), se le adiciond una solucion de
HCI 2% y Zn° (12.5 g) como se observa en el esquema 5.15. De este procedimiento
se obtuvieron 480 mg de un producto de consistencia mielosa de color marron

identificado como la coromandalinina (24) cuyo espectro de RMN de 'H se muestra

(R

Esquema 5.15. Extraccion selectiva de alcaloides pirrolozidinicos.

en la Figura 5.15.

Z 0
Extracto Metanolico (EM) L
HCI

En el espectro de RMN de 'H (Figura 5.15) se observan una sefial simple en

5.96 ppm atribuida al proton vinilico H-2 y en 4.86 y 4.77 ppm dos sefiales dobles
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(J = 13.3 Hz) correspondiente al sistema AB de los protones H-9a y H-9b. En 4.17
ppm se tiene una sefal simple ancha correspondiente al proton cabeza de puente
H-8, en 4.12 ppm se observa una sefal cuadruple que integra para un hidrogeno
atribuida a H-13; en 3.94 y 3.43 ppm se observan las sefales de un sistema AM
formado por los protones alilicos H-3a y H-3b respectivamente. Los protones H-5a
y H-5b se encuentran en los desplazamientos 3.28 y 2.74 ppm, entre 2.10 y 1.91
ppm se traslapan 3 sefales, formando una sefal multiple que integra para 5
protones asignados como H-6, H-7 y H-16, en 1.21 ppm se observa una sefial doble
(J = 6.4 Hz) que integra para 3 protones correspondiente al metilo H-14 y por ultimo
entre 0.99 y 0.93 dos sefiales dobles (J = 7.0 y 6.9 Hz) correspondientes a los
metilos del grupo /Pr (H-17 y H-18). Los datos espectroscopicos ('H y '3C) de 24
fueron comparados con la literatura [37] y coincidieron. EI compuesto 0.025 fue
sometido a hidrdlisis basica (NaOH) obteniend con esto a la supinidina (4) y al
respectivo acido. Cabe resaltar, que el crudo de reaccion de la hidrdlisis fue llevado

a reacciones de esterificacion.
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Figura 5.15. Espectro de RMN de 'H de coromandalinina (24), (CDCls, 400 MHz).

Por otro lado, un lote de 29.6 g de extracto metandlico se sometié a reduccion
con Zn° (14.8 g) por 24 h y posterior extraccion selectiva de pirrolizidinas empleando
H2SO41 M (Esquema 5.16), obteniéndose 0.6 g de una miel color ambar la cual fue
sometida a cromatografia en columna con gel de silice como fase estacionaria,
empleando polaridades crecientes de disolventes DCM/MeOH/NH4OH como fase
movil y reactivo de Dragendorff como revelador con el fin de obtener fracciones
enriquecidas de pirrolizidinas. De las fracciones 27-29 se obtuvieron 15 mg de un
compuesto con Ry= 0.29 (DCM/MeOH/NH40H, 85:15:0.1) identificado por RMN de

'H (Figura 5.16) como el diviridiflorato de Necina (25).

Esquema 5.16. Extraccion selectiva de alcaloides pirrolozidinicos.

Z 0
Extracto Metandlico (EM) .

H,SO,

Como se puede apreciar en la Figura 5.16, en su espectro de RMN de 'H, se
observan las senales caracteristicas de un alcaloide pirrolizidinicos, con el nucleo
de necina 1-2 insaturado; en 5.79 ppm se observa una sefal simple,
correspondiente a un proton vinilico H-2, en 5.31 y 4.04 ppm se observan 2 sefales
cuadruples atribuidas a los metinos H-12 y H-15, respectivamente, en 5.07 ppm se
encuentra la sefial simple ancha del proton cabeza de puente H-8. En 4.81 y 4.72
ppm se observan dos senales dobles (J = 13.4 Hz) correspondientes a un sistema
AB del metileno H-9a y 9b, posteriormente en los desplazamientos 4.56 y 3.70 ppm
se tiene un sistema AM formado por los protones vinilicos H-3a y 3b
respectivamente, viéndose como 2 sefales dobles (J = 16.0 Hz). Hacia 3.8 ppm se
encuentra el protén H-5a y en 2.9 ppm se observa una sefial ddd (J = 11.3, 8.0, 6.1
Hz) que integra para un protén, correspondiente a H-5b. En 2.37 ppm se observa
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una sefal ddd (J= 12.9, 6.5 Hz) atribuida a H-7a, en 2.15 se encuentra una sefial
séptuple (J = 6.6 Hz) tipica de un grupo iPr para H-18, entre 2.10 y 1.95 ppm se
encuentran traslapadas 2 sefiales formando una multiple que integra para 3
protones H-6a, H-6b y H-19, en 1.85 ppm se observa la sefial multiple del proton H-
7b, en 1.31 y 1.18 ppm se encuentran dos senales dobles (J = 6.5 Hz) para los
metilos H-17 y H-16, por ultimo hacia 1.00-0.86 ppm se encuentran traslapadas 4
sefales dobles (J = 6.97 Hz) correspondientes a los metilos H-20, 20°, 21y 21’. Los
datos espectroscépicos fueron comparados con la literatura [37] y con una muestra

real.

La hidrolisis de las fracciones enriquecidas con pirrolizidinas permitié la
obtencidn de la supinidina (4) (aproximadamente 120 mg de un lote de 400 mg) para

llevar a cabo reacciones de esterificacion.
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Figura 5.16. Espectro RMN 'H de Diviridiflorato de necina (25), (CDCls, 400 MHz).
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Debido a que el grado de pureza de la supinidina obtenida por hidrélisis
basica a partir extracto metandlico asi como a partir de un previo enriquecimiento
de estos era similar se decidi6 llevar a cabo variaciones en el proceso de hidrolisis

con el fin de incrementar el grado de pureza de 4 (Esquema 5.17)

A partir 800 mg de extracto de pirrolizidinas (EP) obtenidos por medio de la

extraccion selectiva de alcaloides se sometieron a reaccién de hidrdlisis basica.

Ba(OH),/MeOH_
reflujo, 4h

Mezcla compleja

a)

b) NaOH/MeOH

Extracto pirrolizidinico > Mezcla compleja
reflujo, 4h

© OH

NaOH/MeOH

MO (100W), 80 °C
1.15h

+

subproductos

Esquema 5.17. Hidrdlisis basica de AP’s.

Como se observa en el Esquema 5.17 a) y b), al utilizar Ba(OH).e NaOH en
condiciones de reflujo solo se obtuvo una mezcla compleja impurificable de
productos de descomposicidn de los ésteres respectivos. En contraste, cuando se
cambio la fuente de calentamiento de reflujo convencional a energia de MO a 100
watts de potencia y 80 °C de temperatura [Esquema 5.17 c)] se obtuvieron 146 mg
de una miel color ambar en la cual el producto principal fue identificado como
supinidina 4. De igual manera, este compuesto fue utilizado sin purificar en el

proceso de esterificacion.
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Figura 5.17. Espectro de RMN de 'H de 4 obtenida del crudo de Rx de hidrdlisis.

5.5. Estudio de reactividad de los derivados peptidicos 1y 2 con el alcohol 4.

Con la finalidad de formar los ésteres pirrolizidinicos derivados de la
supinidina (4), se hicieron reaccionar los acidos peptidicos 1 y 2 con el producto

crudo de la reaccion de hidrolisis basica anteriormente descrita, como se muestra

en el Esquema 5.18.

OBn OBn
o) o)
H b) H | N
N OH _
" ¢L”$ CbZ/NJLNLEEQj
0 H oo H
2 27

a) DCC/DMAP en THF; b) iBCF/DIEA en THF

Esquema 5.17. Esterificacion de 1 y 2 con el alcohol pirrolizidinico 4.
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De acuerdo con la estrategia planteada, la reaccién se llevaria a cabo por
medio de la esterificacion del péptido 1 y el alcohol pirrolizidinico con
diciclohexilcarbodiimida (DCC) como activante y dimetilaminopiridina (DMAP) como
catalizador. En este caso la DCC activa el grupo carbonilo del acido peptidico para
posteriormente llevarse a cabo la adicién del alcohol pirrolizidinico por medio de un
ataque nucleofilico, sin embargo, la reaccidn no procedid, observandose una
mezcla inseparable de subproductos de reaccién. Se repitio nuevamente la reaccion
con los derivados 1, 2 pero ahora utilizando /BCF como reactivo activante y DIEA
como base. En este caso la reaccion no generd los productos de esterificacion

esperados.

Debido a los inconvenientes que se presentaron, se decidié modificar el
fragmento acido del dipéptido empleando ahora solamente la glicina N-protegida 10
y una vez encontradas las condiciones idéneas de reaccion volver a utilizar los

compuestos 1y 2 (Esquema 5.19 y tabla 5.3).

H OH 0 (@]

§ H H H
T Reactivo acoplante N

N base/disolvente

4 10 28

Esquema 5.19. Esterificacién de Cbz-N-Gli (10) con el alcohol pirrolizidinico 4.

