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Ala Alanina

AcOEt Acetato de etilo
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1. INTRODUCCION

El surgimiento de resistencia bacteriana frente a los agentes quimioterapéuticos
disponibles en la actualidad es uno de los grandes desafios a los que se enfrenta el sector
salud, no sélo en México sino en todo el planeta." Tan sélo en Estados Unidos de América
se estiman alrededor de 100,000 decesos anuales causados por cuadros infecciosos que no
pueden ser tratados.? A este ritmo, no es exagerado pensar que llegaré el dia en el que la
humanidad se enfrente a las infecciones bacterianas como lo hacia antes del descubrimiento

de los antibioticos.

Si bien es cierto que su uso irracional y desmesurado ha contribuido al rapido
desarrollo de resistencia microbiana, no es la tnica causa.® Las bacterias superan en niimero
al ser humano y han existido desde mucho tiempo antes que él, lo que de demuestra su
elevada capacidad de adaptacion al medio que las rodea. Por lo tanto no es de sorprender

gue desarrollen mecanismos de defensa frente a sus agresores; es sélo cuestion de tiempo.

En el afan de enmendar esta situacion, diversas medidas han sido tomadas. Entre
ellas esta la concientizacion del personal sanitario en cuanto al uso apropiado de esta clase
de farmacos, que si bien no es una solucién definitiva, permitird ganar tiempo para
encontrar nuevas alternativas. La otra es impulsar la investigacion en el campo de los
antimicrobianos, ya que durante los ultimos afios el sector farmacéutico se ha enfocado en
el desarrollo de otro tipo de farmacos, especialmente para el tratamiento de enfermedades

crénico-degenerativas, dejando descuidada esta importante area.

En el afio 2010, la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (Infectious
Diseases Society of America) lanzé su iniciativa 10 x ‘20, la cual hace un llamado a nivel
internacional para lograr el objetivo de contar con diez nuevos antibiéticos para el afio
2020.* Parece una tarea sencilla, pero no lo es. El proceso de desarrollo de un nuevo
farmaco es largo, costoso y multidisciplinario. Dicho proceso se puede resumir en las

siguientes etapas:>®
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1. Planteamiento del problema y formacién del equipo de trabajo.

2. Sintesis u obtencion de fuentes naturales de los compuestos con potencial actividad
farmacoldgica.

3. Evaluacion de la eficacia y seguridad mediante estudios in vitro e in vivo, usando
animales como modelos bioldgicos. Los resultados de dichas pruebas determinaran
si el compuesto es un buen candidato, y por ende la continuidad del proyecto.

4. Optimizacién de la metodologia sintética o de obtencidén para producirlo a gran
escala; aspectos farmacotécnicos (forma farmacéutica, estabilidad, etc.) y estudios
de toxicidad crdnica en animales.

5. Solicitud de permiso ante las autoridades pertinentes para iniciar los estudios
clinicos, los cuales se clasifican en 4 fases. Los resultados de dichos estudios

determinaran si se puede o no comercializar el farmaco.

En la basqueda de nuevas alternativas antimicrobianas y conscientes de la problematica
actual, en el afio 2010 se reporto la sintesis y actividad antimicrobiana de nuevos derivados
del ciprofloxacino funcionalizados con L-aminodcidos y péptidos en el nitrogeno
piperazinico”® (Esquema 1). De la serie de compuestos sintetizados, algunos mostraron
actividad antimicrobiana similar o superior al ciprofloxacino, por lo que resulta de interés

continuar estudiando dichos compuestos.

Ciprofloxacino L-aminoacido

P

Esquema 1. Funcionalizacion del nitrégeno piperazinico del ciprofloxacino con L-amino4cidos

Durante el proceso de desarrollo de un nuevo farmaco, resulta complicado sintetizar
en forma totalmente pura y en grandes cantidades los compuestos que se someten a la

evaluacion bioldgica inicial, ya que la mayor parte de ellos son descartados en esta etapa.’
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Es por eso que una vez identificados los compuestos con actividad prometedora, el
Quimico Orgéanico se encarga de disefiar metodologias de sintesis que sean eficientes,
seguras, reproducibles, ecoldgicas y econdmicas. A su vez, auxilidndose de la Quimica

Analitica, se encarga de la purificacion y caracterizacién de los mismos.*°

La caracterizacion estructural de un compuesto se puede lograr facilmente si se
cuenta con todos los datos espectroscépicos. La informacion mas relevante de la estructura
molecular se obtiene de la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y de las técnicas
complementarias como espectroscopia en el infrarrojo (IR), en el ultravioleta (UV),

espectrometria de masas (EM) y analisis elemental.**

En el presente trabajo se describe la optimizacidon sintética y caracterizacion

espectroscopica de los siguientes derivados del ciprofloxacino N-piperazinil sustituidos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Las quinolonas como agentes antimicrobianos.

Las quinolonas son un grupo de agentes antimicrobianos numeroso y quimicamente
muy heterogéneo.’? A diferencia de los primeros antibiticos descubiertos a inicios del
siglo pasado, las quinolonas no fueron aisladas a partir de organismos vivos. Su origen fue
totalmente sintético.® Fue en el afio de 1962 cuando Lesher y colaboradores descubrieron
el acido nalidixico, un producto secundario formado durante la sintesis de cloroquina, un

farmaco antimalarico (Esquema 2).**

X _ | OH
—_—
~
N ’\L
Cloroquina Acido nalidixico

Esquema 2. Acido nalidixico.

El &cido nalidixico mostr6 actividad frente a bacterias Gram negativas por lo que
fue utilizado para el tratamiento de infecciones del tracto urinario. Sin embargo, debido a
sus propiedades farmacocinéticas y a la répida aparicion de resistencia bacteriana, su

utilidad fue limitada.

Durante los afios posteriores, partiendo de la estructura del acido nalidixico, se sintetizaron
nuevos derivados quinolonicos que mostraron mejoras significativas, tanto en su
farmacocinética como en su farmacodinamia, dando origen a lo que hoy conocemos como

quinolonas.
2.2 Caracteristicas quimicas de las Quinolonas.
Estructuralmente consisten de un anillo A constituido por un acido 1-sustituido-1,4-

dihidro-4-oxopiridin-3-carboxilico (Figura 1) fusionado con un anillo aromatico o

heteroaromatico B.'?
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X= puede ser sustituido por N

Figura 1. Estructura general de las quinolonas.

Esta estructura bésica origina cuatro grupos diferentes de quinolonas, segin el nimero

y la posicién de los 4&tomos de nitrégeno de la molécula.* Estos grupos son los siguientes:

1. Benzopiridonas: Contienen un Unico atomo de nitrégeno en la posicion 1. Es el

nacleo mas utilizado en la sintesis de quinolonas.

2. Naftiridinas: Contienen un atomo de nitrégeno en las posiciones 1y 8.

3. Piridopirimidinas: Contienen un a&tomo de nitrogeno en las posiciones 1, 6 y 8.

4. Cinolinas: Contienen un atomo de nitrégeno en las posiciones 1y 2.

2.3 Clasificacion.

Las quinolonas se han clasificado por generaciones, tomando en cuenta su época de

aparicion y su espectro antibacteriano.'®

Tabla 1. Clasificacion de las quinolonas.

Generacion Farmacos Caracteristicas
Acido nalidixico Activos frente a ciertas bacterias Gram negativas.
Primera Acido oxolinico

(1960, 1970)

Cinoxacino
Flumequina

Alta unién a proteinas plasmaticas, causando baja
biodisponibilidad.
Tiempo de vida media muy corto

Segunda
(1980)

Norfloxacino
Ciprofloxacino
Ofloxacino
Enoxacino

Menor union a proteinas plasmaticas (50%)
Tiempo de vida media mas prolongado que la
generacion previa.

Actividad mejorada frente a Gram negativos.

Tercera
(1990)

Levofloxacino
Esparfloxacino
Tosufloxacino
Grepafloxacino

Activos frente a Gram negativos y Gram positivos.

Cuarta
(2000)

Gatifloxacino
Gemifloxacino
Moxifloxacino
Garenoxacino

Activos frente a Gram negativos y Gram positivos,
ampliando su espectro contra anaerobios y algunas
bacterias atipicas
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2.4 Relacion Estructura-Actividad.

El mecanismo de accidn de las quinolonas ha sido ampliamente estudiado. Actlan
sobre la ADN girasa en organismos Gram negativos y la topoisomerasa 1V en organismos
Gram positivos. Ambas enzimas son esenciales para la replicacion y transcripcion del ADN

donde la inhibicién de estas funciones conduce a la muerte celular.*?

El principio de los estudios de relacion estructura-actividad en el descubrimiento de
nuevos farmacos establece que todos aquellos compuestos con estructura quimica similar a
la de un compuesto con actividad farmacolégica comprobada pueden también presentar
actividad, la cual puede ser mejor a la del compuesto original, o bien, ser totalmente

distinta.’

Estos estudios consisten en realizar modificaciones minimas sobre una estructura
base o “cabeza de serie” con la finalidad de producir analogos, en los cuales se evalua el

efecto que tienen estos cambios estructurales sobre la actividad.

Afios de investigacion en torno a las quinolonas han permitido obtener conclusiones

respecto a su relacién estructura-actividad, como se muestra en la Figura 2. 1" 1%

La funcion acido B-ceto carboxilico

Modula la actividad frente a es esencial para su interaccion con el
organismos Gram positivos. ADN, por lo que modificaciones en
Los grupos mas comunes son las posiciones 3 y 4 llevan a pérdida
hidrégeno, metilo y amino. de la actividad.
El atomo de fluor se considera \‘Rs o ( o El hidrégeno en esta posicion
es considerado como el mejor

esencial en ésta posicion ya
que mejora su afinidad por la Res 6
enzima blanco y la penetracion

sustituyente, cuya remocion
causa pérdida de actividad

celular.
R7

- Rs Ry Modula la potencia del farmaco.
Modula la potencia, el espectro Los grupos mas comunmente
antimicrobiano y la farmacocinética. empleados son el ciclopropilo,
Heterociclos nitrogenados de 5 o 6 etilo y halogenuros de arilo.
miembros como la piperazina y la Actividad frente anaerobios y
pirrolidina son los mas utilizados. propiedades farmacocinéticas.

El cloro, fldor y metoxilo son
algunos de los grupos utilizados.

Figura 2. Relacion estructura-actividad de las quinolonas.
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Como se puede observar en el Esquema 3, la adicion del atomo de fllor en la
posicion 6 y de un anillo de piperazina en la posicion 7 fueron las primeras modificaciones
y también las més trascendentales. El flior mejord 10 veces la afinidad por la enzima girasa
y su penetracion en la célula microbiana.** Fue asi que surgieron las denominadas 7-

piperazinilfluoroquinolonas o quinolonas fluoradas.

En los ultimos afios, la investigacion hecha en torno a la sintesis de nuevas
fluoroquinolonas se ha enfocado en 2 objetivos principales: mejorar las propiedades
farmacocinéticas de los nuevos derivados y aumentar o mejorar la actividad frente a
bacterias Gram positivas, anaerobios y frente a cepas que ya presentan resistencia a esta

clase de compuestos.” & 4 **

Recientemente se ha puesto especial atencion en la modificacién del grupo piperazinil

localizado en la posicion 7 por los siguientes motivos:

» Por su naturaleza, es un grupo labil a manipulaciones quimicas.

> EIl sustituyente en la posicion 7 juega un rol importante en el ingreso de la
quinolona a la célula bacteriana y en la inhibicion de la DNA girasa o
topoisomerasa IV; ambos eventos determinan la potencia antimicrobiana.?

» Se ha observado que la presencia de sustituyentes voluminosos en esta posicion
ayuda a impedir la salida de la quinolona a través de proteinas de membrana por el

denominado mecanismo de “eflujo”, presente en algunas bacterias resistentes.*’

En este contexto, dada la importancia que tiene el sustituyente en la posicion 7, surgio
la idea de sintetizar nuevos derivados del ciprofloxacino funcionalizados en el nitrégeno
piperazinico con L-aminoacidos y péptidos. Pero, ;por qué usar aminoacidos?, ¢qué
caracteristicas estructurales y funcionales pueden aportar a las quinolonas? Para responder
estas preguntas es necesario entender qué son los aminoacidos y péptidos, y algunas de sus

propiedades biologicas.
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Flumequina

Acido oxolinico

-

. Norfloxacino [
Enoxacino p
(0] (0]
F
| OH F
(\ N N (\ N
HN\) K R
! A ' "/N\)

{
~ . ) !
Ciprofloxacino ~-=-~ -t ) .
P Perfloxacino Levofloxacino

Lomefloxacino

1

Grepafloxacino

Esquema 3. Evolucion estructural de las 7-piperazinilquinolonas a partir del acido nalidixico, su precursor.

Se resaltan las modificaciones estructurales mas relevantes, (Modificado de Emami, 2005).
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2.5 Aminoacidos y peptidos.

Se considera aminoacido a cualquier molécula que contenga un grupo amino y un
grupo écido carboxilico en su estructura (Figura 3).%* Este término casi siempre se usa para
hacer referencia a los a-aminoécidos, es decir, todos aquellos en los que el grupo amino se
encuentra unido al &tomo de carbono a. Ademas de la funcién amino, el carbono o posee
otro sustituyente denominado cadena lateral, el cual condiciona las propiedades

fisicoquimicas de cada aminoécido.

R
“‘“’)J\OH

NH,»
Figura 3. Estructura basica de un a-aminoacido

Los aminoacidos tienen un papel muy importante en los seres vivos. Son los
precursores de los péptidos y proteinas, biomoléculas indispensables que desempefian
innumerables funciones. Su valor como blogues de construccion se debe al hecho de que
pueden asociarse entre si en cadenas largas formando enlaces amida entre el grupo amino

de un aminoécido y el grupo écido de otro (Esquema 4).

-~
B ~

o} 0 'O R
R + R R, S50 OH
OH OH —> 8 H .
NH2 NH2 NH2 \‘~»I O

Esquema 4. Formacion del enlace peptidico.

Veinte son los aminoacidos que forman las proteinas en los organismos vivos y se
les conoce como “aminoacidos estandar”. A excepcion de la glicina, el resto de estos son
quirales. Sin embargo, ante la posibilidad de encontrar enantiomeros, casi todos los
aminoacidos encontrados en la naturaleza poseen estereoquimica (S). A estos se les

denomina tipicamente L-aminoacidos debido a que cuando Sse representan con proyecciones
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de Fisher, cumple con las caracteristicas de configuracion L tal cual se asigna a los
carbohidratos L (Esquema 5).

CHO COOH
HO—F H NH2+ H

CH,OH R
L-gliceraldehido L-aminoacido

Esquema 5. Similitud entre la configuracion de los L-amino&cidos con los L-carbohidratos.

Cabe destacar la importancia que tiene la estereoquimica de las moléculas que
componen o interactdan con los seres vivos. Por ejemplo, muy a menudo sucede que sélo
uno de los estereoisdémeros de un farmaco puede unirse al receptor farmacologico y ejercer
su efecto. Como se recordard, un receptor es una proteina que al estar conformada por
moléculas quirales (amino&cidos), solo puede interactuar con aquellas moléculas que

posean una configuracidn espacial complementaria a €él, tal como se ilustra en la Figura 5.

N )
e e'l™

)
) '

Figura 5. Interaccion farmaco receptor. Izq.: interaccion favorable; Der: interaccion no favorable.

2.6 Aminoacidos y péptidos como potenciales agentes antimicrobianos.

Recientemente se ha puesto especial atencion a una clase de compuestos
denominados péptidos antimicrobianos (PAM’s), los cuales constituyen un mecanismo de
defensa natural frente a bacterias, hongos y virus, tanto en organismos procariotas como en
eucariotas.”® Debido a estas cualidades, se han llegado a considerar como un potencial

nuevo grupo de agentes antimicrobianos.

10
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Se trata de moléculas pequefias (de 6 a 100 aminodcidos), generalmente cargadas

positivamente (cationicos), de naturaleza anfipatica y de composicién quimica variable. 4%

Entre las cualidades que hacen atractivos a los PAM’s para ser usados en terapéutica se

encuentran:

v" Amplio espectro de actividad, ya que ademéas de su actividad antimicrobiana son
activos frente a hongos y algunos virus. %

v Pueden ser utilizados solos o0 en combinacién con antibiéticos convencionales, para
obtener un efecto sinérgico. Se ha reportado actividad sinérgica frente a Escherichia
coli mediante el uso concomitante de eritromicina con ciertos péptidos pequefios.?’

v A diferencia de los antibidticos convencionales, poseen mas de una diana biologica,
disminuyendo asf la incidencia de resistencia microbiana.?

v" Son activos frente a cepas bacterianas multiresistentes como Staphylococcus aureus
meticilina-resistente y Pseudomonas aeruginosa, cualidad destacable dada la actual

problematica.”®

Como ya se menciono, la actividad de los PAM’s se debe a diversos mecanismos, como

se ilustra en la Figura 6.

Figura 6. Mecanismos de accion asociados a los péptidos antimicrobianos (Tomado de Peters, 2010).

A. Interacciones con membrana. Se considera el principal mecanismo. Alteraciones en
la membrana provocan la salida del contenido intracelular. Puede ocurrir en tres

formas:
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1. Insercién al azar en la membrana, causando disrupcion.
2. Alineacion de secuencias hidrofébicas, originando un poro hidrofilico.
3. Remocion de secciones de la membrana, formando poros.
Inhibicion de la sintesis del DNA.
Bloqueo en la sintesis del RNA.
Inhibicion de enzimas implicadas en la formacion de la membrana celular.
Inhibicion de sintesis proteica.
Bloqueo de proteinas chaperonas, necesarias para el plegado de proteinas.
Darios a nivel mitocondrial:
1) Inhibicién de la respiracion celular y formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS)

2) Alteraciones de la membrana mitocondrial

Una vez analizadas las propiedades que poseen tanto los aminoacidos como los

péptidos antimicrobianos, se formularon algunas conclusiones que podrian justificar la

funcionalizacién de las quinolonas con este tipo de compuestos:

1)

2)

3)

4)

A pH fisioldgico, el grupo amino de los aminoacidos acoplados a la quinolona
estaria cargado positivamente (especialmente aquellos con cadena lateral bésica), lo
cual podria favorecer su interaccion con la pared y membrana celular, dando como
resultado alteraciones a nivel membrana, o bien, promoviendo su entrada a la célula
bacteriana.”®

Al ser sustituyentes voluminosos, podrian impedir la salida de la quinolona a través
del denominado mecanismo de eflujo presente en algunas cepas resistentes.'’

Por su naturaleza, algunos aminoacidos podrian mejorar la solubilidad de las
quinolonas en agua, mejorando asf sus propiedades farmacocinéticas.”®

Ademas, en vista de que algunos péptidos antimicrobianos pueden interaccionar con
los &cidos nucleicos como el buforin |1 aislado del sapo Bufo bufo gargarizans o la
indolicidina derivada de neutréfilos bovinos, la funcionalizacion de quinolonas con
aminoéacidos y péptidos puede influir positivamente en su ya conocido mecanismo

de accion.?®

12
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2.7 Resonancia Magnética Nuclear.

La Espectroscopia es la disciplina encargada de estudiar las interacciones que tienen
lugar entre la materia y la radiacion electromagnética. Los métodos analiticos
espectroscopicos se fundamentan en medir la cantidad de radiacion que producen o

absorben las especies moleculares o atémicas de interés.*

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es un tipo de espectroscopia que se basa
en la absorcion de ondas de radiofrecuencia. Desde el desarrollo del espectrometro de RMN
de alta resolucion en la década de 1950, la RMN se ha convertido en la principal
herramienta para estudiar los compuestos orgéanicos tanto de origen sintético como de

|-31

origen natural.”> A continuacion se mencionan las bases tedricas de dicha técnica.

2.8 Propiedades magnéticas del nucleo atomico.

Como se recordara, todos los nucleos atomicos estan cargados positivamente. En
algunos nucleos esta carga “gira” sobre su propio eje, propiedad conocida como espin
nuclear (Figura 7). Este movimiento giratorio genera un dipolo magnético a lo largo del eje.
Cualquier nicleo que posea numero masico 0 ndmero atomico impar o ambos es

magnéticamente activo.*

Figura 7.

El momento angular del nucleo puede ser descrito en términos de su numero
cuantico espin, I; éste namero tiene valores de 0, 1/2, 1, 3/2 y asi sucesivamente (I = 0,
indica ausencia de espin). La magnitud del dipolo generado puede ser expresada en

términos del momento magnético nuclear, p.*
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Para cada nucleo con espin, el nimero de estados de espin permitidos que puede
adoptar esta cuantizado y es determinado por I. Este niimero es una constante fisica y hay
21 + 1 estados de espin permitidos, con diferencias integrales desde +I a —I, como se puede

observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Propiedades de algunos nicleos.

Elemento . 5 12 13 14 16 17 19 31 35
H ’H 2c :C 7N g0 80 oF 15P 17Cl
Nimero 1 1 0 1 1 0 > 1 1 3
cuantico espin 2 2 2 2 2 2
Numerode |, 3 0 2 3 0 6 2 2 4
estados de espin

A fines practicos, son de interés aquellos nucleos con | = % ya que éstos tienen la
carga distribuida uniformemente en forma esférica. Es por eso que el *H y *3C son los

nucleos mas estudiados en RMN.

En ausencia de un campo magnético externo, los estados de espin de un ndcleo dado
se orientan al azar y son energéticamente equivalentes (degenerados); sin embargo, cuando
se someten a un campo magnético externo, dejan de ser energéticamente equivalentes. Por
ejemplo, el &tomo de hidrogeno puede tener dos estados de espin: +% y %, y por lo tanto
los momentos magnéticos nucleares para ambos casos estardn orientados en direcciones

opuestas, ya sea alineado con el campo magnético aplicado (Bo) en contra (Figura 8).*

p
Direccién del campo
magnético aplicado By

[

Espin + % Espin - %2
Alineado Opuesto

Figura 8. Estados de espin posibles para el &tomo de hidrogeno.

El estado de espin +% (o) es de menor energia, ya que esta alineado con el campo

magnético, mientras que el estado —%2 (B) es de mayor energia por oponerse a él.

14




Optimizacion Sintética y Caracterizaciéon Espectroscopica de Nuevos Derivados Peptidicos del Ciprofloxacino

Cuantitativamente la cantidad de nlcleos en ambos estados es casi igual, con un ligero

exceso de o.

2.9 Origen del fenébmeno de RMN.

El fendmeno de RMN ocurre cuando un nucleo alineado con el campo magnético
externo absorbe energia del orden de radiofrecuencia, invirtiendo la orientacion de su espin
al estado de mayor energia (B). La absorcion de energia es un proceso cuantizado, es decir,

debe igualar la diferencia energética entre ambos estados de espin.

Para entender este fendmeno, la analogia con un trompo de juguete es util. Los
protones absorben energia porque comienzan a “preceder” bajo la influencia de un campo
magnético. El fendbmeno de precesion es similar al de un trompo girando. Debido a la
fuerza de gravedad, la parte superior del trompo comienza a inclinarse con respecto a su eje
(Figura 9). Un nucleo magnéticamente activo se comporta de manera similar pero por la

accion del campo magnético externo.

Figura 9. Precesion del nicleo por accién del campo magnético externo.

La frecuencia a la cual el nacleo precede es conocida como frecuencia angular (®) o
frecuencia de Larmor, y es directamente proporcional a la intensidad del campo magnético

aplicado. Entre mas fuerte sea el campo, mayor es la frecuencia angular. *

Como el ndcleo esta cargado, la precesion genera un campo eléctrico oscilante de la
misma frecuencia. Entonces, cuando se expone el nlcleo a ondas de radiofrecuencia de la

misma frecuencia que el campo eléctrico generado por el ndcleo, ambos campos se acoplan
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y existe absorcion de energia, dando como resultado la inversion del espin (Figura 10). A
esto se le denomina resonancia, y se dice que el nlcleo esta en resonancia con la radiacion

aplicada.

I
v = 60 MHz |
!

A Do
@ N

Figura 10. Fenémeno de RMN

En la actualidad, los espectros de RMN son comunmente obtenidos mediante
espectrometros con transformada de Fourier. En éste tipo de espectrémetros, los nucleos
presentes en la muestra son irradiados con un pulso corto de radiofrecuencia que abarca un
amplio rango de frecuencias. De esta manera, todos los nucleos se excitan en un solo paso.
Después, el espectrometro detecta la radiacion que emiten los nucleos al regresar a su
estado inicial. Como la molécula posee diferentes tipos de nucleos, diversas frecuencias de
radiacion electromagnética son emitidas simultdneamente. A ésta emision, denominada
caida libre de la induccion o FID (free induction decay), se le aplican una serie de
operaciones matematicas conocidas como transformadas de Fourier, dando como resultado
una grafica en donde el eje x representa la frecuencia a la que ocurre la transicion de espin y

en el eje y la intensidad asociada a esta transicion.*

2.10 Desplazamiento quimico.

La utilidad de RMN en la caracterizacion estructural viene dada por el hecho de que
no todos los nucleos presentes en la molécula entran en resonancia a la misma frecuencia,
ya que cada nucleo tiene un ambiente electronico diferente segin su naturaleza. De ésta
manera, se puede ver una sefial distinta para cada uno de los nucleos presentes en la

molécula estudiada. Pero, ;como afecta el ambiente electronico al fenébmeno de resonancia?
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Al igual que los nucleos atomicos, los electrones son particulas cargadas en
movimiento. Bajo la influencia del campo magnético aplicado, los electrones de valencia
comienzan a circular. Esta circulacion electronica, también conocida como corriente local
diamagnética, genera un campo magnético que se opone al aplicado, “protegiendo” al
nucleo del campo externo. A este fendbmeno se le denomina anisotropia diamagnética
(Figura 11). Entre mayor sea la densidad electronica, mayor serd la proteccion o

apantallamiento del nlcleo y viceversa.

Y
B, Externo B inducido (se opone a By)

Figura 11. Anisotropia diamagnética

Como el efecto del campo magnético externo es menor en los ndcleos con alta
densidad electrénica, su frecuencia angular es menor, ocasionando que absorba energia a
bajas frecuencias. Lo contrario ocurre en los ndcleos con densidad electronica baja. De ésta
manera, el espectro de RMN se divide en dos regiones: campo alto, donde aparecen las
sefiales de los nucleos “protegidos” o apantallados y campo bajo, donde aparecen las
sefiales de los nlcleos “desprotegidos™ o desapantallados (Figura 12).

TMS
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1
Campo bajo Escala 6 (ppm) Campo alto

Figura 12. Escala de un espectro de RMN de 'H

La posicion en la gréafica en la cual absorbe un nucleo se denomina desplazamiento
quimico. Este desplazamiento arroja informacion acerca del ambiente electrénico y

magnético de cada nucleo, permitiendo asi su identificacion. En la actualidad existen tablas
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bien elaboradas que indican en qué region del espectro pueden aparecer las sefiales de

RMN segun el tipo de nucleo.

Para definir la posicion de una absorcion, es necesario usar una sustancia de
referencia. En la préctica se usa el tetrametilsilano (TMS) y su desplazamiento se considera
como el punto cero. Las graficas de RMN se calibran utilizando una escala arbitraria
llamada escala delta (0), donde 1 6 es igual a 1 parte por millén (ppm) de la frecuencia de
operacion de espectrometro. El desplazamiento quimico de una absorcién de RMN en

unidades & es constante, independiente de la frecuencia de operacién de espectrémetro.®

2.11 RMN de Hidrégeno (RMN *H).

Debido a que cada hidrégeno electrénicamente distinto en una molécula tiene su
absorcién caracteristica, la principal finalidad de la RMN *H es determinar cuantos tipos de
hidrogenos electronicamente no equivalentes o diferentes estan presentes en una molécula.
A su vez, como el area bajo la sefial de RMN es proporcional al nimero de protones que la

generan, es posible conocer también su nimero.

En caso de existir duda de la equivalencia o no equivalencia de dos protones, puede
determinarse comparando las estructuras que se formarian si se reemplazara cada hidrogeno

por un grupo X. Existen 4 posibilidades: *°

1. Cuando el reemplazo de H por X genera como productos isomeros constitucionales,
se dice que los protones no son quimicamente equivalentes, por lo que se espera

sefiales diferentes en el espectro de RMN. Ejemplo:

H
ER R
H X

H H -

H H X Los protones del -CH, y -CHj
—_— . . .

H H no estan relacionados y tienen
H H N H absorciones de RMN diferentes.

H. X H

H H

H
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Cuando el reemplazo de H por X genera el mismo producto, sin importar cual H se
remueva, se dice que los protones son quimica y electronicamente equivalentes
(homotdpicos), por lo que se espera una sola sefial para esos protones en el espectro
de RMN. Ejemplo:

H H X H H
H = T Los 6 protones de los -CHj
H H A son homotdpicos.

Cuando el reemplazo de H por X genera un nuevo centro de quiralidad y por lo
tanto da como resultado enantiomeros diferentes dependiendo de si se reemplaza el
hidrogeno pro-R o pro-S, se dice que los protones son enantiotopicos. Aun cuando
este tipo de protones no son idénticos, son equivalentes electronicamente y por lo
tanto tienen la misma absorcion de RMN. Ejemplo:

4" X/,‘
pr(f pro-R H3C/<~*(CH3
e X .
2 Los hl_drc’)g_enos en_C-2 son
H.C CH, R enantiotdpicos y tienen la
3 S$ X misma absorcién en RMN

.

H3CQCH3

Cuando el reemplazo de H por X genera un segundo centro de quiralidad dando
como resultado diasteredmeros diferentes dependiendo si se reemplaza el hidrogeno
pro-R o pro-S, se dice que los protones son diastereotopicos. Este tipo de
hidrogenos no son ni quimica ni electrénicamente equivalentes, por lo que presentan

absorciones de RMN diferentes. Ejemplo:

T L t c3
A os protones en C-
H3C N CH3 X son diastereotdpicos
N y tienen absorciones
/ \ OH de RMN diferentes
pro-R =
pro-S H;C CH3
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2.12 Desdoblamiento espin-espin en los espectros de RMN *H.

Cuando se obtiene un espectro de RMN H, se observa cémo algunas sefiales se
desdoblan o “dividen” en lugar de aparecer como un solo pico. Este fenémeno, conocido
como acoplamiento espin-espin, se debe a que los protones que no son quimicamente y
magnéticamente equivalentes interaccionan entre si magnéticamente. Generalmente ésta
interaccion se da en aquellos protones separados por dos, tres y ocasionalmente cuatro
enlaces. Para ejemplificar éste fendmeno, en la Figura 13 se muestra el espectro de RMN

'H del etanol.