Tabla 5.3. Condiciones de reaccioén en la esterificacion de Cbz-N-Gli 10 con 4.

Reactivo Tiempo de
Ensayo Base Disolvente Producto
acoplante Rx
1 DCC DMAP THF 24 h -—
2 DCC DMAP  THF/DCM 24 h -—
3 DCC DMAP THF 8 dias* -——--
4 iBCF NMM THF 12 28

*Lavado con acido citrico [42]
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Como se observa en la tabla 5.3 cuando se utiliz6 el DCC como reactivo
acoplante (RA) y DMAP como catalizador, el producto de reaccién fue una mezcla
impurificable de subproductos. Por otra parte, al cambiar el RA a iBCF (ensayo 4)
se observd un producto mayoritario por TLC por lo que se procedio a purificar el
crudo de reaccion por medio de cromatografia en columna con un sistema de
DCM/MeOH (955 y 9:1) y DCM/MeOH/NH4OH (9:1:0.1), obteniéndose
aproximadamente 15 mg del éster 28. El espectro de RMN de 'H (Figura 5.18) se
observa que el éster no esta puro; sin embargo debido al bajo rendimiento y alta

polaridad con el que se obtuvo, no fue posible purificarlo totalmente.

El espectro de RMN de 'H (Figura 5.18) muestra una sefial multiple en la
region de los aromaticos alrededor de 7.35 ppm que integra para 5 protones, asi
como una sefial simple en 5.10 ppm que integra para 2 protones caracteristicas del
grupo protector Cbz, en 5.65 ppm se observa la sefial atribuida al proton vinilico
caracteristico de la supinidina (H-14), en 4.70 ppm se aprecia la sefial del metileno
base de oxigeno H-12, en 4.30 ppm se encuentra el metino cabeza de puente H-20
como una senal simple ancha caracteristica del biciclo de necina; en 4.00 ppm se
distingue una sefal doble atribuida al metileno H-10 de la glicina, en los
desplazamientos 3.8 -1.6 ppm se aprecian las sefiales correspondientes a los

protones alifaticos de la supinidina.
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Figura 5.18 Espectro de RMN de 'H de Cbz-N-Gli-supinidina (28) (CDCls, 400 MHz).

Posteriormente observando los bajos rendimientos, se decidid someter a

purificacion los productos de la hidrdlisis basica de pirrolizidinas. Esquema 5.19.

OH
NaOH/MeOH
Extracto pirrolizidinico > *+ subproductos — Cromatografia
MO (100W), 80 °C
1.15h

Esquema 5.19. Hidrdlisis basica de AP’s asistida por MO.

La mezcla obtenida de la hidrdlisis basica con NaOH y asistida por MO fue
separada y purificada por medio de cromatografia en columna utilizando como
eluente una mezcla de disolventes comenzando con DCM/MeOH/NH4OH 9:1:0.1 e
incrementando la polaridad hasta MeOH/NH4OH (1:1). De las fracciones de MeOH
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(100%) se obtuvieron 36 mg de un compuesto como una miel amarillo-naranja

identificada como supinidina (4).

El espectro de RMN de 'H de 4 (Figura 5.19) mostré una sefial doble (J= 1.4
Hz) en 5.5 ppm caracteristica de un proton vinilico, en 4.20 ppm se observa un juego
de 3 sefales correspondientes al sistema AB de los protones 9a y 9b (2 dobles (J =
13.1 Hz), y a una senal simple asignada al proton cabeza de puente H-8. A 3.90
ppm se encuentra la sefial doble ancha (J = 15.2 Hz) del proton H-3a y en 3.30 ppm
una sefal doble de doble de dobles (ddd) (J = 15.2, 4.3, 2.1 Hz) atribuida al protdn
H-3B. En los desplazamientos 3.10 y 2.55 ppm se encuentran las sefales ddd de
los protones metilénicos H-5a y 5B, a campo mas alto se aprecian las 2 sefales
multiples asignadas a H-7ay 73 en los desplazamientos 2.00 y 1.50 ppm; por ultimo,

se aprecia una senal multiple en 1.75 ppm correspondiente al metileno H-6.

En el espectro de RMN de *C del compuesto 4 (Figura 5.20) se observan 8
sefales caracteristicas del compuesto. Entre 145.0 y 120.0 ppm se encuentran las
dos senales correspondientes a carbonos vinilicos, a 144.8 ppm la correspondiente
para el carbono cuaternario C-1y en 120.7 ppm la correspondiente al metino C-2;
en 71.1 ppm se observa la sefal asignada al metino cabeza de puente C-8; en 61.8
ppm se distingue la sefal correspondiente al metileno alilico C-3; en 59.7 ppm se
aprecia la sefal atribuida al metileno base de oxigeno, C-9; en 56.5 ppm aparece la
sefal correspondiente al metileno C-5; en 30.3 ppm se observa la sefial asignada a

C-7 y por ultimo a 25.7 ppm se encuentra la sefial atribuida al metileno C-6.
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Figura 5.19. Espectro de RMN de 'H de la supinidina (4) (CDCls;, 400 MHz).
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ppm

Figura 5.20. Espectro de RMN de '3C de supinidina (4) (CDCls, 100 MHz).
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Cabe destacar que de las fracciones de MeOH/NH4OH (1:1) también se
obtuvieron aproximadamente 15 mg de un compuesto como miel naranja,

identificado como el alcohol isorretronecanol (29).

En el espectro de RMN de 'H del compuesto 29 (Figura 5.21) se puede
observar que entre 3.67-3.58 ppm se encuentran 2 sefales dobles de dobles (J =
12.8, 6.35 Hz) correspondientes a los hidrégenos base de oxigeno H-9a y H-9b; en
3.25 ppm se encuentra la sefal doble de doble de dobles (J =13.3, 6.4 Hz) asignada
al proton cabeza de puente H-8, en 3.16 se observa una sefial multiple
correspondiente al proton H-3a, en 2.98 ppm se aprecia una sefial multiple atribuida
a H-5a, en 2.61 ppm se aprecia una sefal multiple asignada al proton H-5B. En 2.55
ppm se distingue una sefial multiple, asignada al protén H-3f3; entre 2.06 y 1.54 ppm
se observan sefiales multiples correspondientes a los protones restantes de la
molécula (H-2a, H-7a, H-1, H-6a, H-6[3, H-78 y H-2p).

5a

5pb 3b

2a 7b

_

S

<
N

Ta

<
-

2.07{

& & &
< S o
N 0 N

1.03

- o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13
ppm

Figura 5.21. Espectro de RMN de 'H de isorretronecanol (29), (CDCl3;, 400 MHz).

En su espectro de RMN de '3C (Figura 5.22), se pueden observar 8 sefiales,

en 67.9 ppm se tiene la senal correspondiente al carbono cabeza de puente C-8, en
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65.1 ppm se observa la sefal atribuida al metileno base de oxigeno C-9, en 54.7 y
54.5 ppm se aprecian las sefales de los carbonos base de heteroatomo C-5y C-3
respectivamente, en 48.2 ppm se observa la senal del metino C-1, en 31.8 ppm se
distingue la sefal correspondiente al metileno C-2; en 30.0 ppm se encuentra la
sefal correspondiente a C-7; por ultimo en 25.7 ppm se observa la sefal atribuida
a C-6.

J L“ " L‘“ el J S Prp—— f A ‘JLNW bt bimoirspiniatm
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 ¢ 5(() ‘)18 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22

1 (ppm

Figura 5.22. Espectro de RMN de "3C del isorretronecanol (29), (CDCls, 100 MHz).

Una vez puros la supinidina 4 y el isorretronecanol (29), se procedio a repetir

nuevamente las reacciones de esterificacion como se muestra en la tabla 5.4.

Tabla 5.4. Condiciones de reaccién para la obtencion de los ésteres 27 y 28.

O. OBn
y OH Cbz
N\ 162 _iBCF b “\)?\ H 6 H\)?\ [N

+ —— Z N o
N - N o] Cbz” N
disolvente H \ N
4 o ” H o H
28

Ensayo Acido Base Disolvente Producto
1 1 DIEA THF/DMSO/DCM
2 2 NMM THF/DMSO -
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 5.3 (vide supra), se utilizd
cloroformiato de isobutilo como reactivo activante del grupo carbonilo y utilizando
DIEA y NMM como base. También, con el fin de aumentar la solubilidad de tanto
del alcohol 4 como de los acidos carboxilicos 1 y 2 e incrementar la superficie de
contacto en el seno de la reaccion, se empled una mezcla de disolventes polares
compuesta por THF, DMSO y DCM. Sin embargo, como se observa en la Tabla 5.4,
en este caso tampoco se obtuvieron los productos esperados.

Un analisis detallado de los compuestos sugirié que el hidroxilo del alcohol 4
probablemente no era lo suficientemente nucleofilico para poder llevar a cabo la

adicion sobre el carbonilo activado de los péptidos 1 y 2. Figura 5.23.

OBn

Figura 5.23. Adicion del alcohol al carbonilo activado de 2.

Con la finalidad de obtener los ésteres 27 y 28 se planteé una nueva

estrategia de esterificacion como se describe en el esquema 5.20.

.o .-@
T AN Base fuerte T AN _
N THF N OBn
4 4
Ho§ | N
0°C
o +>Cbz/N\)J\N ©
OBn Bn H o H
28
e 18
,N&J\ OH iBCF/NMM Cbz/N N O ]
Cbz N THF H
H 0 O O
2 2

Esquema 5.20. Esterificacion del acido 2 con el alcoxido de la supinidina 4.
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En esta estrategia se propuso “activar” el grupo hidroxilo de la supinida (4)
formando el ion alcoxido, por medio de la desprotonacion del -OH con una base
fuerte como el hexametildisililazuro de sodio (NaHMDS) o n-butil litio (n-BulLi).
Posteriormente este alcéxido se adiciona al anhidrido mixto 2’ por medio de un
ataque nucleofilico al carbonilo activado. La reaccion se llevo a cabo en condiciones
anhidras y atmdésfera de nitrégeno, a una temperatura de 0 a 25 °C y utilizando THF
como disolvente (Tabla 5.5). En este caso la reaccion no procedié recuperandose

solamente el acido 2.

Tabla 5.5. Uso de bases fuertes para la formacion del alcoxido 4.

Ensayo Base Producto
1 n-BulLi -
2 NaHMDS MP

Pensandose ahora que posiblemente se trata de una situacién de
impedimento estérico debido al tamaifo y complejidad de los dipéptidos, asi como

un posible encapsulamiento del sitio reactivo (acido carboxilico).

Con el propdsito de explicar la poca reactividad entre los acidos 1y 2 con la
supinidina (4) en la reaccién de esterificacion, se realizé el modelado molecular de
los compuestos 1, 2 y 4 empleando el programa Spartan’14, por medio de mecanica

molecular con un nivel de calculo MMFF (Merck Molecular Force Field).

En la figura 5.24 se observan tres de los seis conférmeros de minima energia
de la supinidina (4), los cuales corresponden rotameros, ya que la diferencia
conformacional solamente es sobre el sustituyente CH,OH. También se aprecia en
la figura que el grupo OH de 4 esta totalmente disponible para el acercamiento con

el electrofilo.
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AEMMFF = 0 kcal/mol AEMMFF = 0.19 kcal/mol

Y%mmrr = 39% Y%mmrr = 29%

AEmver = 0.64 kcal/mol

Yommrr = 13%

Figura 5.24. Conférmeros de minima energia del compuesto 4 encontrados por
MMFF.

Por otra parte, el calculo del potencial de ionizacidon de 4 revela las zonas
ricas en electrones (color rojo), las zonas deficientes en densidad electrénica (color
azul) y las zonas neutras (verde) (Figura 5.25). Con estos resultados se esperaria
que con la adicion de la base (n-BuLi y NaHMDS) ocurriera la desprotonacién del
grupo hidroxilo y se llevara a cabo la adicién al electrdfilo, lo que no esta de acuerdo

con los resultados.
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Figura 5.25. Mapa del potencial de ionizacién de la supinidina (4).

El analisis conformacional por Mecanica Molecular de Cbz-N-L-Tir(O-Cbz)-
Gli-OH 1 revela que el conférmero de menor energia y con mayor porcentaje de
contribucion (36%) (Figura 5.26) presenta interacciones por puente de hidrégeno
intramoleculares entre el hidrogeno del carboxilo del fragmento Gli con el carbonilo
del grupo O-Cbz de la Tir y entre el oxigeno del COOH de la Gli con el hidrégeno
del NH de la Tir, estas interacciones hacen que en esta conformacion de la molécula

el grupo carboxilo esté impedido para el acercamiento del nucledfilo.

Figura 5.26. Conformero de minima energia del acido Cbz-N-L-Tir(O-Cbz)-Gli (1).
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La Figura 5.27 representa los conformeros de minima energia del dipéptido
2, en el conformero A (el de menor energia), se puede apreciar que la molécula se
encuentra totalmente plegada, de tal manera que el carboxilo se encuentraimpedido
para el acercamiento del nucledfilo. Ademas se observa claramente una interaccion
n—n entre los anillos aromaticos de los grupos Cbz y Bencilo, lo que estabilizada en
gran medida esta conformacion. En el conférmero B, también se advierte una
interaccién n—n entre los anillos aromaticos de los grupos Cbz y Bn, pero ademas
se distinguen dos interacciones por puentes de hidrogeno, el primero entre
hidrogeno del acido carboxilico y el carbonilo del grupo N-Cbz, y el segundo entre

hidrogeno del acido carboxilico y el nitrégeno del fragmento tirosina.

A, AEmvrr = 0.0 kcal/mol B, AEwwver = 0.19 kcal/mol

%MMEF = 22% Yommrr = 16%

Figura 5.27. Conférmeros de minima energia del acido Cbz-N-Gli-L-Tir(O-Bn) (2).

Por tal motivo se propone de manera tentativa que la conformacién adoptada
por los acidos 1 y 2 es la responsable de la nula reactividad en la reaccidon de
esterificacion de los péptidos N-protegidos con el alcohol pirrolizidinico 4, ya que
esta conformacion bloquea totalmente el grupo carbonilo del acido dificultando el

acercamiento del nucledfilo a la molécula.
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6. CONCLUSIONES

Se lograron sintetizar los dipéptidos triprotegidos Cbz-N-L-Tir(O-Cbz)-Gli-
OMe (8) y Cbz-N-Gli-Tir(OBn)-OMe (12), asi como el derivado peptidico Fmoc-N-L-
Trp-Tir-(N-Fmoc)-OMe (23), mismo que presenta la unidn de los dos fragmentos de

aa por medio de un enlace tipo “éster” y no por medio de un enlace peptidico

convencional.
0
O<cps OBn
o) o~
H\)o]\ Ho§ WO N~ Emoc
Cbz . N -
N
N © Cbz” \)J\N O HN l HIN.
(e} H Fmoc
0
8 12 23

Se obtuvieron los acidos carboxilicos de naturaleza peptidica Cbz-N,-L-Tir-
(O-Cbz)-Gli-OH (1) y Cbz-N-Gli-L-Tir(OBn)-OH (2).

O\CbZ OBn
O 0
H H
Cbz .
H
o o)
1 2

Del extracto metandlico de las raices de Chromolaena pulchella se lograron

aislar los alcaloides pirrolizidinicos coromandalinina (24) y diviridiflorato de necina
(25).
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-Se realizé la hidrdlisis basica (en MO) de los extractos crudos de
prirrolizidinas para obtener el compuesto Supinidina (4) e Isorretronecanol (29), los
cuales se obtuvieron en muy alto grado de pureza lo que permitid su correcta

asignacion.

De estos alcoholes se les realizaron pruebas de esterificacién hacia los
acidos peptidicos con diferentes metodologias y probando diferentes bases de lo
cual se pudo concluir a través de estudios de analisis conformacional por calculos
tedricos, que presentan impedimentos estéricos, atracciones electrostaticas e

interacciones intramoleculares que provocan su baja reactividad.

Se determiné que la reactividad de los acidos carboxilicos 1-3 frente al
alcohol pirrolizidinico 4 es nula por factores inherentes a las moléculas peptidicas

protegidas.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

Generalidades

Los disolventes requeridos fueron destilados previo a su uso en torre de
vigreux y secados en caso necesario. Los reactivos de partida fueron obtenidos de
la casa comercial ALDRICH. Para la purificacion de los intermediarios se realizaron
cristalizaciones, cromatografias en columna y en placa usando gel de silice 70-230
Mesh como fase estacionaria y como fase movil los sistemas de disolventes mas
adecuados segun correspondiera, tales como AcOEt, hexano, MeOH, DCM,

previamente destilados.

El monitoreo de la reacciones e identificacion de compuestos se llevé a cabo
mediante cromatografia en capa fina (CCF) usando cromatofolios Merk de fase
estacionaria gel de silice 60 F2s4, revelando con lampara de luz UV y vapores de

yodo.

Los puntos de fusion se determinaron en el Equipo Fisher, marca EVEL Mod.

1237 y no estan corregidos.

Los espectros de RMN de 'Hy '3C, 1D y 2D se obtuvieron en equipo Mercury
400. Los disolventes deuterados empleados fueron CDCl3, DMSO-ds y CD3OD con
TMS como referencia interna. Los & se reportan en ppm, las constantes de
acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz) y para indicar la multiplicidad de las
sefales se usan las abreviaturas: s = simple, d = doble, dd = doble de dobles, ddd
= doble de doble de dobles, t = triple, ¢ = cuadruple, m = multiple, a = ancha, sept =

séptuple. Para la interpretacion de espectros se recurrio al software “MestReNova”.