5‘.0 45 ‘ 4.0 ‘ 35 " 3.0 " 25 ' 20 ‘ 15 ‘ 1.0 " 05
Figura 13. Espectro de RMN *H del etanol a 90 MHz.

Como se puede observar, los protones del grupo metilo (a) aparecen como una sefial
triple, los del metileno (b) como una cuadruple y el del oxidrilo (c) como una simple.
Existe una regla general, llamada regla n + 1 que indica que los protones que tienen n
protones vecinos equivalentes muestran n + 1 sefiales. Por ejemplo, para el grupo metilo

seria 2 + 1= 3, tres sefiales y para el metileno 3 + 1= 4, cuatro sefiales.

Pero, ¢por qué pasa esto? En la Figura 14 se muestran los posibles estados espin de
ambos grupos. Para el caso del metileno, los protones pueden estar alineados con el campo
aplicado, en contra de él, o bien, uno a favor y el otro en contra. De ésta manera, los
protones del grupo metilo experimentaran diferentes campos magnéticos dependiendo de la
orientacion de los protones metilénicos. Cuando ambos protones del —CH, estan alineados
con el campo externo, el campo efectivo total sentido por los protones del —CHj3 es

ligeramente mayor, desplazando la sefial a campo bajo. Cuando uno esta alineado y el otro
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en contra, no hay efecto neto sobre los protones del metilo. Finalmente, cuando ambos
protones del —CH, estan en contra del campo aplicado, el campo efectivo sentido por los
protones del —CHj3 es ligeramente menor, desplazando la sefial a campo alto. La explicacion

anterior también aplica para el desdoblamiento de los protones metilénicos.

-CH; -CH3
Campo _— Campo —
aplicado aplicado
Campo del = =
protén

acoplamiento, J

-1l 1

el LRI

=T

—
—_—
—_—

|

I

I

|

I

!

I

|

I

|

pEEns

Figura 14. Desdoblamiento espin-espin de los grupos metilo y metileno del etanol.

]

= Constante de
1
]
1
|
I
I
I
I

La probabilidad de que un protén del —CH, esté alineado con el campo externo y el
otro en contra, es mayor que la probabilidad de que estén ambos alineados o en contra. ES
por eso que la intensidad relativa de las sefiales de los protones del —-CHj3 es 1:2:1. Como se
observa en la figura 18, la constante de acoplamiento es la distancia entre las sefiales en un
multiplete y se denota por J. Estas constantes se miden en Hertz y por lo general caen en el
intervalo de 0 a 18 Hz. Debido a que el acoplamiento espin-espin es una interaccion
reciproca entre dos grupos adyacentes de protones, algunas veces es posible decir cuales

multipletes estan relacionados, es decir, si son grupos adyacentes.

2.13 RMN de carbono (RMN 2C).

La RMN de C permite determinar el nimero de carbonos no equivalentes
presentes, asi como su tipo (metilo, metileno, metino, aromatico, carbonilo, etc.), aportando

valiosa informacion acerca del esqueleto de carbono del compuesto estudiado.

Desafortunadamente, el isétopo de carbono mas abundante (**C) no es

magnéticamente activo; sin embargo el *3C sf lo es, pero su abundancia natural es tan sélo
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del 1.1%; por lo tanto, 1 de cada 100 carbonos en una muestra es observable por RMN, lo
que dificulta su deteccion. Afortunadamente, este problema ha sido resuelto por el uso del
promedio de la sefial y los espectrémetros con transformada de Fourier (TF-RMN).

La mayor parte de las resonancias de **C estan entre 0 y 220 ppm hacia el campo
bajo a partir de la linea de resonancia de TMS. Al igual que en la RMN de proton, el

desplazamiento quimico de cada carbono es dependiente de su ambiente electronico.

A diferencia de la RMN 'H, en los espectros de carbono no se observa el
desdoblamiento espin-espin homonuclear, es decir, por la interaccion entre dtomos de
carbono adyacentes. Esto se debe a la escasa abundancia del **C, por lo que es muy poco
probable encontrar dos *C en una misma molécula y atin menos probable encontrar dos **C
adyacentes. Sin embargo, existe acoplamiento espin-espin heteronuclear, es decir, entre el
3C y otros ndcleos magnéticamente activos como el *H, *°F, 3!P, etc. El acoplamiento entre
el 'H y el *C complica draméticamente el espectro de carbono haciendo dificil su
interpretacion, por lo que usualmente se “desacopla”. El desacoplamiento se logra
irradiando todos los protones de la molécula con un amplio espectro de frecuencias. Esto
causa que los protones estén en constante cambio de espin, es decir, de su estado o a su
estado B y viceversa. Estos cambios rapidos desacoplan cualquier interaccion espin-espin

"H--3C, dando como resultado una sefial simple por cada 4&tomo de carbono no equivalente.

Cuando se obtiene un espectro de **C desacoplado, la intensidad de las sefiales
aumenta significativamente en comparacién con los acoplados. A este fendmeno se le
conoce como efecto nuclear Overhouser (NOE) y su explicacion es la siguiente: al irradiar
los protones para desacoplarlos del carbono, se genera un exceso de éstos en el estado
excitado (P); al ocurrir esto, los nicleos de carbono “sienten” el desequilibrio energético y
para compensarlo, comienzan a ajustar su espin al estado de menor energia (a). De esta
manera, entre mas atomos de hidrdgeno estén unidos al carbono, mayor sera la intensidad

de la sefial de RMN, como se muestra a continuacion:

CH3>CH,;>CH>C
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2.14 Espectroscopia de RMN **C DEPT.

La RMN DEPT (por ampliacion sin distorsion por transferencia de polarizacion) es
una técnica muy valiosa de RMN de carbono, ya que permite determinar el nimero de
hidrogenos unidos a cada atomo de carbono. Por lo general, un experimento DEPT se hace
en tres etapas. La primera etapa consiste en obtener el espectro de **C desacoplado para
localizar los desplazamientos quimicos de todos los carbonos. Después se obtiene un
segundo espectro denominado DEPT-90 utilizando condiciones especiales bajo las que sélo
aparecen sefiales debidas a los metinos (CH); estan ausentes las sefiales de los metilenos,
metilos y carbonos cuaternarios. Finalmente se obtiene un tercer espectro Illamado DEPT-
135 en el cual aparecen resonancias de los metilos (CH3) y metinos (CH) como sefiales
positivas (hacia arriba de la linea base) y las sefiales de los metilenos (CH,) aparecen como
sefiales negativas (hacia debajo de la linea base). Este tipo de espectros aporta informacién
muy importante que permite asignar las sefiales de los carbonos de una manera mas

precisa.*®

2.15 Experimentos en dos dimensiones (RMN-2D).

Existe un tipo de experimentos denominados RMN en dos dimensiones, los cuales
facilitan la elucidacion estructural de moléculas complejas. Entre ellos se encuentran COSY
(correlacion espectroscopica), el cual se divide en HOMCOR (correlacion homonuclear) y
HETCOR (correlacion heteronuclear), NOESY (espectroscopia de intercambio vy

mejoramiento nuclear Overhauser), entre otros.

El experimento COSY establece la correlacion entre el desplazamiento quimico de
un nucleo con el desplazamiento de otro. Cuando el experimento se realiza con un sélo
nucleo, se llama COSY homonuclear u HOMCOR, y cuando se realiza con nucleos
diferentes se llama COSY heteronuclear o HETCOR. La principal aplicacién del COSY
homonuclear es establecer la correlacion entre protones a dos o tres enlaces, es decir,
permite conocer cuél proton se acopla con cuél. En cuanto al HETCOR, éste permite
establecer la correlacién entre un nicleo que se observa a baja frecuencia, como el *H, con

otro de alta frecuencia, como el *3C. En este tipo de espectros se establece la conectividad a
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un enlace, es decir, cuél hidrégeno esta unido a cuél carbono.® Sin duda la informacién
obtenida mediante éstas técnicas facilita enormemente la caracterizacion estructural de los

compuestos organicos.
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3. OBJETIVO GENERAL
Caracterizacion estructural mediante Resonancia Magnética Nuclear en una y dos

dimensiones de nuevos derivados del ciprofloxacino funcionalizados en la posicion 7 con
L-aminoacidos y péptidos, asi como la optimizacion de la metodologia sintética para su

obtencion.

4. OBJETIVOS PARTICULARES
I.  Sintetizar los compuestos 1, 2, 3, 4,5y 6.

O O

WL T

o
o 1 4

2K ot

0O (@)

(0]
: 0O 0 (@) (0]
©/\O

Il.  Caracterizacion estructural de los compuestos 1, 2, 3, 4, 5 y 6 mediante Resonancia

Magnética Nuclear en una y dos dimensiones y espectrometria de masas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La obtencion del dipéptido (S,S)-prolilfenilalanina se llevé a cabo mediante el
protocolo para sintesis de péptidos en solucion (Esquema 6). Dada la bifuncionalidad de los
aminoéacidos, es imprescindible la proteccion de los grupos funcionales cuya reactividad es
indeseada, con el fin de obtener sélo el producto buscado. A esto, le sigue la formacién del

enlace peptidico y finalmente la remocion de los grupos protectores.

N-proteccion O-proteccion

Acoplamiento

O-desproteccion L ! o\\\ R
| Ayl
N-desproteccion j NH ™./ OH

Esquema 6. Protocolo para la sintesis de péptidos en solucién.

Se comenz6 con la proteccion del grupo acido de la S-fenilalanina mediante una
reaccion de esterificaciéon con metanol usando cloruro de tionilo, obteniendo el éster

metilico correspondiente en forma de clorhidrato en rendimientos casi cuantitativos.

(Esquema 7).
(0] 0]
OH SOCl, O/
NH, CH30H NH4 o
® "¢
S-fenilalanina Ester metilico de la S-fenilalanina

95% Rto.
Esquema 7. O-proteccion de la S-fenilalanina.

Después se realizd la N-proteccion de la S-prolina y S-alanina mediante una

reaccion de acilaciéon con cloroformiato de bencilo en medio basico, obteniendo
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rendimientos por arriba del 90% (Esquema 8). El uso del grupo Cbz en sintesis peptidica
tiene como ventajas la obtencion de productos N-protegidos en muy buenos rendimientos,
supresion de la racemizacion durante la formacion del enlace peptidico y su facil remocion

mediante hidrogenacion catalitica.’’

R CbzCl R R= CHs; S-alanina 95% Rto.
OH —_— > OH

NH, NaOH ac. HN O R= “ﬂ" S-prolina 96% Rto.

S-aminoacido et o

Esquema 8. N-proteccion de aminoacidos.

El siguiente paso consistio en la formacion del enlace amida entre la S-prolina y la
S-fenilalanina. La reaccion entre el grupo acido de un aminoéacido y el grupo amino de otro
no procede espontaneamente a temperatura ambiente; Unicamente ocurre a temperaturas
superiores a 200 °C, condiciones que comprometen la integridad estructural de los
aminoécidos.*® Debido a esto, es necesario el uso de “agentes activantes”, compuestos que
convierten al —OH del grupo acido en un buen grupo saliente, promoviendo asi la

formacion del enlace peptidico (Esquema 9).

0 activacion @
R OH R)J\/;!:t
) - ActH

\Gp
H,N_ R

Gp= grupo protector
Gp Io

(0]
Esquema 9. Principio del proceso de activacion para la formacion del enlace amida.

En este caso, se utilizé cloroformiato de isobutilo (IBCF) como agente activante. El
IBCF se utiliza ampliamente en la sintesis de péptidos en solucién a gran escala. Los
acoplamientos de este tipo involucran la previa activacion del grupo carboxilo con el IBCF
en presencia de una base aminica terciaria (TEA o DIEA) dando origen al anhidrido

carbdnico mixto correspondiente, el cual reacciona con el componente amina.
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En el Esquema 10 se muestra la reaccion de acoplamiento para obtener el dipéptido
(S,S)-prolilfenilalanina. La reaccion se llevo a cabo en THF a baja temperatura y en
presencia de TEA. Debido a que el éster metilico de la fenilalanina se encuentra en forma
de clorhidrato, es necesario utilizar un equivalente de base extra para que el grupo amino se
convierta en una especie mas nucleofilica para que asi pueda reaccionar con el anhidrido
mixto formado entre el grupo &cido de la prolina y el IBCF. El resultado final es la

formacion del enlace peptidico entre ambos aminoacidos.

0
o o)
o~ 2EqTEA o~ )J\
@ - IBCF= CI7 SO
o NHs THF oNH
ci 0°C
S-Phe-O-Me
i-BUOH, CO,

o o
@ / \/U\ -
O)J\ TETAHI:CF T (O O/Y Cbij:\f( \@

S-Pro-N-Cbz Anhidrido carbénico mixto
(S,S)-Cbz-N-Pro-Phe-O-Me

Esquema 10. Sintesis del dipéptido (S,S)-prolilfenilalanina.

Como la funcion &cido del dipéptido (S,S)-Cbz-N-Pro-Phe-O-Me se encuentra
bloqueada, el siguiente paso fue la O-desproteccion mediante hidrolisis alcalina asistida por
microondas con LiOH en THF-H,O-MeOH (25:3:0.1) (Esquema 11). El uso de LiOH
como base permite obtener condiciones de reaccion mas suaves, protegiendo la integridad

del centro estereogénico.

\)J\ _ L|OH \)J\
OH
Cbz Cbz

THF: H20 MeOH

100 W
10 min.

(S,S)-Cbz-N-Pro-Phe-O-Me (S,S)-Cbz-N-Pro-Phe-OH
Esquema 11. O-desproteccion del dipéptido (S,S)-prolilfenilalanina.

Una vez obtenido el dipéptido y los aminoacidos N-protegidos, el siguiente paso fue
su acoplamiento con el ciprofloxacino, el cual fue extraido de tabletas comerciales al
tratarlas con una solucion acuosa de NaHCOg3 al 5% (Esquema 12).
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OH OH
| NaHCO; 5% |

(\ N N > K\ N N
HN J | - NaCl, H,0, CO, HN\)
®

Clorhidrato de ciprofloxacino Ciprofloxacino

Esquema 12. Obtencidn del ciprofloxacino a partir de la sal comercial.

Si se analiza la estructura quimica del ciprofloxacino, se puede observar que posee
un grupo amino y un grupo acido carboxilico, tal como los amino&cidos (Figura 15). Como
consecuencia, para establecer el enlace amida entre el nitrogeno piperazinico y los

aminoéacidos, puede utilizarse el protocolo de sintesis de péptidos antes descrito.

--f. N

Figura 15. Bifuncionalidad del ciprofloxacino.

Podria considerarse como necesaria la O-proteccion del ciprofloxacino para evitar
reacciones colaterales durante la reaccion de acoplamiento. Sin embargo, debido a la
deslocalizacion de electrones promovida por el nitrégeno en la posicion 1y el grupo cetona
en la posicién 4, la nucleofilicidad del grupo acido esta considerablemente disminuida,

haciendo innecesaria su proteccion (Esquema 13).

i (o o) Comoj o] o)

P
L| OH F X NoH 7) ~oH

Esquema 13. Deslocalizacion de los electrones del grupo acido del ciprofloxacino.
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Recientemente nuestro equipo de trabajo reporté una metodologia para concertar
dicho acoplamiento usando HBTU como agente activante, HOBt como aditivo y DIEA
como base (Esquema 14).’