Para las reacciones de microondas (MO) se empleo el reactor marca CEM-
Discover System (Mod. 908005).
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v Cbz-N-Gli (10):

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética y bafio de hielo se
colocaron 0.50 g de glicina (6.66 mmol) disueltos en 20 mL de una solucion de
NaOHc) 1N, enseguida se adicionaron 1.03 mL de CbzCl (7.32 mmol) y se dejo
reaccionar una hora a 0 °C y toda la noche a temperatura ambiente, manteniendo
el pH en 10. Posteriormente la mezcla de reaccion se enfrié a 0 °C y se lavd con
DCM (CH2Cl2) (2x30 mL), la fase acuosa se acidificé con HCI 1 N hasta pH de 4. La
fase organica se extrajo con DCM (3x50 mL), se secé con Na>xSO4 anhidro y el
disolvente se concentrd en rotavapor a presién reducida. Después de la purificacidon
por recristalizacion (AcOEt/DCM) se obtuvieron 1.23 g de un sdlido blanco con un

rendimiento del 89%. p. f. = 106-108 °C
4 o}

6 7 g 10
OH
5©/\O£\N Y 12
H
4 2 0

3

'H-RMN (400 MHz, CDCls): & 7.35 (s, 5H, H's-2-6), 5.34 (sa, 1H, H-9), 5.12
(s, 2H, H-7), 4.01 (sa, 2H, H-10).

13C-RMN (100 MHz, CDCls): & 171.7 (C-11), 156.7 (C-8), 136.3 (C-1), 129.6,
128.8, 128.5, 128.4 (CH’s-2 a 6), 67.5 (C-7), 42.8 (C-10).

v' Cbz-N-L-Tir(O-Cbz) (5):

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética y bafo de hielo se
coloco 1 g (5.52 mmol) de L-Tirosina disuelto en 40 mL de NaOH 1 N,
posteriormente se adicionaron 3.2 mL de CbzCl (22.08 mmol) diluidos en 3.75 mL
de dioxano (para reaccion monofasica) dejando transcurrir la reaccion 1 horaa 0 °C
y 48 h a temperatura ambiente, teniendo cuidado de que el pH se mantenga por
arriba de 10. Posteriormente la mezcla de reaccién se enfrié y se lavé con DCM. La
fase acuosa se acidificé con HCI 1 N hasta pH de 4 y se extrajo con DCM, la fase
organica se seco con Na>SO4 anhidro, se filtré y se concentrd en rotavapor a presion
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reducida. El crudo de reaccion se purificO mediante cromatografia en columna,
empleando gel de silice (SiO2) de 70-230 mesh como fase estacionaria y como fase
movil el sistema DCM/MeOH (9:1), obteniéndose un polvo blanco en un rendimiento
del 32% (0.8 g), con p.f. 104-106 °C y un Ry de 0.33 (DCM/MeOH/AcOH, 19:1:0.1).

22

21

H-RMN: (400 MHz, CDCls) & 7.44-7.34 y 7.33-7.29 ( 2m, 10H, H's-2 al 6 y
22 al 26), 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-14,18), 7.07 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-15,17), 6.56
(s-a, 1H, H-27), 5.29 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-9), 5.24 (s, 2H, H-20), 5.08 (m, 2H, H-7),
4.67 (dd, J = 6.4, 5.1 Hz, 1H, H-10), 3.19 (dd, J = 14.0, 5.3 Hz, 1H, H-12b), 3.07 (dd,
J=14.1, 6.4 Hz, 1H, H-12a).

13C-RMN: (100 MHz, CDCls) 8 175.3 (C-11), 155.8 (C-8), 153.6 (C-19), 150.2
(C-16), 136.0, 134.7, 133.5 (C-13, 1, 21), 130.4 ( C-14 y 18), 128.8, 128.7, 128.5,
128.2, 128.1, 127.0 (C's-2 al 6 y 22 al 26), 121.1 (C-15 y 17), 70.4 (C-20), 67.2 (C-
7), 54.5 (C-10), 37.0 (C-12).

v Fmoc-N-L-Trp (22):

En un matraz balén provisto de agitacion magnética y en bafo de hielo, se
colocaron 2.6 g de Triptéfano (Trp) (12.73 mmol) y se disolvido con 27 mL de una
solucién acuosa de NaxCOz al 10% y 1.15 mL x 0.1 g de aa de dioxano,
posteriormente se adicionaron lentamente 3.6 g de FmocClI (14.0 mmol) disuelto en
30 mL de dioxano. La mezcla se dejé reaccionar 12 horas y pasado este tiempo a

la reaccion se le hicieron 2 lavados con hexano; la fase acuosa se acidifico con HCI
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1 N hasta pH de 4, para liberar el carboxilato y asi extraer el compuesto con DCM
(3 x 50 mL), esta fase organica se secé con Na>SO4 anhidro y se concentré en
rotavapor, se obtuvo un producto en forma de miel ambar que fue necesario purificar
por cromatografia en columna empleando un sistema DCM-MeOH-AcOH (19:1:0.1)
y posteriormente recristalizar con hexano, con esto se obtuvo un polvo beige (2.2 g)

con un punto de fusién 100-104 °C y en un rendimiento del 40%.

H-RMN (400 MHz, CDCls): & 8.07 (s, 1H, H-21), 7.75 (d, J = 7.5 Hz, H-5, 8),
7.60 (d, J = 7.64, 1H, H-26), 7.52 (2d, J = 8.3-8.9 Hz, 2H's, H-2,11), 7.37 (2dd, 2H’s,
H-3,10), 7.28 (m, CH, 3H's, H-4,9,23), 7.20 (dd, J = 7.4, 7.7 Hz, 1H, H-25), 7.12 (dd,
J =7.3 Hz, 1H, H-24), 6.90 (s, 1H, H-20), 5.40 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-16), 4.76 (dd, J
= 5.4, 13.44 Hz, 1H, H-17) 4.40 (2dd, J = 7.2, 14.8 Hz, 2H’s, H-14), 4.17 (dd, J = 6.9
Hz, 1H, H-13), 3.34 (2dd, 2H'’s, H-18).

13C-RMN (101 MHz, CDCls): & 175.3 (C-28), 156.0 (C-15), 143.8-141.2 (C's-
1,6,7,12), 136.0 y 127.6 (C's-22, 27), 127.6-111.3 (C's-2-5, 8-11, 23-26), 123.1 y
109.5 (C’'s-19 y 20), 67.0 (C-14), 54.5 (C-17), 47.0 (C-13), 27.6 (C-18).

v Fmoc-N-L-Tir-O-Me (21):

Siguiendo la metodologia descrita (excepto por la acidificacion), se hicieron
reaccionar 0.9 g (3.88 mmol) del aa CI'-HsN*-L-Tir-OMe (11) disueltos en 8.23 mL de
soluciéon de Na2COszal 10% (7.76 mmol), con 1.1 g (4.26 mmol) de Fmoc-Cl disueltos
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en 13.64 mL de dioxano por 12 h. La mezcla de reaccion se lavo 2 ocasiones con
hexano; se extrajo con DCM (3 x 50 mL), esta fase organica se secé con Na>SO4
anhidro y se concentro en rotavapor. El producto crudo se sometié a purificacién por
cromatografia en columna con sistema Hex-AcOEt (7:3) y asi obtenerse un producto
en forma de cristales de color amarillo, teniendo un rendimiento final de 65% (1.05
g). p.f. 108-112 °C.

'H-RMN (400 MHz, CDCls): & 7.77-6.73 (m, 8H, H's-2-5, 8-11) 7.77 (d, J =
7.5 Hz, 2H, H-5, 8), 7.56 (dd, J = 4.4, 7.2 Hz, 2H’s, H-2, 11), 7.40 (dd, J = 7.5 Hz,
2H, H-4, 9), 7.31 (dd, J = 7.5 Hz, 2H, H-3, 10), 6.94 (d, J = 8.4 Hz, 2H’s, H-20, 24),
6.73 (d, J = 8.4 Hz, 2H’s, H-21, 23), 5.28 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-16) 4.63 (ddd, J = 8.2,
5.8 Hz, 1H, H-17), 4.44 (dd, J = 10.6, 7.2 Hz, 1H, H-14a), 4.35 (dd, 6.88, J = 10.6
Hz, 1H, H-14b), 4.20 (dd, J = 7.00 Hz, 1H, H-13), 3.73 (s, 3H, H-27), 3.06 (dd, J =
14.1,6.1y 14.1, 5.6 Hz, 2H, H-18a y 18b).

13C.RMN (100 MHz, CDCls): 5 172.1 (C-26), 155.6 (C-15), 154.9 (C-22),
143.8y 143.6 (C's-1, 12), 141.3 (C's-6, 7), 130.4 (C’'s-20, 24), 127.7 (C's-4, 9), 127.5
(C-19), 127.0 (C’s-3, 10), 125.1 y 125.0 (C's-2, 11), 120.0 (C’s-5, 8), 115.5 (2 CH-
aromat-Tir, C-21, 23), 66.9 (CHz2 Fmoc, C-14), 54.9 (CH Tir, C-17), 52.4 (C-27), 471
(C-13), 37.4 (C-18).

v Gli-OMe (7):

600 mg (8 mmol) de Gli se suspendieron en 15 mL de MeOH (25 mL/g de
aa), posteriormente se adicionaron 0.64 mL de SOCI. (8.8 mmol) a 0 °C y se dejo
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reaccionar por 18 horas en agitacion. La mezcla de reaccion se lavé con DCM y se
concentré en el rotavapor a presion atmosférica y con trampa de NaOH para
neutralizar el HCI formado. Se obtuvo un sélido blanco de aspecto algodonoso que
se purificod por recristalizacion empleando mezcla MeOH/DCM, obteniéndose 990

mg de cristales blancos en un 100% de rendimiento y p.f. 174-176 °C.

O
o ®
Cl H3N
3\)J\O/

1H-RMN (400 MHz, CDsOD): 5 3.85 (s, 2H’s) y 3.82 (s, 3H's).

13C.RMN (101 MHz, CDsOD): & 167.7 (CO), 51.8 (CH3), 39.1 (CHy).

v" Tir(OBn)-OMe (18):

Empleando la técnica descrita anteriormente, pero ademas secando el
MeOH, haciéndolo pasar sobre Na SOy, silice y NaCl, usando 2.2 Eq’s de SOCI,
(1.2 mL) y 48 h de reaccion, se hicieron reaccionar 2 g (7.4 mmol) de 17,
obteniéndose como crudo un solido amarillento al ser concentrada la reaccion pero
que fueron lavados con DCM hasta obtener el producto como un sélido en forma de
escamas blancas que se recristalizaron con MeOH/DCM, dando un peso final de

1.83 g, lo que representa el 77% de rendimiento y un p. f. = 158-161 °C.

H-RMN (400 MHz, CDsOD): 8 7.42 (d, J = 7.2 Hz, 2H’s, H-12 y 16), 7.36 (dd,
J=7.4Hz, 2H's, H-13y 15), 7.30 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H-14), 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 2H’s,
H-5y 9), 6.99 (d, J = 8.6 Hz, 2H’s, H-6 y 8), 5.08 (s, 2H’s, H-10), 4.27 (dd, J = 6.6

84




Maestria en Ciencias Quimicas, [1QB-UMSNH

Hz, 1H, H-2), 3.79 (s, 3H's, H-18), 3.20 (dd, J = 14.4, 6.1 Hz, 1H, H-3b), 3.13 (dd, J
=14.5, 7.3 Hz, 1H, H-3a).

13C-RMN (100 MHz, CDs0OD): 5 170.3 (C-17), 159.9 (C-7), 138.6 (C-4), 131.6,
129.5, 128.9, 128.5 y 127.3 (C’s aromaticos), 116.6 (C-11), 70.9 (C-10), 55.3 (C-2),
53.6 (C-18), 36.6 (C-3).

% Procedimiento general para la reaccién de Acoplamiento:

o Método 1: Via formaciéon de Anhidridos mixtos

En un matraz balén provisto de agitacion magnética y atmésfera inerte, se
suspendieron 1.1 equivalentes de la amina en tetrahidrofurano (THF). La mezcla de

reaccion se traté con 1.2 equivalentes de base, dejando en agitacion durante 1 hora.

En otro matraz balén provisto de agitacion magnética, atmdsfera inerte y
bafio de hielo, se colocé 1 equivalente del aminoacido N-protegido disuelto en THF,
esta solucion se tratd con 1.1 equivalentes de base; posteriormente se afnadieron
1.12 equivalentes de cloroformiato de isobutilo (/BCF) al 0.2 M en THF; la mezcla
de reaccion se dejo en agitacion por 10 minutos. Transcurrido el tiempo se le
adicion6 gota a gota la mezcla que contiene la amina (aproximadamente 60 minutos
de adicidn), una vez terminada la adicion se dej6é en agitacion 1 hora en bano de

hielo y toda la noche a temperatura ambiente.

La mezcla de reaccion se concentrd en rotavapor a presion reducida, el
residuo se resuspendio en AcOEt y se lavo con HCI al 10% (1 x 50 mL), agua (2 X
50 mL), solucién saturada de NaHCO3 (2 X 50 mL) y agua (2 X 50 mL), la fase
organica se seco sobre Na>SO4 anhidro y se concentrd en el rotavapor a presion

reducida.
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e Meétodo 2: Via formacion de ésteres activos

En un matraz balén provisto de agitacion magnética y bafio de hielo se colocé
1 eq de aa N-protegido y se disolvié en una mezcla DCM-DMF en proporcion 7:3. A
continuacion se adicionaron 2 eq’s de trietilamina (TEA). La mezcla se dejo
reaccionar por 10 min, posteriormente se agregé 1eq de HBTU y se dejé reaccionar
por 20 min mas; en seguida se adiciond lentamente la mezcla formada por 1 eq. del
aminoéster con 1 eq. de TEA (con una hora de agitacién previa) y se dej6 en
agitacion por th a 0 °C y 12 h a T° amb. Finalizado el tiempo de reaccién se
efectuaron 4 lavados con solucion saturada de NaHCOz3. La fase organica se secé

con Na>SOg4 y se concentrd en rotavapor a presion reducida.

v Cbz-N-L-Tir(O-Cbz)-Gli-OMe (8):

Siguiendo el Método 1 se colocaron 0.55 g (1.22 mmol) del acido 5 diluidos
en 6.3 ml de THF-anhidro (solucién 0.2 M), a los que se les agreg6 0.15 mL de NMM
(1.36 mmol), una vez frio se adiciond lentamente una solucion de 0.18 mL de BCF
(1.38 mmol) en 6.7 ml de THF (solucién 0.2 M) para reaccionar por 20 min y
posteriormente se agregaron 0.23 g de clorhidrato del aminoéster 7 (1.84 mmol) y
0.47 mL de NMM (0.424 mmol) diluidos en una mezcla THF-DMSO (3:2, solucion
0.2 M). Una vez purificado el crudo de reaccién se obtuvieron 0.56 g de dipéptido

triprotegido 8 en un rendimiento del 88% y con un p. f. = 136-137 °C.

23

22 24
0419 _0O
16 \ﬂ/ > 25

26

'"H RMN (400 MHz, CDCls): & 7.46-7.37 y 7.36-7.28 (2m, 10H, H's-2-6 y 22-
26), 7.19 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-14, 18), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-15, 17), 6.46 (s,
1H, H-27), 5.38 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-9), 5.26 (s, 2H, H-20), 5.07 (s, 2H, H-7), 4.47
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(d, J=7.0 Hz, 1H, H-10), 4.00 (dd, J = 18.2, 5.4 Hz, 1H, H-28a), 3.91 (dd, J =181,
5.2 Hz, 1H, H-28b), 3.72 (s, 3H, H-30), 3.09 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-12).

13C RMN (100 MHz, CDCls): 5 170.9 (C-11), 169.7 (C-29), 155.9 (C-8), 153.5
(C-19), 150.1 (C-16), 135.9-134.1 (C’s-1, 13, 21), 130.34 (C’s-14, 18), 128.8-128.1
(C-2-6, 22-26), 121.2 (C-15, 17), 70.3 (C-20), 67.2 (C-7), 55.8 (C-10), 52.4 (C-30),
41.1 (C-28), 37.6 (C-12).

v" (Cbz)-N-Gli-Tir(OBn)-OMe (16):

Empleando el Método 1, se colocaron en un matraz provisto de agitacion
magnética 1.68 g de CI'H3sN*-Tir(OBn)-OMe (18) (5.22 mmol), diluidos en 26.2 mL
de THF (solucién 0.2 M) y se trataron con 2.0 mL de diisopropiletiiamina (DIEA)
(11.48 mmol). Enseguida se le adicion6 lentamente la mezcla formada por 1.09 g
(5.22 mmol) de Cbz-N-Gli (10) a una concentracion 0.2 M de THF, 1 ml (5.74 mmol)
de DIEAy 0.76 mL de una solucion 0.2 M de iBCF en THF. El producto obtenido fue
purificado por cromatografia en columna empleando gel de silice como fase
estacionaria y sistemas Hex-AcOEt (6:4 y 1:1) como eluyente, dando asi como
producto final 2.06 g del dipéptido triprotegido 16 como un polvo blanco que por
recristalizacion forma agujas blancas, teniendo un rendimiento de 83% y p.f. = 76-
78 °C.

H-RMN (400 MHz, CDCls) & 7.47—7.27 (m, 10H, H's-2-6, 23-27), 7.00 (d, J
= 8.4 Hz, 2H, H-16, 20), 6.88 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-17, 19), 6.46 (d, J = 7.4 Hz, 1H,
H-9), 5.41 (s, 1H, H-12), 5.13 (s, 2H, H-7), 5.01 (s, 2H, H-21), 4.85 (dd, J = 13.4, 5.6
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Hz, 1H, H-13), 3.87 (dd, J = 5.9 Hz, 2H, H-10a y 10b), 3.72 (s, 3H, H-29), 3.05 (dd,
2H, H-14a y 14b).