Tn
n

R HBTU, HOBY, DIEA |
oH * (ON N > [N N
\) A DM peeeeeelee

o e} N\))
Gp” T° amb. : I : A
L-aminoé(_:ido Ciprofloxacino E R NH |
N-protegido ' | !
: Gp .

.

Esquema 14. Metodologia reportada para el acoplamiento entre amino4cidos y piperazinilquinolonas.’

La técnica indicaba la adicion simultanea de los reactantes a temperatura ambiente,
empleando DCM como disolvente. El producto buscado se obtenia, sin embargo, la
formacion de subproductos hacia necesaria su purificacion mediante cromatografia en
columna. En la bdsqueda de soluciones para optimizar ésta reaccion, se hizo una revision

en la literatura acerca del uso y propiedades del HBTU como agente activante.

El HBTU es un derivado del HOBt utilizado ampliamente en sintesis peptidica.
Pertenece al grupo de compuestos conocido como sales de uronio/guanidino. Este tipo de
sales poseen un carbono positivo y en sus inicios se les asignd una estructura de tipo
uronio. Sin embargo, estudios recientes de difraccion de rayos X y RMN en solucién y
estado sélido, han demostrado que la estructura correcta de algunos de estos compuestos,

entre ellos el HBTU, es el isémero guanidino (Figura 16).%°

/

Sal de uronio Sal de guanidino

~

Figura 16. N- y O- isomeros del HBTU, agente activante derivado del HOBL.
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Mecanisticamente, la activacion se da mediante el ataque nucleofilico por parte del
ion carboxilato sobre el carbocation del HBTU (a), lo cual da origen al intermediario
aciluronio (c) altamente reactivo que posteriormente se convierte en un éster activo al
reaccionar con el HOBt (d); este Gltimo intermediario sufre aminolisis por parte del
componente amino, dando como resultado la formacion del enlace peptidico (e) (Esquema
15)

0 \/I‘ | o. o0 \ N
)J\ S o~ N
R (@) R
@) (b) ©
.- o l
HO\ o) (_ N (0]
/N \ \ R R q J\
Ny T ORTONY N + ONTONT
N H: N, | |
R'—NH,
(e) (d)

Esquema 15. Mecanismo de reaccidn de la activacion del grupo acido mediada por el HBTU.

Desafortunadamente, el proceso de activaciébn no esta exento de reacciones
colaterales. Durante la reaccion de acoplamiento, el intermediario aciluronio (f) puede
convertirse en una oxazol-5(4H)-ona (h), hecho indeseable ya que a través de su
tautomerismo ceto-enolico (i) conduce a la racemizacion del centro estereogénico (j)

(Esquema 16).
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(0]
\)J\/

(O R' Oe
R)L"u)Y)f\ — *Qm) J'R Jg—

(h)
() ®

|
o e[

(k) U]

Esquema 16. Formacion del intermediario oxazolona y sus consecuencias en la integridad del centro

estereogénico.

Otra de las posibles reacciones colaterales asociadas al uso de sales de
uronio/guanidino es la formacion de bases de Schiff (m) por la reaccion del componente
amino con el agente activante (Esquema 17).

Esquema 17. Formacion de bases de Shiff como subproductos.

Afortunadamente, las reacciones secundarias pueden ser evitadas si se toman
algunas precauciones. Entre las medidas disponibles para minimizar la racemizacion por la
formacion de oxazolonas se encuentran el uso de solventes poco polares, el empleo de la
minima cantidad de base necesaria, a bajas temperaturas de reaccion y el uso de carbamatos
como grupos protectores.** En cuanto a la formacién de bases de Schiff, se debe poner
especial atencion en el orden de adicion de los reactantes, asi como en las cantidades
empleadas. EI componente acido debe ser sometido a previa activacion antes de la adicién

del componente amino y deben emplearse cantidades equimolares de ambos componentes.
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El protocolo experimental comunmente empleado para acoplamientos peptidicos
usando sales de uronio/guanidino involucra el uso de 2 equivalentes molares de una base
aminica terciaria como la DIEA o TEA: un equivalente es para desprotonar el grupo &cido
del aminoacido N-protegido y el segundo equivalente para neutralizar el HOBt generado, lo
cual evita un descenso en el pH del sistema y por tanto, una disminucion en la velocidad de
reaccion. Un exceso de base puede acelerar el acoplamiento; sin embargo, también

compromete la integridad del centro estereogénico.

Por otro lado, el solvente influye tanto en la reactividad del agente activante como
en el grado de racemizacion. La DMF es el solvente mas comunmente utilizado debido a la
buena solubilidad que presentan éste tipo de sales (HBTU: 0.5 mol L™). Sin embargo, el
uso de solventes poco polares como el DCM disminuye el riesgo de racemizacion; incluso
se ha reportado el uso de mezclas binarias como DCM-DMF 1:1 para reducir el grado de

epimerizacion en acoplamientos de fragmentos peptidicos.*

El uso de aditivos como el HOBLt en éste tipo de acoplamientos ha sido objeto de
debate. Si bien su adicion en los acoplamientos mediados por carbodiimidas ayuda a
disminuir el grado racemizacion,® su uso es cuestionable cuando se emplean derivados del
HOBt como agentes activantes. Se cree que la adicién de un equivalente extra de este
compuesto acelera la formacion del éster activo, disminuyendo el tiempo de reaccion y la
formacion de productos secundarios. Sin embargo, dicha afirmacion no esta del todo clara.
De hecho, se ha demostrado que su inclusion puede ocasionar bajos rendimientos debido a
la pérdida de alcalinidad del sistema.** Aunado a esto, recientemente el HOBt fue retirado
del mercado debido a sus caracteristicas explosivas, haciendo dificil su adquisicion.

De esta manera, con el fin de evitar reacciones colaterales, se decidio aplicar las

siguientes modificaciones a la metodologia sintética:

1) Activar el aminoacido N-protegido por un periodo de tiempo razonable antes de la
adicion del ciprofloxacino, a fin de evitar la formacion se subproductos,

2) Utilizar como solvente la mezcla DCM-DMF (7:3) para favorecer la solubilizacion
del HBTU vy la activacion del grupo &cido,

3) Omitir el HOBL del sistema de acoplamiento,
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4) Ejecutar la reaccion a baja temperatura.

Dichas modificaciones mostraron buenos resultados, ya que se obtuvieron los

compuestos 1, 2 y 3 en muy buenos rendimientos (Esquema 18).

o O (0] O

F F

OH OH

o | HBTU, DIEA |

PR K\ N N S K\ N N

Y I O A

Componente acido Ciprofloxacino
R= 1 2 ~Cbz 3 H
HN
(Nj\/ % N \)\

Cb2 Cbz o =X

94% Rto. 98% Rto 91% Rto. \©

Esquema 18. Sintesis de los derivados del Ciprofloxacino N-piperazinil susituidos.

\

En la Figura 17 se muestra el espectro de RMN-'H del compuesto 1 (Cbz-N-Pro-
Cpx). Se puede observar una sefial simple en 8.66 ppm correspondiente a H-2, una sefial
doble en 7.87 ppm (J = 12.4 Hz) correspondiente a H-5, una sefial maltiple en 7.32 ppm
correspondiente a los hidrogenos aromaticos H-8 y H-25-29, dos sefiales dobles en 5.19 y
5.07 ppm (J = 12.0 Hz) y dos sefales dobles en 5.13 y 5.00 ppm (J = 12.0 Hz)
correspondientes a H-23, dos sefiales dobles en 479 y 470 ppm (J = 5.8 Hz)
correspondientes a H-18, dos sefiales multiples en 4.1 y 3.6 correspondientes a H-16, dos
sefiales multiples en 3.95 y 3.83 ppm correspondientes a H-13, una sefial multiple en 3.58
ppm correspondiente a H-21, una sefial maltiple en 3.45 ppm correspondiente a H-15, dos
sefiales multiples en 3.31 y 3.11 correspondientes a H-14, dos sefiales multiples en 2.24 y
1.94 ppm correspondientes a H-19, dos sefiales multiples en 2.10 y 1.95 ppm
correspondientes a H-20, una sefial simple en 1.41 ppm correspondiente a H-9 y finalmente

una sefial simple en 1.21 ppm correspondiente a H-10.
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Figura 17. Espectro de RMN-H* en CDCl; a 400 MHz del compuesto 1.

Como se puede observar en la figura 18, la mayoria de las sefiales se muestran
ensanchadas y con un patréon de multiplicidad complejo. Esto en parte a la naturaleza del
compuesto pero principalmente a fendbmenos dinamicos que involucran el intercambio de
los nucleos entre uno 0 mas sitios magnéticamente distintos, lo cual hace dificil su andlisis

y asignacion. *?

Por ejemplo, para H-23 se observan cuatro sefiales dobles cuando idealmente
deberian ser sélo dos y para H-18 dos sefiales dobles cuando se esperarian una. Tal
multiplicidad es debida a la baja velocidad de intercorversion entre dos conférmeros y

como consecuencia las sefiales de cada uno alcanzan a ser detectadas por el espectrometro.

Afortunadamente este problema puede resolverse mediante el empleo de técnicas de
RMN en dos dimensiones, como el experimento COSY y HETCOR. En la Figura 18 se
muestra el espectro COSY del compuesto 1. Como se recordara, éste experimento permite
determinar la correlacion entre protones a dos o tres enlaces. De esta manera, se puede
observar el acoplamiento geminal de H-16; después en 3.95 ppm se aprecia el acoplamiento
geminal de los protones H-13 y el acoplamiento vecinal de éstos con H-15, el acoplamiento
vecinal entre los protones de H-21 y H-20 y el acoplamiento geminal de los protones H-14.

Finalmente se observa el acoplamiento vecinal de H-9 con H-10.
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Figura 18. Ampliacion del espectro de RMN-COSY en CDCl; a 400 MHz para el compuesto 1.

ppm

En la Figura 19 se muestra la region de campo alto del espectro HETCOR del

compuesto 1. Con éste experimento se establece la conectividad a un enlace, es decir, cuél

hidrégeno estd unido a cuél carbono. Asi, se puede observar en 66.87 ppm la sefial

correspondiente al metileno en C-23, en 56.54 y 56.17 ppm aparecen dos sefiales

correspondientes a C-18, en 49.82 ppm una sefial para el metileno C-15, en 49.21 ppm una

sefial para C-14, en 47.01 y 46.53 ppm dos sefiales correspondientes a C-21, en 45.19 y

44.90 dos sefiales para C-13, en 41.67 y 41.45 ppm dos sefiales para C-16; en 35.31 ppm

aparece una sefial para el metino C-1 del ciclopropilo, en 30.61 y 29.72 ppm dos sefiales

correspondientes a C-19 y en 24.21 y 23.40 ppm dos sefiales para C-20. Finalmente en 8.12

ppm aparece una sefial para los dos metilenos del ciclopropilo C-9 y C-10.
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Figura 19. Ampliacidn del espectro HETCOR en CDCl; a 400 MHz del compuesto 1.

Resulta interesante el hecho de que las sefiales correspondientes a los carbonos del
anillo de pirrolidina y piperazina aparezcan “dobleteadas”, hecho atribuible a fendmenos
dindmicos como se explicd anteriormente. A continuacion se muestra la region a campo
alto del espectro HETCOR (Figura 20). Como se puede observar, las sefiales de los grupos
carbonilo de las posiciones 4, 17, 11 y 22 aparecen en 176.73, 170.78, 166.71 y 154.81
ppm, respectivamente. Después aparecen dos sefiales para el carbono aromético C-6 en
154.0 y 152.14 ppm cuyo desdoblamiento es debido a su acoplamiento con '°F; en 147.23
ppm aparece la sefial del carbono vinilico C-2, en 145.34 ppm la sefial del carbono
aromatico C-7, en 138.81 ppm la sefial del carbono ipso C-24, en 136.56 ppm las sefial del
carbono cuaternario C-8’ y de 128.33 a 127.57 aparecen cinco sefiales correspondientes a
los carbonos aromaticos C-25 a C-29. Posteriormente, en 119.80 ppm se observa la sefial
del grupo cuaternario C-4’, en 112.16 y 111.93 ppm se observan dos sefiales para C-5
debido también a su acoplamiento con *°F, en 107.70 ppm la sefial del carbono cuaternario

C-3, en 105.13 ppm la sefial del carbono aromatico C-8.
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Figura 20. Ampliacidn del espectro HETCOR en CDClI; a 400 MHz del compuesto 1.
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Es importante mencionar que la interpretacion de los espectros de RMN en dos

dimensiones no debe hacerse por separado; el analisis simultaneo permite efectuar la

elucidacion estructural de una manera mas facil y precisa. Asi, una vez integrados los

resultados de los espectros COSY y HETCOR, el espectro de RMN-"*C del compuesto 1

queda como se muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Espectro de RMN-"3C en CDCl; a 400 MHz del compuesto 1.

En cuanto al compuesto 2 (Cbz-N-Ala-Cpx), en la Figura 22 se muestra su espectro
de RMN-'H. En 14.91 ppm se aprecia una sefial simple correspondiente al hidrégeno &cido
H-12, en 8.71 ppm una sefial simple para el proton vinilico H-2, en 7.96 ppm una sefial
doble (J= 12.7 Hz) correspondiente a H-5, de 7.36 a 7.32 ppm una sefial mdltiple
correspondiente a los hidrdégenos aromaticos del grupo benciloxicarbonil H-24 a H-28, en
5.84 ppm una sefial doble (J= 7.8 Hz) para el proton amidico H-20, en 5.11 ppm una sefial
simple para los hidrégenos de H-22, en 4.74 una sefial multiple para H-18, en 4.03 ppm y
en 3.72 ppm dos sefiales multiples para los hidrégenos H-16, en 3.82 y 3.74 ppm dos
sefiales maltiples para los hidrogenos de H-13, en 3.56 una sefial multiple para el metino H-
1, en 3.40 una sefial maltiple correspondiente a los hidrdégenos de H-15 y en 3.28 una sefial
maltiple para los hidrogenos de H-14. Finalmente en 1.39 ppm aparece una sefial doble
(J=6.8 Hz) correspondiente a los hidrogenos del metilo H-19 y en 1.42 y 1.21 ppm dos

sefiales simples anchas para H-9 y H-10.
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Figura 22. Espectro de RMN-'H en CDCl; a 400 MHz del compuesto 2.

Las asignaciones hechas en el espectro de la Figura 22 se hicieron con ayuda de
RMN en dos dimensiones. En la Figura 23 se muestra una ampliacién del espectro COSY
del compuesto 2. Como se puede observar, H-20 muestra acoplamiento vecinal con H-18,
existe acoplamiento geminal entre los hidrégenos H-15 y éstos se acoplan con H-13; a su
vez, también se puede observar acoplamiento vecinal entre el metino H-1 y los metilenos

H-9 y H-10; los hidrégenos de H-16 muestran acoplamiento geminal y con H-14.
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Figura 23. Ampliacion del espectro COSY en CDClI; a 400 MHz del compuesto 2.

ppm

Ahora, en la Figura 24 se muestra el espectro HETCOR a campo alto. En 66.77 ppm

se observa la sefial de C-22, en 49.87 y 49.38 ppm se observan dos sefales

correspondientes los metilenos C-15 y C-14, respectivamente, en 46.57 ppm se observa la

sefial correspondiente al metino C-18, en 45.12 la sefial del metileno C-13 y en 41.69 ppm

la sefial del metileno C-16. Posteriormente en 35.32 ppm se observa la sefial del metino C-

1, en 19.21 ppm la sefal del metilo C-19 vy finalmente en 8.19 ppm una sefal

correspondiente a los dos metilenos C-9 y C-10 del ciclopropilo.
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Figura 24. Ampliacion del espectro HETCOR en CDCl; a 400 MHz del compuesto 2.

En la Figura 25 se muestra la region a campo bajo del espectro HETCOR. En
176.86, 170.94, 166.81 y 155.53 ppm se observan las sefiales de los grupos carbonilos C-4,
C-17, C-11 y C-21, respectivamente. Posteriormente se observan dos sefiales en 154.58 y
151.71 ppm correspondientes al carbono aromético C-6 (desdoblamiento debido al *°F), en
147.52 ppm se observa la sefial de C-2, en 145.22 la sefial del carbono cuaternario C-7, en
138.85 ppm la sefial del carbono ipso 23, en 136.19 ppm la sefial del carbono cuaternario
C-8’ y en 128.15 ppm un conjunto de senales correspondientes a los carbonos aromaticos
C-24 a C-28. Finalmente en 119.86 ppm aparece la sefial de C-4’, en 112.39 ppm la sefal
del carbono aromatico C-5, en 107.94 ppm la sefial de C-3 y en 105.20 ppm la sefal

correspondiente a C-8.

42



Optimizacion Sintética y Caracterizaciéon Espectroscopica de Nuevos Derivados Peptidicos del Ciprofloxacino

4 2 g 24-28

6.0
6.2
6.4
6.6
6.8
r7.0

r7.2
ﬂ r7.4

r7.6

24-28

ppm

r7.8
o ¢} r8.0

r8.4

9 10 Lgo
26 28 20
27 F9.2

T T T T T T T T T T T T T T T
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100
ppm

Figura 25. Ampliacion del espectro HETCOR en CDCl; a 400 MHz del compuesto 2.

Una vez integrados los resultados de los espectros COSY y HETCOR, el espectro

de RMN-'3C del compuesto 2 queda de la siguiente manera (Figura 26).
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Figura 26. Espectro de RMN-"*C en CDCl; a 400 MHz del compuesto 2.
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En lo que respecta al compuesto 3, en la Figura 27 se muestra el espectro de RMN-
'H. En 8.76 ppm se observa una sefial simple para H-2, en 8.01 ppm una sefial doble de
dobles (J = 12.8, 2.9 Hz) correspondiente a H-5, una sefial multiple en 7.27 ppm
correspondiente a los protones aromaticos H-21 a H-25, H-35 a H-39 y H-8. Despues
aparece una sefial simple ancha en 6.79 ppm correspondiente al protén amidico H-19, en
5.11 una maltiple correspondiente a H-18 y H-33, una sefial multiple en 4.34 ppm al metino
H-28, una sefial multiple en 3.90 y 3.19 correspondientes al metileno H-13, una sefial
maultiple en 3.63 para el metileno H-15, una sefial multiple en 3.52 ppm perteneciente al
metino H-1 y al metileno H-31, en 3.63 y 3.19 ppm una sefial multiple perteneciente a H-
16, una sefial multiple en 3.05 ppm perteneciente al metileno H-19, una sefial multiple en
2.65 ppm del metileno H-14, dos sefiales multiples en 2.08 y 1.85 correspondientes a los
metilenos H-30 y H-29, respectivamente. Finalmente en 1.40 y 1.20 ppm se observan dos

sefiales simples anchas pertenecientes a los metilenos H-9 y H-10.
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Figura 27. Espectro de RMN-"H a 400 MHz en CDCl; del compuesto 3.

Es importante mencionar que la asignacion de las sefiales para este compuesto
presentd mas dificultades en comparacion con los compuestos 1 y 2 debido a fendmenos

dindmicos y a la complejidad de la molécula. La asignacion de las sefiales se facilito
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enormemente mediante el uso de técnicas de RMN en dos dimensiones, como se vera mas

adelante.

Ahora en la Figura 28 se muestra un fragmento del espectro COSY del compuesto
3. Se puede observar el acoplamiento vecinal entre H-18 y H-19, el acoplamiento vecinal
entre los protones H-28 y H-29 del anillo de pirrolidina, el acoplamiento tanto vecinal
como geminal de los hidrégenos H-13, H-14, H-15 y H-16 pertenecientes al anillo de
piperazina, el acoplamiento vecinal entre el metino H-1 y los metilenos H-9 y H-10, el
acoplamiento vecinal entre el metino H-18 y el metileno H-19 y finalmente el acoplamiento

vecinal entre los metilenos H-9 y H-10.
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Figura 28. Ampliacidn del espectro COSY en CDCl; a 400 MHz del compuesto 3.
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En la Figura 29 se observa una ampliacién del espectro HETCOR del compuesto 3.
Se puede observar en 67.22 ppm la sefial de C-33, en 60.54 ppm la sefial del metino C-28,
en 49.27 ppm una sefial que corresponde tanto al metino C-18 como al metileno C-19, en
47.0 ppm la sefial correspondiente a los metilenos C-14 y C-15, en 45.10 ppm la sefial del
metileno C-31, en 41.56 ppm la sefial del metileno C-13, en 39.56 ppm la sefial del
metileno C-16, en 35.26 ppm la sefial del metino C-1, en 28.77 ppm la sefiales de C-29, en
24.41 ppm la sefial de C-30 y finalmente en 8.26 ppm la sefal de los metilenos C-9 y C-10.
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Figura 29. Ampliacién a campo alto del espectro HETCOR en CDCl; a 400 MHz del compuesto 3.

46



Optimizacion Sintética y Caracterizaciéon Espectroscopica de Nuevos Derivados Peptidicos del Ciprofloxacino

En la Figura 30 se muestra el espectro de RMN-"*C del compuesto 3. En 177.06 y
171.22 ppm aparecen las dos sefiales de los grupos carbonilos C-4 y C-27, respectivamente.
Después se observa la sefial del carbonilo C-17 en 169.48 ppm, en 166.83 y 157.30 ppm
dos sefiales correspondientes a C-11 y C-32, en 154.59 y 151.96 ppm dos sefales
correspondientes al carbono aromatico C-6, en 147.56 ppm la sefial del carbono vinilico C-
2, en 145.32 ppm la sefial del carbono aromatico C-7, en 138.89 ppm la sefial del carbono
ipso C-8’, en 136.30 ppm la sefial de los carbonos C-20 y C-34, de 129.48 a 127.01 ppm las
sefiales correspondientes a los protones aromaticos tanto del grupo benciloxicarbonil como
del fenilo de la fenilalanina, en 120.33 ppm se observa la sefial del carbono aromatico C-4’,
en 112.33y 112.10 ppm dos sefiales correspondientes a C-5, en 108.86 ppm la sefial de C-3
y en 105.12 ppm la sefial de C-8. Posteriormente en 67.22 ppm se encuentra la sefial del
metileno C-33, en 60.54 ppm la sefial del metino C-28, en 49.27 ppm una sefial que
corresponde tanto al metino C-18 como al metileno C-19, en 47.0 ppm la sefal
correspondiente a los metilenos C-14 y C-15, en 45.10 ppm la sefial del metileno C-31, en
41.56 ppm la sefial del metileno C-13, en 39.56 ppm la sefial del metileno C-16, en 35.26
ppm la sefial del metino C-1, en 28.77 ppm la sefiales de C-29, en 24.41 ppm la sefial de C-
30 y finalmente en 8.26 ppm la sefial de los metilenos C-9 y C-10.
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Figura 30. Espectro de RMN-"3C a 400 MHz en CDCl; del compuesto 3.
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El siguiente paso en la ruta sintética consistio en la N-desproteccion de los
compuestos 1, 2 y 3. Existen diferentes métodos para la remocién del grupo Cbz, entre ellos
aciddlisis con HBr/AcOH, reduccion metélica mediante el empleo de Na’ o Li° y bien
hidrogenacion catalitica con H, (g) en presencia de Pd/C. Este Gltimo método es el mas
empleado debido a las condiciones suaves, evitando la formacion de subproductos y por

tanto buenos rendimientos.*

De esta manera, Machuca report6 la remocion del grupo Cbz mediante
hidrogenacion catalitica empleando H, (g) y Pd/C al 10% como catalizador en MeOH, a
presion atmosférica, temperatura ambiente y durante un periodo de tres horas. El
compuesto N-desprotegido era obtenido. Sin embargo, la formacion de subproductos, la

dificultad para su purificacion y los bajos rendimientos, mostraron ser una limitante.

Con el fin de mejorar los resultados se intentd reproducir la técnica cambiando
variables como tiempo, cantidad de catalizador, solvente y tiempos de reaccion,
manteniendo constante la atmosfera de hidrogeno y monitoreando la reaccion mediante
CCF (Tabla 3). A pesar de las variables ensayadas, se continuaba apreciando materia prima

sin reaccionar y formacién de subproductos, obteniendo bajos rendimientos.

Tabla 3. Condiciones de reaccion probadas para la N-desproteccién.

Ensayo Condiciones Producto(s)

1 10 % Pd/C, MeOH, 3 h, t.a., atm de H, 1 + 4 + subproductos
2 10% Pd/C, DCM-MeOH (1:1), 28 h, t.a., atm de H, 1 + 4 + subproductos
3 10% Pd/C, MeOH, 24 h, t.a., atm de H, 3 + 6 + subproductos
4 20% Pd/C, EtOH, 24 h, t.a., atm de H, 3 + 6 + subproductos
5 20 % Pd/C, EtOH, 6 dias, t.a., atm de H, 3 + 6 + subproductos

* t.a.= temperatura ambiente

Probablemente la baja velocidad de reaccion sea debido al tamafio molecular de los
compuestos 1, 2 y 3, ya que se sabe que el impedimento estérico influye notablemente en
este tipo de reacciones, lo cual conlleva al uso de grandes cantidades de catalizador o
presiones elevadas.* En cuanto a la formacién de subproductos, la razén puede ser la
presencia de grupos labiles a reduccion como el doble enlace presente en la posicion 2 o el

enlace C-N en la posicién 1.
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En el afan de solucionar estos problemas y mejorar el rendimiento, se decidio
utilizar una metodologia distinta: hidrogenacion catalitica por transferencia. El principio
de ésta reaccion es practicamente el mismo, el hidrogeno actia como agente reductor en
presencia de un catalizador metalico.** La diferencia es el empleo de una sustancia que
cede el hidrogeno en lugar de emplearlo en su forma gaseosa. En el Esquema 19 se muestra

la reaccion general.

A m*
HD
MM L HM™D " | D-M=-X| —» HA + [DX] + M™
|
H
i ii) iii) iiiv)

Esquema 19. Reaccion general de la hidrogenacion catalitica de transferencia.

En presencia del catalizador metélico i), el agente donador (HD) cede el hidrégeno
i1); posteriormente la sustancia aceptora (AX) interacciona con el catalizador iii) y ocurre el
proceso de transferencia, dando como resultado el compuesto reducido (HA), el catalizador

intacto y los productos de descomposicion del donador [DX] iiiv).

Esta reaccion, ademas de evitar los riesgos que acompafian el uso de hidrogeno gaseoso,

posee numerosas ventajas, entre las que destacan: *°
Bajo costo.

Rapidez.

Selectividad.

v
v
v Condiciones de reaccion suaves.
v
v Operacion simple.

v

Aplicable a un gran numero de sustratos.

Existe una gran variedad de sustancias donadoras de hidrogeno y de catalizadores que
pueden ser empleados. Sin embargo, es importante considerar que su eleccion condiciona la

velocidad y especificidad de la reaccion. **

Generalmente, los donadores de hidrogeno son moléculas sencillas en las que el

hidrogeno se encuentra unido a elementos con un valor de electronegatividad similar.
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Ademaés, cuando los productos de descomposicién del donador poseen valores de entalpia
de formacion negativos (p.e. CO, del acido formico o N, de la hidrazina), se ve promovido
el fenémeno de transferencia.*® Algunos ejemplos son el &cido férmico y formatos,

hidrazina, isopropanol, ciclohexeno, 1,4-ciclohexadieno, acido fosfinico, entre otros.

En el 2001, Daga y colaboradores reportaron un método para la desproteccion de
compuestos N-Cbz y N-Bn protegidos mediante hidrogenacion catalitica por transferencia
asistida por radiacion de microondas. Ellos emplearon formato de amonio (HCOONHy,)
como donador de hidrégeno, Pd/C al 10% como catalizador e i-PrOH como solvente.* La
técnica fue aplicada a una gran variedad de sustratos, entre ellos el dipéptido (S,S)-Cbz-N-
Phe-Ser-O-Me, cuya desproteccion se completd en 3 ciclos de 1 minuto a 600 W, utilizando

un horno de microondas convencional (Esquema 20).

(0]
H HCOONH, (4 Eq) H ©
Cbz. N s . N
H \)J\O Pd/C, i HoN \)J\O/
z , i-PrOH B
o \OH Mw (6] _\OH
(S.5)- Cbz-N-Phe-Ser-O-Me 95% Rto.

Esquema 20. N-desproteccion del dipéptido (S,S)-Cbz-N-Phe-Ser-OMe

Se intentd reproducir la metodologia descrita por Daga con el compuesto 1
(Esquema 21) usando la misma cantidad de formato de amonio (4 Eq.) pero 50% p/p de
catalizador. La mezcla de reaccion se sometié a 300 W por ciclos de 10 minutos,
monitoreando la reaccion mediante CCF entre cada ciclo. Debido a que se seguia
apreciando materia prima en la CCF, se adicionaba formato de amonio entre cada ciclo,
dando como resultado el empleo de una gran cantidad del mismo (hasta 88 Eqg.). La

reaccion se complet6 a los 120 min (12 ciclos).

50



Optimizacion Sintética y Caracterizaciéon Espectroscopica de Nuevos Derivados Peptidicos del Ciprofloxacino

(0] O o (0]
F OH HCOONH, (exceso.) F OH

| Pd/C _ |

QL) S

SRR e e
N i N
/ 120 min H

(e)

Esquema 21. N-desproteccion de 1 empleando la técnica descrita por Daga.

Al analizar el producto mediante RMN-'H, se verificé la obtencién del compuesto
4. Sin embargo, el uso de una gran cantidad de formato de amonio motivé a buscar

condiciones de reaccién mas adecuadas.

Debido a la poca solubilidad que presentd el compuesto 1 en i-PrOH, se decidi6
cambiar el solvente por EtOH. Al hacer este cambio, se observd una gran mejoria en cuanto
al tiempo de reaccion y a la cantidad de formato de amonio utilizado. Los compuestos N-

desprotegidos se obtuvieron en forma pura y en buenos rendimientos (Esquema 22).

o O

o o

OH F OH

| HCOONH, (8 Eq.) M
(\N N > (\N N
MERS:

EtOH
R \”/ N \) A 300 W

n

30 min
o o)
NH
R= 4 5 2 6 H
H * H :
o z
96% Rto. 86% Rto 84% Rto.

Esquema 22. Obtencion de los compuestos N-desprotegidos 4, 5y 6.