13C.RMN (100 MHz, CDCls) 5 171.7 (C-12), 168.4 (C-28), 157.9 (C-8), 156.4
(C-18), 136.8 (C-22), 136.0 (C-1), 130.2 (C-16,20), 128.5, 128.2, 128.1, 128.0, 127.7
(C-2-6 y 23-27), 127.5 (C-15), 114.9 (C-17, 19), 69.9 (C-21), 67.2 (C-7), 53.1 (C-13),
52.4 (C-29), 44.4 (C-10), 36.9 (C-14).

v" Fmoc-N-Trp-Tir(N-Fmoc)-OMe (23):

Siguiendo el método 1, se colocaron 300 mg (0.7 mmol) del aminoacido
Fmoc-N-L-Trp (22), en un matraz y fueron diluidos con 9 mL de THF, se trataron
con 0.14 mL de DIEA y 0.1 mL de /BCF diluidos en 4 mL de THF. Posteriormente
se adiciond lentamente la mezcla de 324 mg (0.77 mmol) del aminoacido diprotegido
Fmoc-N-L-Tir-OMe (21) diluido en 2 ml THF y 0.14 ml de DIEA, que habia
reaccionado previamente por 1 h. La reaccion se dejo en bafo de hielo por 1hy 24
a T° amb. De ésta se obtuvo un producto como miel café que por purificacion
empleando sistema Hex-AcOEt (7:3) arrojo un producto como miel amarillo-naranja

en un 9% de rendimiento (49 mg).

H-RMN (400 MHz, CDCls) & 8.11 (s, 1H, H-6), 7.80-6.8 (m's, 25H H's-1-4, 7,
17-20, 23-26, 30, 31, 33, 34, 44-47, 50-53), 5.45 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-12), 5.28 (d,
J=9.0 Hz, 1H, H-39), 4.97 (dd, J = 5.42, 13.6 Hz, 1H, H-11), 4.65 (dd, J = 14.7, 6.9
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Hz, 1H, H-36), 4.43 (2dd, J = 16.9, 9.4 Hz, 4H, H-14, 41), 4.35 (m, 1H, H-42), 4.21
(dd, J = 13.3, 8.5 Hz, 1H, H-15), 3.72 (s, 3H, H-38), 3.46 (dd, J = 6.1 Hz, H-10), 3.08
(m, 2H, H-35).

13C.RMN (100 MHz, CDCls) 5 170-141.27 (C-28,37,13,40), 130.25-118.75
(C’'s Aromaticos), 111.30 (C-8), 66.95-28.06 (C-42,15,10), 66.95 (C-14,41), 54.88
(CH, C-36), 54.69 (C-38), 52.43 (C-11), 47.12 (C-15,42), 37.6 (C-35), 28.06 (C-10).

v Cbz-N-Gli-Tir-OMe (13):

Utilizando la técnica descrita en el Método 2, se hicieron reaccionar 150 mg
(0.72 mmol) de Cbz-N-Gli (10) con el clorhidrato de L-Tir-OMe (11). 10 se disolvi6
en 3.6 mL de una mezcla DCM-DMF (7:3) y se le agregaron 0.23 mL (1.51 mmol)
de TEA y posteriormente 0.28 g de HBTU, después del tiempo de reaccion se le
agregaron 0.183 g (0.79 mmol) de 11, diluidos en 4 mL de DCM-DMF y previamente
tratados con 0.11 mL de TEA. La reaccién de dejo proceder por 1 h a0 °C y después
12 h mas a T° amb. Después de la purificacion por cromatografia en columna con
Hex-AcOEt (1:1), se obtuvieron 96.6 mg (0.25 mmol) de una miel cristalina

correspondiente a 13 con un rendimiento del 35%.

H-RMN (400 MHz, CDCl3) & 7.32 (s, J = 8.7 Hz, 5H, H-2-6), 6.87 (d, J = 8.1
Hz, 2H, H-16,20), 6.83 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-21), 6.66 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-17,19),
5.73 (t, J = 4.9 Hz, 1H, H-9), 5.07 (s, 2H, H-7), 4.81 (dd, J = 13.3, 5.8 Hz, 1H, H-13),
3.79 (2dd, J = 4.4, 4.3 Hz, 2H, H-10), 3.69 (s, 3H, H-23), 2.98 (2dd, J= 14.0, 5.9 Hz,
2H, H-14).
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13C.RMN (100 MHz, CDCls) 5 172.1 (C-22), 169.2 (C-11), 156.7 (C-8), 155.5
(C-18), 135.9 (C-1), 130.2 (C-16,20), 128.5, 128.2, 128.1, 126.6 ( C-2-6), 115.5 (C-
17,19), 67.2 (C-7), 53.2 (C-13), 52.5 (C-23), 44.1 (C-10), 38.6 (C-14).

v Cbz-N-Tir(O-Cbz)-Gli-OH (1):

En un matraz redondo provisto de agitacién y bafo de hielo se hicieron
reaccionar 120 mg (0.23 mmol) del dipéptido triprotegido 8, diluidos en 5 mL de la
mezcla de disolventes THF-H>O-MeOH (25:3:0.1), con 0.0387 g (0.92 mmol) de
LiOH<H20 disueltos en la minima cantidad de agua y adicionados en porcion: 1.5
eqgalas0h,1.5eqalas 3 hyuneq.alas 6 h. Esta solucién se dejé reaccionar por
24 h. Pasado este tiempo la reaccién se acidifico con HCI 1M hasta llegar a pH de
4. El disolvente se concentré con vacio y el crudo de reaccién se suspendio en H20,
y se extrajo con AcOEt. La fase organica se secé con NaxSO4 anhidro, se filtré y se
evapord a presion reducida. Se obtuvieron 100 mg del producto como polvo blanco
en un rendimiento del 86% y un p.f. = 140-145 °C.

H-RMN (400 MHz, CDsOD) & 7.48-7.33 (m, 5H, H-22-26), 7.32—7.18 (m, 5H,
H-2-6), 7.26 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-14,18), 7.04 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-15,17), 5.24 (s,
2H, H-20), 4.99 (dd, 2H, H-7), 4.42 (dd, J = 9.9, 4.7 Hz, 1H, H-10), 3.79 (2d, J= 17.3
Hz, 2H, H-28), 3.23 (dd, J = 13.9, 4.7 Hz, 1H, H-12b), 2.85 (dd, J= 13.9, 10.0 Hz,
1H, H-12a).
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13C.RMN (100 MHz, CDsOD): & 173.6 (C-29), 173.4 (C-11), 158.3 (C-8),
155.1 (C-19), 151.4 (C-21), 136.8-136.7 (C-1, 16, 13), 131.5 (C-14, 16), 129.7-128.7
(C-2-6, 22-26), 122.0 (C-15, 17), 71.3 (C-20), 67.6 (C-7), 57.8 (C-10), 43.9 (C-28),
38.4 (C-12).

v" Cbz-N-Gli-Tir-OH (15):

Utilizando la técnica descrita previamente se realizoé la O-desproteccion del
dipéptido 13 partiendo de 40 mg de este compuesto (0.104 mmol) diluidos con 2 mL
de sistema THF-H2.O-MeOH (25:3:0.1). La solucién fue tratada con una solucion
acuosa de 0.017 g (0.414 mmol) de LiOH*H2O. Se obtuvieron 36 mg del producto
15, en forma de polvo blanco soluble en MeOH con p.f. = 126-130 °C y un

rendimiento del 94%.

'H-RMN (400 MHz, CDsOD) & 7.87 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-23), 7.31 (m, 5H,
H’s H-2-6), 7.01 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-16,20), 6.69 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-17,19), 5.08
(s, 2H, H-7), 4.61 (dd, J = 7.4, 5.4 Hz, 1H, H-13), 3.76 (d, J = 10.2 Hz, 2H, H-10),
3.06 (dd, J = 14.0, 5.3 Hz, 1H, H-14b), 2.91 (dd, J = 13.9, 7.7 Hz, 1H, H-14a).

13C-RMN (100 MHz, CDsOD) 5 174.6 (C-22), 171.9 (C-11), 158.9 (C-8), 157.3
(C-18), 138.0 (C-1), 131.4 (C-16, 20), 129.5, 129.0, 128.9, 128.6 (C-2-6), 116.2 (H-
17, 19), 67.9 (C-7), 55.1 (C-13), 44.7 (C-10), 37.5 (C-14).
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v Cbz-N-Gli-L-Tir(OBn)-OH (2):

En un matraz baldn provisto de agitacién y bafio de hielo, se colocaron 0.625
g (1.31 mmol) del dipéptido 16 disueltos en la minima cantidad del sistema THF-
H20 (1:1) y 0.165 g (3.93 mmol) de LiOH+H20O; la mezcla se dejo reaccionar hasta
consumir la materia prima (1 h en promedio, monitoreado por CCP). Posteriormente
se concentré el disolvente en rotavapor a presion reducida, el crudo de reaccion se
resuspendio en H20 y se acidifico con HCI 1M hasta pH 4, se extrajo con AcOEt (x
3), la fase organica se seco con Na2S0O4 anhidro, se filtré y se evapord en rotavapor,
obteniéndose 0.546 g del producto en forma cristales translucidos (después de
recristalizacion en una mezcla de disolventes THF-DCM) con p.f. = 130-132 °C, en

un rendimiento del 90%.