La eleccion del solvente adecuado en éste tipo de reacciones es particularmente
importante, ya que al estar implicado un metal como catalizador (Pd), el solvente puede
coordinarse con él, afectando su rendimiento.** Ademés, es claro que la total solubilizacién

del compuesto favorece su interaccion con el catalizador y por tanto la reaccion.
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Cabe mencionar que el uso de radiacion de microondas con el fin de acelerar las
reacciones organicas comenzoé en la década de 1980. Sin embargo, no fue hasta mediados
de los afios noventa cuando su uso se hizo mas extenso, hecho que se reflejo en el nimero
de publicaciones realizadas en torno al tema. Ademas, la facil adquisicion de equipo

disefiado especialmente para el laboratorio impulsé enormemente ésta practica.*’

La aceleracion de las reacciones organicas mediante radiacion de microondas se

atribuye a dos fendmenos: efecto térmico y efectos especificos de las microondas.

El efecto térmico, también conocido como calentamiento dieléctrico, es resultado de
las interacciones dipolo-dipolo entre moléculas polares y el campo electromagnético. A este
fenémeno se le conoce como polarizacién dipolar.** Cuando una molécula dipolar
interacta con el componente eléctrico de las microondas, trata de alinearse con dicho

campo mediante movimientos de rotacion (Figura 31).

/\/\/ (%)o?

Figura 31. Interaccion entre una molécula con momento dipolar y radiacion electromagnética.

Dichos movimientos causan friccion intermolecular, lo que da como resultado la
generacion de calor en el seno del liquido. Este tipo de calentamiento es rapido y
homogéneo, a diferencia de otros medios como los bafios de arena o de aceite, lo cual

permite evitar la descomposicion de los reactantes y la formacién de subproductos.*’

En cuanto a los efectos especificos de las microondas se encuentran el aumento en
la probabilidad de colisiones intermoleculares, o bien, disminucion en la energia de

activacion. %8

En el Esquema 23 se muestra el mecanismo de reaccion sugerido para la
hidrogenacion catalitica por transferencia. En presencia de Pd/C y por influencia de la
radiacion de microondas, el formato de amonio se descompone en didéxido de carbono,
amoniaco e hidrégeno® (1); éste Gltimo se adsorbe en la superficie del catalizador.

Después, el compuesto N-Cbz protegido (1) interacciona con el Pd a través de una
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interaccion tipo « (111), seguido de la escision del enlace C-O (IV), dando como resultado
un derivado de &cido carbdmico (V), el cual sufre descarboxilacion para convertirse en el
compuesto N-desprotegido. A su vez, se genera tolueno como subproducto (V1) y se

regenera el catalizador (V11), quedando disponible para otro ciclo catalitico.

o]
XS] Pd/C
HJ\O NH, =7 CO; +{Hy:+ NH; ®

Formato de amonio

| | | |
©\/O NHR _ PdC I?d H—Pd—H fd—H Pd —H
bl Ha DS <|) NHR
o o e, OpNR
Compuesto N-Cbz RHN—< O N2
protegido O aw

(@)
an (1D
RHN J\OH
+H,
(\%)

CHj - CO,
. —_—
T ]
Pd H—Pd—H P H—Pd—H

Tolueno
v VD

Esquema 23. Mecanismo de reaccién propuesto para la desproteccion de compuestos N-Chz protegidos

mediante hidrogenacion catalitica por transferencia (Modificado de Kocienski, 2005).

Cabe mencionar que a pesar de los compuestos 4, 5 y 6 se observaron puros en
CCEF, al analizarlos por RMN se observd que no lo estaban en su totalidad por lo que se
procedio a purificarlos mediante cromatografia en columna, eluyendo con polaridades
ascendentes: Hexano, AcCEOEt, AcOEt-MeOH 9:1 y MeOH-NH,OH 9:1. Se utilizo6
hidroxido de amonio para recuperar los compuestos debido a la elevada polaridad de los
mismos. Asi mismo, los compuestos 4, 5 y 6 también fueron caracterizados por

espectroscopia de RMN en una y dos dimensiones.

En la Figura 32 se muestra el espectro de RMN-'H del compuesto 4. A campo bajo
se observa una sefial simple en 8.72 ppm correspondiente al hidrogeno vinilico H-2, una
sefial doble (J= 12.8 Hz) en 8.05 ppm correspondiente al hidrogeno aromatico H-5 y una
sefial doble (J= 7.0 Hz) en 7.38 ppm para el protén aromatico H-8. Después se observan

dos sefiales multiples en 4.1 y 3.83 ppm correspondientes a los dos protones de H-16, una
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sefial doble de dobles (J1 2= 8, J,3=8 Hz) en 3.95 ppm del metino H-18, una sefial multiple
en 3.79y 3.71 ppm correspondiente a los hidrogenos del metileno H-13, una sefial maltiple
en 3.55 ppm para el metino H-1, una sefial maltiple en 3.36 ppm correspondiente a los
hidrogenos de H-15, dos sefiales multiples en 3.34 y 3.28 ppm para H-14, dos sefiales
dobles de dobles de dobles (J;,=4, J13=8, J14=16 Hz) en 3.21 y 2.86 ppm pertenecientes a
los hidrogenos del metileno H-21. Posteriormente se observan dos sefiales multiples en
2.14 y 1.75 ppm para el metileno H-19 y dos sefiales multiples en 1.85 y 1.75 ppm para el
metileno H-20. Finalmente se aprecian dos sefiales simples anchas en 1.41 y 1.22 ppm para

los metilenos H-9 y H-10, respectivamente.
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Figura 32. Espectro de RMN-"H en CDCl; a 400 MHz del compuesto 4.

En la Figura 33 se muestra una expansion del espectro COSY del compuesto 4. Se
observa el acoplamiento geminal entre los protones H-15 y el acoplamiento vecinal de éstos

con H-13 del anillo de piperazina; también se encuentra el acoplamiento de H-18 con los
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protones de H-19 del anillo de pirrolidina. EI metino H-1 se acopla con los metilenos H-9 y
H-10 del ciclopropilo; los protones del metileno H-16 se acoplan con H-14 del anillo de
piperazina, se aprecia el acoplamiento vecinal entre los protones H-21 y H-20. Finalmente

se observa el acoplamiento entre los dos metilenos H-9 y H-10.
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Figura 33. Ampliacién espectro COSY en CDCl;z a 400 MHz del compuesto 4.

Cabe destacar el particular comportamiento que presentan los protones del anillo de
piperazina en el espectro de RMN-'H. Dada su naturaleza, podria esperarse una
equivalencia quimica entre H-13 y H-14 asi como entre H-15 y H-16. Sin embargo, por los
resultados obtenidos en RMN se puede inferir que esto no sucede. Pero, ¢cdmo se puede
explicar éste fendbmeno? En este tipo de casos resulta muy util el uso de herramientas
auxiliares como la quimica computacional, disciplina que permite analizar el
comportamiento molecular de una manera mas tangible. Asi, se recurrié al uso del software
de modelado molecular Spartan ’08, el cual mediante un andlisis conformacional por

mecanica molecular, permitié predecir el conférmero energéticamente méas estable de la
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molécula en estudio. Esto resulta increiblemente Gtil en la interpretacion de espectros de

RMN ya permite explicar fendbmenos que de otra manera serian dificiles de entender. Asi,

para el compuesto 4 se encontraron un total de 100 conférmeros. En la Tabla 4 se muestran

los valores energéticos de los primeros seis.

Tabla 4. Analisis conformacional del compuesto 4.

Conférmero

P1
P2
P3
P4
P5
P6

Energia (kcal/mol)

116.03
116.15
116.55
116.64
116.65
116.67

Energia. rel. (kcal/mol)
0.00
0.12
0.52
0.61
0.62
0.64

Cabe mencionar que en estos conformeros (P2-P6), el anillo de piperazina presenta

ligeros movimientos pero no hay un cambio significativo en su conformacion molecular,

conservandose la falta de equivalencia quimica (Figura 34).

Figura 34. Conférmeros de menor energia del compuesto 4.

Basta con analizar el conférmero P1 de menor energia (116.03 kcal/mol) para

explicar los resultados obtenidos en RMN. Como se puede observar en la Figura 35, el
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ambiente quimico de los cuatro metilenos piperazinicos es completamente diferente, dado
el acomodo espacial que adquiere ésta parte de la molécula con respecto al anillo de
quinolona (plano).

Figura 35. Estructura del conférmero P1, calculada por Spartan 08.

Por otro lado, en la Figura 36 se muestra el espectro HETCOR del compuesto 4.
Como se puede observar, a campo alto en 177.07, 172.90 y 166.85 ppm aparecen las
sefiales para los tres grupos carbonilo presentes en la molécula C-4, C-17 y C-11,
respectivamente. Después aparecen dos sefiales en 155.05 y 152.32 ppm correspondientes
al carbono aromatico C-6; en 147.62 ppm la sefial del carbono vinilico C-2, en 144.91,
138.94 y 120.86 las sefales de los carbonos cuaternarios arométicos C-7, C-8’ y C-4°,
respectivamente. En 122.70 ppm aparece la sefial del carbono aromatico C-5, en 108.29
ppm la sefial de C-3 y finalmente en 105.15 ppm la sefial del carbono aromatico C-8. A
campo bajo en 58.13 ppm se encuentra la sefial correspondiente al metino C-18, en 50.09 y
49.48 ppm dos sefiales correspondientes a los metilenos piperazinicos C-15 y C-14,
respectivamente; en 47.71 ppm la sefial del metileno C-21, en 44.77 ppm aparece la sefial
del metileno C-13 seguida de la sefial de C-16 en 41.76 ppm. Después, en 31.0 y 26.51 ppm
se observan las sefiales de los metilenos del anillo de pirrolidina C-19 y C-20,
respectivamente. Finalmente en 8.27 ppm se observa una sefial que corresponde a los dos

metilenos del ciclopropilo C-9 y C-10.
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Figura 36. Espectro HETCOR en CDCl; a 400 MHz del compuesto 4.
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Una vez integrados los resultados de los espectros COSY y HETCOR, el espectro

de *C quedd asignado como se muestra en la Figura 37.
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Figura 37. Espectro de RMN-"3C en CDCl; a 400 MHz del compuesto 4.

En cuanto al compuesto 5, en la Figura 38 se muestra su espectro de *H-RMN. En
8.60 ppm se observa una sefial simple correspondiente a H-2, en 7.78 una sefial doble (J =
13.2 Hz) correspondiente al proton aromético H-5, en 7.51 ppm una sefial doble (J = 7.2
Hz) del proton H-8, en 4.30 ppm una sefial cuadruple (J = 6.6 Hz) correspondiente al
metino H-18, en 3.90 y 3.80 ppm dos sefiales multiples correspondientes al metileno H-16,
en 3.80 una sefial multiple correspondiente a H-13, en 3.70 ppm la sefial del metino H-1, en
3.36 ppm una sefial multiple correspondiente a los metilenos H-14 y H-15, en 1.42 ppm una
sefial doble (J = 6.9 Hz) correspondiente al metilo H-19 y finalmente en 1.38 y 1.19 ppm

dos sefales simples anchas pertenecientes a los metilenos H-9 y H-10.
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Figura 38. Espectro de RMN-"H a 400 MHz en CD;0D del compuesto 5.

En la Figura 39 se muestra una ampliacion del espectro COSY del compuesto 5. Se
puede observar el acoplamiento vecinal entre el metino H-18 y el metilo H-19, el
acoplamiento geminal de cada uno de los metilenos del anillo de piperazina asi como
también acoplamiento vecinal entre H-15 y H-13 y entre H-14 y H-16. También el metino

H-1 muestra acoplamiento vecinal con H-9 y H-10 y éstos ultimos también.
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Figura 39. Espectro de COSY a 400 MHz en CD5;0D del compuesto 5.

En la Figura 40 se muestra el espectro HETCOR del compuesto 5. A campo bajo se
observa en 177.93, 172.57 y 169.79 ppm las tres sefiales de los grupos carbonilos C-4, C-17
y C-11, respectivamente; en 156.09 y 153.62 ppm dos sefiales correspondientes al carbono
aromatico C-6 debido a su acoplamiento con '°F, en 149.13 ppm aparece la sefial del
carbono aromatico C-7, en 146.53 ppm la sefial del carbono vinilico C-2, en 140.54 la sefial
del carbono aromatico C-8’, en 121.20 ppm la sefnal de C-4’, en 112.48 ppm dos sefiales
para el carbono aromatico C-5, en 109.32 ppm la sefial del carbono cuaternario C-3 y
finalmente en107.42 ppm la sefial del carbono aromatico C-8.

A campo alto en 51.09 y 50.46 ppm se observan las sefiales correspondientes a los
metilenos C-15 y C-14, respectivamente. Después en 47.71 ppm aparece la sefial del metino
C-18, en 46.15 ppm la sefial del metileno C-13, en 43.05 ppm la sefial del metileno C-16,
en 36.77 ppm la sefial del metino C-1, en 18.84 ppm la sefial del metilo C-19 y finalmente

en 8.53 ppm la sefial correspondiente a los dos metilenos C-9 y C-10 del ciclopropilo.
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Figura 40. Ampliaciones del espectro HETCOR a 400 MHz en CD;0OD del compuesto 5.
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Finalmente en la Figura 41 se muestra el espectro de RMN-3C del compuesto 5.
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Figura 41. Espectro de RMN-"3C a 400 MHz en CD0D del compuesto 5.

La caracterizacion del compuesto 6 (H,N-Pro-Phe-Cpx) resultd ser mas compleja
que los anteriores debido a fendmenos dinamicos y a su baja solubilidad en diferentes
solventes deuterados (CDCI3;, MeOD) lo cual dio origen a espectros diluidos y con sefiales

adicionales. En la Figura 42 se muestra el espectro de RMN-'H del compuesto 6.
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Figura 42. Espectro de RMN-"H a 400 MHz en CDCl; del compuesto 6.
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Se puede observar una sefial multiple en 8.72 ppm correspondiente al protén
vinilico H-2 cuando idealmente se esperaria una sefial simple; en 8.31 ppm se observa una
sefial doble (J = 8.4 Hz) perteneciente al grupo amino H-32, en 7.95 ppm una sefial
multiple correspondiente al proton aromatico H-5, en 7.25 ppm una sefial maltiple para los
protones aromaticos H-8 y H-21 a H-25, en 5.13 ppm se observa una sefial maltiple para el
metino H-18, en 3.84 ppm una sefial multiple para el metileno H-13, en 3.76 una sefal
maltiple para el metileno H-15, una sefial multiple en 3.49 ppm para el metino H-1 y
metileno H-31, una sefial multiple en 3.28 correspondiente al metileno H-16, en 3.05 ppm
una sefial maltiple del metileno de la fenilalanina H-19, en 2.70 ppm una sefial maltiple
para H-14, en 2.03 y 1.69 ppm dos sefiales multiples pertenecientes a los metilenos H-29 y
H-30, respectivamente. Finalmente en 1.39 y 1.19 ppm se observan dos sefiales simples

anchas correspondientes a los metilenos del ciclopropilo H-9 y H-10.