H-RMN (400 MHz, CDsOD) & 7.31 (m, 10H, H-2-6 y H-23-27), 7.10 (d, J =
8.5 Hz, 2H, H-16,20), 6.87 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-17,19), 5.08 (s, 2H, H-7), 4.98 (s,
2H, H-21), 4.63 (dd, J = 7.6, 5.2 Hz, 1H, H-13), 3.73 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-10), 3.10
(dd, J = 14.0, 5.1 Hz, 1H, H-14b), 2.95 (dd, J = 13.9, 7.7 Hz, 1H, H-14a).

13C-RMN (101 MHz, CDs0OD) & 175.3 (C-28), 172.8 (C-11), 160.1 (C-8), 159.8
(C-18), 139.6 (C-22), 138.9 (C-1), 132.3 (C-16, 20), 131.1 (C-15), 130.4, 130.4,
129.9, 129.8, 129.7, 129.4 (C-2-6, 23-27), 116.8 (C-17, 19), 71.8 (C-21), 68.8 (C-7),
55.9 (C-13), 45.7 (C-10), 38.4 (C-14).
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v Tir(OBn) (17):

2.2 g del aminoacido L-Tirosina (12.14 mmol) se colocaron en un matraz
redondo provisto de agitacion y fueron disueltos con 12.1 mL de una solucién de
NaOH 2 Ny 13.2 ml de H20. Posteriormente se agregaron 1.51 g de CuSO4*5H,0
(6.07 mmol) disueltos en 6 mL de H20. Se observoé la formacion de un precipitado
azul-blanquecino que al agitar se disolvié, quedando una solucién azul marino
intenso, esta mezcla de reaccion se calentd hasta alcanzar 60°C. Posteriormente
se enfri6 y se le adicionaron 42.35 mL de MeOH y 1.82 mL de NaOH(ac)
manteniendo el pH basico. Enseguida se adicionaron 1.44 mL de BrBn (12.14 mmol)
y se dejo reaccionar con agitacion vigorosa por 3 h (con formacion de precipitado
azul). Cumplido el tiempo de reaccién, la mezcla se filtré al vacio. El precipitado
previamente pulverizado se lavo con una mezcla MeOH-H20 (22:78) y metanol.
Posteriormente se hicieron 5 lavados con HCI 1 N para liberar el Cu, quedando un
polvo blanco el cual se lavo con H20 (2 veces). El polvo se dejé secar hasta peso
constante, obteniendo asi un polvo blanco insoluble en agua, en un rendimiento del
77% con un punto de fusién de 184-188 °C.

( 15

16 14
8 11
9 7 O 13

3 6
OH
HoN™ 2 17

1 o) j

H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 7.45 (d, J = 6.9 Hz, 2H, H-12,16), 7.40 (dd,
J=8.0, 6.5 Hz, 2H, H-13,15), 7.34 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H-14), 7.18 (d, J = 8.6 Hz, 2H,
H-5,9), 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-6,8), 5.05 (s, 2H, H-10), 4.00 (d, J = 5.3 Hz, 1H,
H-2), 3.04 (m, 2H, H-3).
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v' Coromandalinina (24):

500 g de la raiz molida de la planta Chromolaena pulchella se sometio a 3
reflujos con MeOH por 6 h cada uno. El disolvente se concentr6 en el rotavapor y
se dejo secar a temperatura ambiente, obteniendo 25 g de extracto. A este extracto
metandlico se le realizé la “extraccidn selectiva de pirrolizidinas”, obteniéndose 480

mg del producto (Extracto de pirrolizidinas, EP), como una miel amarillo-naranja.

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & 5.96 (s, 1H, H-2), 4.86 (d, J =, 13.6 Hz, 1H, H-
9a), 4.77 (d, J =, 12.8 Hz, 1H, H-9b), 4.17 (s-a, 1H, H-8), 4.12 (c, J = 6.4 Hz, 1H, H-
13), 3.94 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-3a) 3.43, (t, J = 7.56 Hz, 1H, H-3b), 3.28 (t, J = 7.6,
1H, H-5a) 2.74 (ddd, J = 11.5, 9.1, 6.4 Hz, 1H, H-5b), 2.10-1.91 (m, 5H, H-6, 7, 16),
1.21 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-14), 0.99 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H-17) 0.93 (d, J = 6.9 Hz, 3H,
H-18).

v Diviridiflorato de Necina (25):

Se partié de un lote de 550 g de raiz de Chromolaena pulchella el cual fue
sometido a 3 reflujos con MeOH por 6 h cada uno. El disolvente se concentré en el
rotavapor y se dejé secar a temperatura ambiente obteniéndose 29.6 g de extracto
metandlico (EM). Este extracto se disolvidé con una solucién de H2SO4 1 M (296 mL)
y se adicionaron 14.8 g de Zn°, dejando reaccionar por 24 h, al dia siguiente la
mezcla se filtré y se adicion6 NHsOH hasta un pH basico (aprox. 12), posteriormente
se extrajo con CHCI3 (3 x 300 mL), se concentr6 en el rotavapor a sequedad. La
purificacion del extracto (0.6 g) se llevé a cabo mediante cromatografia en columna
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utilizando sistemas DCM-MeOH-NH4sOH en polaridades crecientes obteniendo

0.015 g del alcaloide pirrolizidinico 9 como una miel ambar.

H-RMN (400 MHz, CDCl3) 5 5.79 (s, 1H, H-2), 5.31 (¢, J = 6.3 Hz, 1H, H-17),
5.07 (s-a, 1H, H-8), 4.81 (d, J = 13.5 Hz, 1H, H-9a), 4.72 (d, J = 13.3 Hz, 1H, H-9b),
4.56 (d, J = 16.0 Hz, 1H, H-3a), 4.03 (c, J = 6.4 Hz, 1H, H-15), 3.80 (ddd, J = 11.3,
5.7 Hz, 2H, H-5a), 3.70 (d, J = 16.0 Hz, 2H, H-3b), 2.93 (ddd, J = 6.1, 8.0, 11.3 Hz,
1H, H-5b), 2.37 (ddd, J = 12.9, 6.5 Hz, 1H, H-7a), 2.15 (sept, J = 6.6 Hz, 1H, H-18),
2.10-1.95 (m, 3H'’s, H-6,19), 1.85 (ddd, J = 13.0, 6.6 Hz, 1H, H-7), 1.31 (d, J= 6.3
Hz, 3H, H-17), 1.18 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-16), 1.00-0.86 (4d’s, J = 6.97 Hz, 12H, H-
20, 20, 21y 21).

+» Reaccion de hidrélisis de Pirrolizidinas:

Los alcaloides prirrolizidinicos 24, 25 y XXII (en mezcla, EP) se sometieron a
reaccion de hidrélisis basica empleando NaOH como base y MeOH como
disolvente, con radiacion de Microondas (MO) a 100 W y 80 °C de temperatura, por
135 min. Después del tiempo de reaccion se realizé la extraccion con CHCIz (x 3) y

posterior purificacion.

v' Supinidina (4):

Partiendo de 800 mg de Extracto de Pirrolizidinas (EP) se realiz6 la reaccion
de Hidrdlisis basica en MO, empleando 800 mg de NaOH diluida en 4 mL de H20,

95




Maestria en Ciencias Quimicas, [1QB-UMSNH

y 60 mL de MeOH como disolvente, obteniéndose después de la purificacion por

cromatografia en columna (polaridad Metanol, 100%) 36 mg del compuesto 4.

H-RMN (400 MHz, CDCl3) 5 5.48 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H-2), 4.22 (d, J = 13.1
Hz, 1H, H-9b), 4.21 (s, 1H, H-8) 4.12 (dd, J = 14.7, 1.5 Hz, 1H, H-9a), 3.88 (d-a, J =
15.2 Hz, 1H, H-3), 3.31 (ddd, J = 15.2, 4.3, 2.1 Hz, 1H, H-30), 3.08 (ddd, J = 12.0,
5.8 Hz, 1H, H-50), 2.55 (ddd J = 12.0, 6.8, 6.6 Hz, 1H, H-5p), 1.97 (ddd, J = 12.5,
9.8, 6.2 Hz, 1H, CHo-C-8, H-7q), 1.82—1.70 (m, H-6), 1.52 (ddd, J = 14.2. 12.3, 7.3
Hz, 1H, H-7B).

13C.RMN (100 MHz, CDCls) & 144.1 (C-1), 120.7 (C-2), 71.1 (C-8), 61.8 (C-
3), 59.7 (C-9), 56.5 (C-5) 30.3 (C-7) 25.7 (C-6).

v Isorretronecanol (29):

De las fracciones eluidas en una mezcla MeOH-NH4OH (1:1) se obtuvieron

aprox. 15 mg del compuesto 29.

'"H-RMN (400 MHz, CDCl3) & 3.67-3.58 (2 dd, J = 12.8, 6.35 Hz, 2H, H-9a y
9b), 3.25 (ddd, J = 13.3, 6.4 Hz, 1H, H-8), 3.16 (dddd, J = 10.1, 6.9, 3.2 Hz, 1H, H-

96




Maestria en Ciencias Quimicas, [1QB-UMSNH

3a), 2.98 (dddd, J = 10.7, 6.3 Hz, 1H, H-50), 2.61 (ddd, J = 12.2, 7.3 Hz, 1H, H-5p),
2.55 (ddd, J = 9.8, 6.3 Hz, 1H, H-3B), 2.06—1.91 (m, 3H, H-2a, 7a y H-1), 1.90-1.71
(m, 2H, H-6a,B), 1.65 (dddd, J = 11.4, 9.0, 8.2 Hz, 1H, H-7B), 1.54 (dddd, J = 13.2,
12.64, 7.0, 6,7 Hz, 1H, H-2p).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 5 67.9 (C-8), 65.1 (C-9), 54.7 (C-5), 54.5 (C-3),
48.2 (C-1), 31.8 (C-2), 30.0 (C-7), 25.7 (C-6).
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Figura 9.1. Espectro de RMN de "H del compuesto 12 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 9.2. Espectro de RMN de *C del compuesto 12 (CDClsz, 100 MHz).

104




Maestria en Ciencias Quimicas, 11QB-UMSNH

23
5

4©6\/ i

1 0.8 N_10

3 2 7 \ﬂ/g 11

(@]
2-6 13
7
17y 19
16y 20
10

21 9 13 14
e VS L T 'Y T L
N o o o o S = X
n o o o o ~— n o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0

Figura 9.3. Espectro de RMN de 'H del Dipéptido Cbz-N-Gli-Tir-O-Me (13) (CDCls, 400 MHz).

105




Maestria en Ciencias Quimicas, 11QB-UMSNH

7y 27
-6
29-33 (0]
24
0.23 [~ )k 27 33 22
H 26 O 28 32
O 25 29 31
30
24
17,19
’ 1
16,20 0
9 Yy 25 13 14
\ ML
b & Y P A A & P rY
© S e & © - ) N R o
=y < - - < o - N M a
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0

Figura 9.4. Hespectro de RMN de 'H del compuesto 14 (CDCls, 400 MHz).

106




7 H20

_ B (dd)
26 2.91

10
MeOH
13

14b 14a
b T ry Py & P
o o ) S = S S S
< o~ i o i o ~— i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 36 34 32 3.0

ppm

Figura 9.5. Espectro de RMN de "H del éster 13 hidrolizado (Acido 15) (CD3OD, 400 MHz).

X769, 1353)

Maestria en Ciencias Quimicas, 11QB-UMSNH

107




2-6
23-27
17y 19
16y 2
12 21
8 8 2 2 13 59 14
l | I‘ I I l J

]

14 [}
|

29
10 !
21 13 |
— |
12
26
9 3
98
17y 19
— 5 (0]
161y 20 ﬁ 6 | 7
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
ppm

Figura 9.6. Espectro HETCOR del compuesto 16 [Cbz-Gli-Tir(OBn)-OMe] (CDClIs, 400 MHz).

3.0

r3.5

r4.0

r4.5

10

5.0

r5.5

6.0

6.5

r7.0

r7.5

r8.0

ppm

Maestria en Ciencias Quimicas, 11QB-UMSNH

108




Maestria en Ciencias Quimicas, 11QB-UMSNH

7 21
17y 19
M M A
J ?*
@
4.0
4.5

f1 (ppm)

6.0
f2 (ppm)
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Figura 9.10. Espectro de RMN de 'H de Fmoc-N-L-Tir-OMe (21) (CDCls, 400 MHz).
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Figura 9.11. Espectro de RMN de "*C de Fmoc-N-L-Tir-OMe (21) (CDCls, 100 MHz).
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Figura 9.12. Espectro HETCOR de Fmoc-N-Tir-O-Me (21).

114




Maestria en Ciencias Quimicas, 11QB-UMSNH

5y8

4y9
23
3y1
2y 11 22
4
1 18
20
|
21 26 2524
16 13
17
& Thavhes % Y ) 4K &
a CaonNVOAEN e < e e 9 ©
o NO AN AN i - e M o N
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L T T T T T T T T T T T T T T T
82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 6.0 ?1.8( 5).6 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32
ppm

Figura 9.13. Espectro de RMN de 'H de Fmoc-N-L-Trp (22) (CDCls, 100 MHz).
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Figura 9.14. Espectro COSY (Cbz)2-Tir-Gli-OH (8). Enfasis en ditinguir NH-9 y NH-27.
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Figura 9.15. Espectro HETCOR de Supinidina (4) (CDCl3, 400 MHz).
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Figura 9.16. Espectro COSY de la Supinidina (4).
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Figura 9.17. Espectro HETCOR del Isorretronecanol (29).
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M0003

Figura 9.18. Tabla de los 6 conformeros de la supinidina (4) con los valores de Distribucion de Boltzmann y Erel.
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Label
[ mooo1
I moooz
(I moo03
(1 moo04
CImooos
(I mooos
[ mooo7
[Imooos
O moocg
(Imoo10
[Imoo11
CImoo1z
(Imoo013
CImoo14
[Imoo1s
(Imoo16
(I moo17
[ Imoo1s
CImoo1o
(I moo20

E (kcal/mal)
-10.8131564
-10.6790218
-10.1004895
-0.98268105
-0.91874427
-0.57945987
-8.38494304
-8.33937860
-8.24781892
-1.797037359
-7.040361359
-6.65322574
-5.59318974
-6.58273839
-6.54159900
-5.43419130
-6.21158138
-6.18307555
-5.95423688

-5.49166578

rel. E (kcal/maol)
0.000000000
0.134134627
0712666895
0.830475372
0.894412159
123269656
242821338
247377783
2,56533751
301611884
377279484
4,15993068
421996668
4,23041804
4,27155742
437896513
460157504
4.,63008087
485891955

532149064

Boltizmann Dist
0.3563851450
0.290141317
0.109287867

0.0895826156
0.0804194327
0.0453608409
0.00604164261
0.00559446270
0.00479346250
0.00223999623
0000624652487
0.000325001711
0.000293685168
0.000288550378
0.000269195852
0.000224565710
0.000154234163
0000146989772
9.98984749e-005

4.57631020e-005

C. Boltzmann Dist
0.363851450
0.653992767
0.763280634
0.852863250
0.933282682
0.978643523
0.9846585166
0.990279629
0.995073091
0.997313087
0.997937740
0.998262742
0.998556427
0.998844977
0.9991141732
0.999338739
0.999492973
0.9996399632
0.9997393861

0.999735624
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Figura 9.19. Distribucién conformacional del Acido (Z).-Tir-Gli-OH (1).
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Label
I mooo1 |
] moooz
I mooo3
1 mooo4
(10005
(1 mo006
(1 moo07
(1 moo0s
I miooog
I moo10
[Imoo11
[ moo012
[Imo013
[Imoo14
[1moo15
[Imoo16
(1 moo17
[Imoo1s
[1moo19
(1 mo020

E (kcal/maol)
10.3489979
104764561
10.5317621
10.8027377
111662297
11.2582013
11.2618296
11.44724564
114721356
11.7125796
118021643
119674531
119694927
12.2824762
12.3542461
12.4521513
12.5288306
127463032
13.0080185

132140403

rel. E (kcal/maol)

0.000000000
0127458186
0.182764243
0453739821
0817231826
0909203380
0912831720
1.09824849
1.12313768
136358171
145316636
1561845521
162049478
193347831
200524816
210315244
217983273
239730532
265902061

286504236

Boltzmann Dist

0220969381
0.178201392
0.162320843
0.102745217
00556337891
0.0476351687
0.0473443655
0.0346231286
00331958984
00221253028
0.0190207565
0.0143902910
00142411415
0.00845631484
0.00749164414
0.00635063358
0.00557974886
0.00386560268
0.00248537490

0.00175544573

. Boltzmann Dist

0220969381
0399170774
0.561491616
0664236833
0719870623
0767505791
0.814850157
0849473285
0882672184
0904797487
0923818243
0938208834
0952549976
0961006291
0968497935
0974848568
0980428317
0984293920
0986779295

0988534740
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Figura 9.20. Distribucién conformacional del Acido Cbz-Gli-Tir(O-Bn)-OH (2).
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