En la Figura 43 se observa el espectro de RMN-3C del compuesto 6. A campo bajo
en 177.04, 171.18, 170.01 y 166.85 aparecen las sefiales correspondientes a los cuatro
grupos carbonilo C-4, C-27, C-17 y C-11, respectivamente. Después en 154.59 y 151.75
ppm aparecen dos sefiales para el carbono aroméatico C-6, en 147.55 ppm la sefial del
carbono vinilico C-2, en 145.24 ppm la sefial de C-7, en 138.89 ppm las sefial del carbono
ipso C-8’, en 136.29 ppm la sefial del carbono cuaternario C-20, en 128.80 ppm las sefiales
correspondientes a los protones aromaticos C-21 a C-25, en 120.29 ppm la sefial de C-4’,
en 112.44 ppm la sefial del carbono aromatico C-5, en 108.23 ppm la sefial de C-3 y en
104.97 ppm la sefial del carbono aromatico C-8. A campo alto se observa la sefial del
metino C-28 en 61.28 ppm, en 49.37 ppm la sefial de C-18 y C-19, en 47.15 ppm la sefial
de C-14 y C-15, en 45.22 la sefial de C-31, 41.60 ppm aparece la sefiale del metileno C-13,
en 39.59 la sefial de C-16, en 35.27 ppm la sefial perteneciente al metino C-1, en 30.64 la
sefial de C-29, en 25.65 ppm la sefial de C-30. Finalmente en 8.26 ppm aparece la sefial de

los metilenos del ciclopropilo C-9 y C-10.
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Figura 43. Espectro de RMN-"3C a 400 MHz en CDCl; del compuesto 6.

La desaparicion de las sefiales caracteristicas del grupo benciloxicarbonil tanto en el
espectro de proton como en el de carbono indica que el producto buscado fue obtenido. Sin
embargo, debido a la dificultad que presentd su elucidacion estructural por RMN, se
decidio recurrir a técnicas espectroscépicas auxiliares. De esta manera el compuesto 6 se

analiz6 mediante espectrometria de masas de alta resolucion (EMAR).

La espectrometria de masas junto con la RMN son las técnicas espectroscépicas
mas usadas en la industria farmacéutica para caracterizar intermediarios y productos de una
ruta sintética. Mediante la EMAR se pueden extraer conclusiones sobre la composicion
elemental y la estructura del compuesto ya que esta técnica es capaz de determinar la masa
del i6n molecular con cuatro o més cifras de exactitud. Como cada elemento tiene una masa
exacta gque no es entera, la masa exacta es diferente para cada combinacion de elementos.
Asi, si se dispone de una medida de masas exactas, es posible distinguir entre compuestos

que tienen la misma masa nominal pero diferente composicion elemental.
A continuacion se citan los resultados obtenidos para el compuesto 6 (Figura 44).

EMAR calculado para Cs;HssOsNsF (M™ + 1): 576.2616 u.m.a.; encontrado:
576.2599 u.m.a.

65



Optimizacion Sintética y Caracterizaciéon Espectroscopica de Nuevos Derivados Peptidicos del Ciprofloxacino

1.805 576258995
17e5+ I
288 634584
16651

1.505-

13¢5+
1,205
) 826.452365
1185
105 292278558:
8004
“ 8004 ]
7.0e44
6.0a4
5.004"
A0ed
3084

JJ" ‘467.151180
2004+ 263280 807

104 110008150 301282063 479206708 233372138 |

oonkdl | il ﬂ ‘,h' l-‘ . ] ; . } , N

10 TS0 Z00. 250 300 350 400 450 500 560 €00 .850 700 750 600 850 @90 50 3gom

Figura 44. Espectro de masas de alta resolucion del compuesto 6.

Como se puede observar en la Figura 44, el pico base corresponde al ion molecular
(576.2599 u.m.a.); ademas se observan algunos picos de fragmentacion y otros picos con
un valor de masa mayor al ion molecular, probablemente debido a la formacion de aductos.
Asi, una vez analizados los espectros de RMN y de masas, se pudo comprobar la obtencion
del compuesto 6, lo cual permitié concluir que la ruta sintética planteada es adecuada y

eficiente.
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6. CONCLUSIONES

1.- Se optimizd la metodologia sintética para la obtencién de nuevos derivados peptidicos
del ciprofloxacino (Esquema 24).
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1) SOCl,, MeOH  2) CbzCl, NaOH ac. 3) IBCF, TEA, THF  4) LiOH, THF:MeOH:H,0, Mw
5) HBTU, DIEA, DCM:DMF  6) HCOONH,, Pd/ C, EtOH, Mw.

Esquema 24. Ruta sintética obtenida.

2.- La ruta de sintesis resultd ser mas eficiente, econdmica y sencilla que la descrita en los
reportes anteriores y puede ser aplicada para obtener compuestos analogos de otras 7-
piperazinilquinolonas, los cuales podrian resultar utiles tanto para realizar estudios de
relacion estructura-actividad como para ampliar el panel de compuestos candidatos a

nuevos agentes antibacterianos.

3.- Se caracterizaron estructuralmente los derivados peptidicos del ciprofloxacino N-Chz
protegidos 1, 2 y 3 y los N-desprotegidos 4, 5 y 6 mediante Resonancia Magnética Nuclear
en una y dos dimensiones. Asimismo se utilizd la espectroscopia de infrarrojo y

espectrometria de masas de alta resolucion como técnicas auxiliares para tal fin.
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7. PARTE EXERIMENTAL

7.1 Aspectos generales.

Previa realizacion de los procedimientos aqui descritos, el material fue lavado

perfectamente, enjuagado con i-PrOH y secado en estufaa 78 °C.

Solventes como el Hexano, AcOEt, MeOH y DCM fueron purificados mediante
destilacion fraccionada. Los demaés reactivos fueron adquiridos en forma pura de la casa

comercial Aldrich.

La monitorizacién de las reacciones se realizé mediante cromatografia en capa fina
(CCF) utilizando cromatofolios Merck de silica gel 60 Fys4. Se usé luz UV y vapores de

yodo como reveladores.

La purificacién de los compuestos se realizO mediante cromatografia en columna
usando silica gel 70-230 Mesh como fase estacionaria y diferentes mezclas binarias de

solventes organicos como fase movil.

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

reactor CEM Discover Focussed Microwave System.

Los espectros de RMN en una y dos dimensiones fueron obtenidos en un
espectrometro Varian Mercury a 200 y 400 MHz, empleando solventes deuterados como el
CDCIl3;, CD30OD, DMSO y TMS como referencia interna. La multiplicidad esta indicada
comos, d,dd, t,cym.

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrometro Perkin-Elmer modelos
FT-IR 16 F PC. El espectro de masas de alta resolucion (EMAR) fue obtenido en
Departamento de Quimica del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del

Instituto Politécnico Nacional.
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7.2 Obtencion del ciprofloxacino a partir de tabletas comerciales.

En un mortero se trituraron las tabletas de clorhidrato de ciprofloxacino hasta
obtener un polvo fino, el cual fue transferido a un matraz balén provisto de agitacion
magnética y suspendido en agua destilada. La suspension se sometio a agitacion por un
periodo de 1 hora para permitir la solubilizacién del farmaco. Posteriormente, se filtro para
eliminar los excipientes y al filtrado se le adicion6 solucion de bicarbonato de sodio al 5%,
apreciandose la formacion de un precipitado blanco correspondiente al ciprofloxacino. Se
filtré y, cuando fue necesario, se siguio tratando el filtrado con el alcali hasta que no se
form6 maés precipitado. Se obtuvo un sélido blanco soluble en DMF, el cual se almacen6 en

un recipiente bien cerrado, protegido de la luz.

Acido-1-ciclopropil-6-fluoro-7-(piperazin-1-il)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilico.

'H-RMN (DMSO, 200 MHz) & 1.16, 1.29 (s, CH, ciclopropilo), 2.88, 3.22 (m, CH, piperazina),
3.81 (m, CH ciclopropilo), 7.51 (d, J = 7.7 Hz, CH aromatico), 7.84 (d, J = 13.56 Hz, CH

aromatico), 8.62 (s, CH vinilico).

7.3 Procedimiento general para la N-proteccion de aminoacidos con CbzCl.

En un matraz bal6n provisto de agitacion magnética y en bafio de hielo, se disolvio
1 equivalente del aminoacido en NaOH 1 N. Posteriormente, se adicionaron 1.12
equivalentes de CbzCl. Esta mezcla se dejo en agitacion 1 h en bafio de hielo y 12 h a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se verifico que el pH de la mezcla de
reaccion sea igual o mayor a 10; en caso de no ser asi, se adiciond la cantidad de alcali
necesaria para ajustarlo. Después, se le realizaron dos lavados con DCM el cual fue

desechado. La fase acuosa se acidifico6 con HCI 1 N hasta un pH aproximado de 3. El
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amino&cido N-protegido se extrajo con DCM, al cual se le adicioné un poco de Na,;SO4

anhidro para eliminar humedad. Finalmente, se concentrd en rotavapor a presion reducida.
7.3.1 Sintesis de Cbz-N-Pro

Siguiendo el procedimiento general para la N-proteccion de aminoacidos antes
descrito, se sometieron a reaccion 0.5 g (4.34 mmol) de S-prolina en 20 mL de NaOH 1 N

con 0.68 mL (4.86 mmol) de CbzCl. Se obtuvieron 1.0466 g (97% de rendimiento) en
forma de un aceite transparente, soluble en DCM y con un Rf = 0.33 (Hexano-AcOEt 1:1).

o0

T

Acido (S)-1-(benciloxicarbonil)pirrolidin-2-carboxilico

'H-RMN (CDCls, 200 MHz) 6 1.83-2.35 (m, 4H, CH,), 3.52 (m, 4H, CH,), 4.38 (m, 1H, CH), 5.14
(m, 2H, CH,), 7.3 (m, 5H).

BC-RMN (CDCls, 50 MHz) § 23.66 (CH3), 29.83 (CH,), 46.82 (CH,), 58.92 (CH), 67.39 (CH,),
127.87, 128.13, 128.63 (CH aromaticos), 136.57 (C ipso), 154.81 (CONH), 176.64 (CO).

7.3.2 Sintesis de Cbhz-N-Ala

Siguiendo el procedimiento general para la N-proteccién de aminoacidos antes
descrito, se sometieron a reaccion 0.5 g (5.61 mmol) de S-Ala en 20 mL de NaOH 1 N con
0.88 mL de ChzCl. Se obtuvieron 1.18 g (95% de rendimiento) en forma de un solido
blanco, soluble en DCM.

o

N

Acido (S)-2-carbamoil (benciloxi)propanoico
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'H-RMN (CDCl5 400 MHz) & 1.46 (d J = 7.3 Hz, 3H, CHy), 4.41 (c, J = 7.14 Hz, 1H, CH), 5.12 (d,
2H, CH,), 5.53 (d, J = 6.59 Hz, 1H, NH), 7.05-7.36 (m, 5H).

BC-RMN (CDCl;, 100 MHz) & 18.35 (CHs), 49.42 (CH), 67.1 (CH,), 128.11, 128.25, 128.53 (CH,
aromaticos), 136.03 (C ipso), 155.81 (CONH), 177.07 (CO).

7.4 Procedimiento general para la O-proteccion de aminoacidos

En un matraz balén provisto de agitacion magnética y en bafio de hielo, se colocé 1
equivalente del aminoacido suspendido en 25 mL MeOH. A ésta solucion se le adiciono
lentamente 1.2 equivalentes de cloruro de tionilo (SOCI,) y se dejé en agitacion por 12 h.
Transcurrido este tiempo, se le practicaron 3 lavados con DCM en rotavapor, auxilidndose
de una trampa de hidréxido de sodio para neutralizar el &cido clorhidrico formado durante

la reaccion.

7.4.1 Sintesis de Phe-OMe

Siguiendo el procedimiento general para la O-proteccion de aminoacidos antes
descrito, se sometieron a reaccion 0.5 g (3.02 mmol) de S-fenilalanina en 12.5 mL de
metanol con 0.26 mL (3.63 mmol) de cloruro de tionilo. Se obtuvieron 0.62 g (95.62% de
rendimiento) en forma de cristales blancos solubles en MeOH (Si es necesario, se pueden

purificar recristalizando con MeOH:DCM)

0]

O/
NH®
e

Cl

Clorhidrato de (S)-2-amino-3-fenil-propanoato de metilo

'H-RMN (CDCls, 200 MHz) § 3.09 (dd, J = 7.51, 14.48 Hz, 1H, CH,), 3.23 (dd, J = 5.86, 14.29 Hz,
1H, CH;), 3.71 (s, 3H, CH3), 4.31 (dd, J = 6.32, 7.33 Hz, 1H, CH), 7.13-7.53 (m, 5H).
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BC-RMN (CDCls, 50 MHz) 6 35.72 (CHy), 53.72 (CHj3), 54.25 (CH), 128.27, 128.44, 128.53, (CH,
aromaticos), 133.87 (C ipso), 170.2 (CO,H)

7.5 Procedimiento general para el acoplamiento de aminoacidos via anhidrido mixto.

Mezcla A: En un matraz balon provisto de agitacion magnética se coloco el
aminoécido O-protegido en THF a una concentracion 0.2 M. A continuacion, se
adicionaron 2 equivalentes de TEA y se dejé en agitacion por un periodo de 1 h a

temperatura ambiente.

Mezcla B: En otro matraz balon provisto de agitacion magnética y en bafio de hielo
se coloco el aminoacido N-protegido y en THF a una concentracion 0.2 M. En seguida, se
adiciond 1 equivalente de TEA y se dejé en agitacion por un periodo de 30 min.
Transcurrido este tiempo, se adicionaron 1.05 equivalentes de IBCF disueltos en THF a una

concentracion 0.2 My se dejo reaccionar por un periodo de 20 minutos.

Después se adiciond muy lentamente la Mezcla A a la Mezcla B. Finalizada la

adicion, se dej6 en agitacion 1 h en el bafio de hielo y 12 h mas a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo de reaccion, la solucion se filtré para eliminar las sales
formadas y se concentro en rotavapor a presion reducida, a una temperatura no mayor de 50
°C

7.5.1 Sintesis del dipéptido Cbz-N-Pro-Phe-OMe
Siguiendo el procedimiento general para el acoplamiento de aminoacidos via
anhidrido mixto antes descrito:

Mezcla A: se disolvieron 0.57 g (2.64 mmol) del éster metilico de L-fenilalanina en
13.23 mL de THF y se le adicionaron 0.78 mL (6.63 mmol) de TEA.

Mezcla B: Se disolvieron 0.6 g (2.40 mmol) de Cbz-N-Prolina con 12.03 mL de
THF vy se le adicionaron 0.36 mL (2.64 mmol) de TEA y 0.33 mL (2.52 mmol) de IBCF
disueltos en 12.63 mL de THF.
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Para concertar el acoplamiento entre ambos aminodacidos, se enfrié la Mezcla A y se
adiciond a la Mezcla B. El producto se purific6 mediante cromatografia en columna usando
silica gel como fase estacionaria y Hexano-AcOEt 6:4 como eluente, obteniendo 0.87 g (88

% de rendimiento) en forma de un aceite amarillo claro soluble en DCM.

Oprde
@ﬂ @

(S,S)-2-carbamoil-(1-(benciloxicarbonil)pirrolidin)-3-fenilpropanoato de metilo

7.6 Procedimiento general para la O-desproteccion de aminoacidos y péptidos.

En un matraz bal6n provisto de agitacién magnética se disolvié el aminoécido o
péptido O-protegido en una una mezcla de THF-H,O-CH3OH (25:3:0.1). En seguida se
adicionaron 3 equivalentes de LIOH monohidratado disueltos en agua destilada a una
concentracion 2 M. A continuacion, la mezcla se someti6 a radiacion de microondas bajo
las siguientes condiciones: 100 Watts, presion atmosférica, por 10 minutos, a reflujo.
Concluido el tiempo de reaccion, se concentrd la mezcla en rotavapor a presion reducida.
Una vez concentrado, se resuspendié en un volumen pequefio de agua destilada y se
acidificé con HCI 1 N hasta un pH aproximado de 3. Después, el compuesto se extrajo con
DCM vy a la fase organica resultante se le adiciond un poco de Na,SO, anhidro para

eliminar humedad. Finalmente se concentré nuevamente en rotavapor a presion reducida.
7.6.1 O-desproteccion de Cbz-N-Pro-Phe-OMe

Siguiendo el procedimiento general para la O-desproteccion de aminoacidos y
péptidos antes descrito, se sometieron a reaccion 0.87 g (2.04 mmol) del dipéptido Cbz-N-

Pro-Phe-O-Me en 8.71 mL de THF-H,O-MeOH con 0.26 g (6.19 mmol) de LiOH disueltos

en 3.18 mL de H,O destilada. La mezcla resultante fue sometida a radiacion de microondas
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bajo las condiciones descritas. Se obtuvieron 0.76 g (91 % de rendimiento) en forma de un

solido blanco ceroso, soluble en DCM y con un Rf = 0.1 (Hexano-AcOEt 1:1)
(0]

o

. J

Acido (8S,5)-2-(carbamoil-(1-(benciloxicarbonil)pirrolidin)-3-fenilpropanoico

'H-RMN (CD;0D, 400 MHz) & 1.73-1.89 (m, 4H, CH., ciclopropilo), 2.86-3.16 (m, 2H, CH,), 4.27
(m, 1H, CH), 5.02 (M, 2H, CH,), 7.12-7.38 (m, 10H, CH).

BC-RMN (CD;0D, 400 MHz) & 24.33 (CH, pirrolidina), 30.99 (CH, pirrolidina), 38.21 (CH,),
47.98 (CO, CON), 55.13 (CHCH,), 61.56 (CH, pirrolidina), 68.04 (CH,, CH,0), 127.88-130.18

(CH, arométicos).

7.7 Procedimiento general para el acoplamiento de aminoacidos o péptidos N-Cbz
protegidos con el ciprofloxacino, via ésteres activos.

En un matraz bal6n provisto de agitacién magnética y en bafio de hielo, se coloc6 1
equivalente del aminoacido o péptido N-Cbz-protegido y se disolvié en una mezcla de
DCM-DMF en una proporcién 7:3. A continuacién se adicionaron 2.0 equivalentes de
DIEA vy se dejé reaccionar por 10 minutos. Después se adicioné 1 equivalente de HBTU y
se dejo reaccionar por 10 minutos. En seguida, se adicion6 lentamente el ciprofloxacino
finamente pulverizado y se dejé en agitacion 1 h en bafio de hielo y 12 h a temperatura
ambiente. Finalizado el tiempo de reaccion, se le efectuaron 4 lavados suaves con solucion
saturada de NaHCOgs. Finalmente, la fase organica se filtr6 con Na,SO, anhidro y se

concentrd en rotavapor a presion reducida, a una temperatura no mayor de 40 °C.
7.7.1 Sintesis de Cbz-N-Pro-O-Cpx

Siguiendo el procedimiento general para el acoplamiento de aminoacidos o péptidos

N-Cbz protegidos via ésteres activos antes descrito, se sometieron a reaccion 0.14 g (0.57
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mmol) de Cbz-N-Pro en 5 mL de DCM-DMF con 0.20 mL (1.15 mmol) de DIEA, 0.219 g
(0.57 mmol) de HBTU y 0.9 g (0.57 mmol) de ciprofloxacino. El producto se purificd
mediante recristalizacion por par de disolventes usando DCM-Hexano y se obtuvieron 0.16
g (94% de rendimiento) de un polvo blanco ligeramente amarillento, soluble en DCM. El
compuesto presenté un Rf = 0.53 (AcOEt-MeOH 9:1) y un punto de fusion de 216 °C.

Acido (S)-7-(4-(1-(benciloxicarbonil)pirrolidin-2-oxo)piperazin-1-il-1-ciclopropil-6-fluoro-
4-0x0-1,4-dihidro-quinolin-3-carboxilico

'H-RMN (CDCl,, 400 MHz) & 8.66 (s, H-2), 7.87 (d, 12.4 Hz, H-8), 7.32 (m, H-8, H-25 a H-29),
5.19, 5.13, 5.07, 5.00 (4d, J = 12.0 Hz, H-23), 4.79, 4.70 (2d, J = 5.6 Hz, H-18), 4.1, 3.6 (m, H-16),
3.95, 3.83 (m, H-13), 3.58 (M, H-21), 3.45 (m, H-15), 3.31, 3.11 (m, H-14), 2.24, 1.94 (m, H-19),
2.10, 1.95 (m, H-20), 1.41 (s, H-9), 1.21 (s, H-10).

¥C-RMN (CDCls, 400 MHz) § 176.73 (C-4), 170.78 (C1-11), 166.71 (C-11), 154.81 (C-22), 154.0,
152.14 (C-6), 147.23 (C-2), 145.34 (C-7), 138.81 (C-24), 136.56 (C-8), 128.33-127.57 (C-25 a C-
29), 119.80 (C-4’), 112.16, 111.93 (C-5), 107.70 (C-3), 105.13 (C-8), 66.87 (C-23), 56.54, 56.17
(C-18), 49.82 (C-15), 49.21 (C-14), 47.01, 46.53 (C-21), 45.19, 44.90 (C-13), 41.67, 41.45 (C-16),
35.31 (C-1), 30.61, 29.72 (C-19), 24.21, 23.40 (C-20), 8.12 (C-9 y C-10).

IR (vmacm™): 1703, 1628 (CO), 1419 (aromaticos), 1024 (CF).

7.7.2 Sintesis de Cbz-N-Pro-Phe-O-Cpx

Siguiendo el procedimiento general para el acoplamiento de aminoacidos o péptidos
N-Cbz protegidos via ésteres activos antes descrito, se sometieron a reaccion 0.059 g (0.15
mmol) de Cbz-N-Pro-Phe-COOH en 5 mL de DCM-DMF, con 0.052 mL (0.30 mmol) de
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DIEA, 0.057 g (0.15mmol) de HBTU y 0.050 g (0.15 mmol) de ciprofloxacino. El producto
se purificO mediante recristalizacion en dos disolventes usando DCM:Hexano obteniendo
0.097 g (91 % de rendimiento) de un sélido blanco ligeramente amarillo, soluble en DCM.
El compuesto presenté un Rf = 0.68 (AcOEt-MeOH 9:1) y un punto de fusion de 125 °C.

Acido (S,S)-7-(4-(3-fenil-2-carbamoil-(1-(benciloxicarbonil)pirrolidin)propanoil-1-

oxo)piperazin-1-il)-1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico

'H-RMN (CDCl,, 400 MHz) & 8.76 (s, H-2), 8.01 (dd, J = 12.8, 2.9 Hz, H-5), 7.27 (m, H-8, H-21 a
H-25 y H-35 a H-39), 6.79 (s, H-19), 5.11 (m, H-18 Y H-33), 4.34 (m, H-28), 3.90, 3.19 (m, H-13),
3.63 (m, H-15), 3.52 (m, H-1y H-31), 3.63, 3.19 (M, H-16), 3.05 (M, H-19), 2.65 (m, H-14), 2.08 (m,
H-29), 1.85 (m, H-30), 1.40 (s, H-9), 1.20 (s, H-10).

BC-RMN (CDCl,, 400 MHz) § 177.06 (C-4), 171.22 (C-27), 169.48 (C-17), 166.83 (C-11), 157.30
(C-32), 154.59, 151.96 (C-6), 147.56 (C-2), 145.32 (C-7), 138.79 (C-8"), 136.30 (C-20 y C-34),
129.48-127.01 (C-21 a C-25 y C-35 a C-39), 120.33 (C-4’), 112.33, 112.10 (C-5), 108.86 (C-3),
105.12 (C-8), 67.22 (C-33), 60.54 (C-28), 49.27 (C-18 y C-19), 47.0 (C-14 y C-15), 45.10 (C-31),
41.56 (C-13), 39.56 (C-16), 35.26 (C-1), 28.77 (C-29), 24.41 (C-30), 8.26 (C-9 y C-10).

IR (vmaxcm™): 1702, 1624 (CO), 1453 (aromaticos), 1023 (CF).

7.7.3 Sintesis de Cbz-N-Ala-O-Cpx

Siguiendo el procedimiento general para el acoplamiento de aminoacidos o péptidos
N-Cbz protegidos via ésteres activos antes descrito, se sometieron a reaccion 0.10 g (0.45
mmol) de Cbz-N-Ala en 5 mL de DCM-DMF con 0.15 mL (0.90 mmol) de DIEA, 0.1717 g
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(0.45 mmol) de HBTU y 0.15 g (0.45 mmol) de ciprofloxacino. Se obtuvieron 0.24 g (98
% de rendimiento) de un soélido blanco ligeramente amarillo, soluble en DCM. El
compuesto presentd un Rf= 0.64 (AcOEt-MeOH 9:1) y punto de descomposicion de 230
°C.

26 28 20

Acido (S)-7-(4-(3-carbamoil(benciloxi)propanoil-1-oxo)piperazin-1-il)-1-ciclopropil-6-
fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & 14.91 (s, H-12), 8.71 (s, H-2), 7.96 (d, J = 12.7 Hz, H-5), 7.36-7.32
(m, H-8, H-24 a H-28), 5.84 (d, J = 7.8 Hz, H-20), 5.11 (s, H-22), 4.74 (m, H-18), 4.03, 3.72 (m, H-
16), 3.82, 3.74 (m, H-13), 3.56 (m, H-1), 3.40 (M, H-15), 3.28 (m, H-14), 1.39 (d, J = 6.8 Hz, H-19),
1.42 (s, H-9), 1.21 (s, H-10).

BC-RMN (CDCls, 400 MHz) 5 176.86 (C-4), 170.94 (C-17), 166.81 (C-11), 155.53 (C-21), 154.58,
151.71 (C-6), 147.52 (C-2), 145.22 (C-7), 138.85 (C-23), 136.19 (C-8°), 128.15 (C-24 a C-28),
119.86 (C-4’), 112.39 (C-5), 107.94 (C-3), 105.20 (C-8), 66.77 (C-22), 49.87 (C-15), 49.38 (C-14),
46.57 (C-18), 45.12 (C-13), 41.69 (C-16), 35.32 (C-1), 19.21 (C-19), 8.19 (C-9 y C-10).

IR (vmsxcm™): 1716, 1626 (CO), 1445 (aromaticos), 1022 (CF).

7.8 Procedimiento general para la N-desproteccion mediante hidrogenacion catalitica
por transferencia.

En un matraz balén provisto de agitacion magnética, se coloco el compuesto N-Chz
protegido, 50% w/w de Pd/C al 10%, 8 equivalentes de formato de amonio (previamente
secado en estufa a 78 °C) y se suspendié en EtOH al 96%. La mezcla se sometié a
radiacion de microondas bajo las siguientes condiciones: 300 Watts de potencia, presion

atmosférica, por 40 minutos. Concluido el tiempo de reaccidn, se filtra al vacio mediante un
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embudo de Hirsch, se concentra en rotavapor a presion reducida y a una temperatura no

mayor a 45 °C.

OBSERVACIONES: la temperatura alcanzada en el reactor de microondas usando
las condiciones descritas oscila en 37-47 °C; debido a la formacién de NH3 (g) y CO, (),

es necesario ejecutar el procedimiento en campana de extraccion de gases.

7.8.1 N-desproteccion de Cbz-N-Pro-Cpx

Siguiendo el procedimiento general para la N-desproteccion mediante
hidrogenacion catalitica por transferencia antes descrito, se sometieron a reaccion 0.040 g
(0.07 mmol) de Cbz-N-Pro-Cpx con 0.008 g de Pd/C al 10% y 0.0358 g (0.56 mmol) de
formato de amonio en 6 mL de EtOH. Se sometieron a radiacion de microondas por 40
minutos bajo las condiciones previamente descritas. Se obtuvieron 0.0294 g (96% de
rendimiento) de un polvo blanco que fue purificado por cromatografia en columna
utilizando como eluentes Hexano, AcOEt, AcOEt-MeOH (9:1) y MeOH-NH,OH (9:1).
Posteriormente fue recristalizado usando MeOH:Et,0. El compuesto fue soluble en MeOH,

parcialmente soluble en DCM, presentd un punto de descomposicién de 228 °C.

Acido (S)-1-ciclopropil-6-fluoro-7-(4-(pirrolidin-2-oxo)piperazin-1-il)-1,4-
dihidroguinolina-3-carboxilico
'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & 8.72 (s, H-2), 8.05 (d, J = 12.8 Hz, H-5), 7.38 (d, J = 7.0 Hz, H-8),
4.1, 3.83 (m, H-16), 3.95 (dd, J;, = 8, J,3= 8 Hz, H-18), 3.79, 3.71 (m, H-13), 3.55 (m, H-1), 3.36

(m, H-15), 3.34, 3.28 (m, H-14), 3.21 y 2.86 (ddd, J,, = 4, Jy5 = 8, Jy4 = 16 Hz, H-21), 2.14, 1.75
(m, H-19), 1.85, 1.75 (m, H-20), 1.41 (s, H-9), 1.22 (s, H-10).
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BC-RMN (CDCla, 400 MHz) § 177.07 (C-4), 172.90 (C-17), 166.85 (C-11), 155.05, 152.32 (C-6),
147.62 (C-2), 144.91 (C-7), 138.94 (C-8°), 120.86 (C-4°), 122.70 (C-5), 108.29 (C-3), 105.15 (C-8),
58.13 (C-18), 50.09 (C-15), 49.48 (C-14), 47.71 (C-21), 44.77 (C-13), 41.76 (C-16), 31.0 (C-19),
26.51 (C-20), 8.27 (C-9 Y C-10).

IR (vmsxcm™): 1733, 1620, 1579 (CO), 1483 (aromaticos), 1023 (CF).

7.8.2 N-desproteccion de Chz-N-Ala-Cpx

Siguiendo el procedimiento general para la N-desproteccion mediante
hidrogenacion catalitica por transferencia antes descrito, se sometieron a reaccion 0.081 g
(0.15 mmol) de Cbhz-N-Ala-Cpx con 0.0405 g de Pd/C al 10% y 0.0761 g (1.20 mmol) de
formato de amonio en 6 mL de EtOH. Dicha mezcla se sometio a radiacion de microondas
por 40 minutos bajo las condiciones previamente descritas. Se obtuvieron 0.0522 g (86%
de rendimiento) de un polvo blanco que fue purificado por cromatografia en columna
utilizando como eluentes Hexano, AcOEt, AcOEt-MeOH (9:1) y MeOH-NH4,OH (9:1).
Posteriormente fue recristalizado usando MeOH:Et,O. El compuesto fue parcialmente
soluble en MeOH, poco soluble en DCM, present6 un punto de fusion de 214 °C.

Acido (S)-1-ciclopropil-6-fluoro-7-(4-(2-aminopropanoil-1-oxo)piperazin-1-il)-1,4-
dihidroquinolina-3-carboxilico

'H-RMN (CD50D, 400 MHz) 5 8.60 (s, H-2), 7.78 (d, J = 13.2 Hz, H-5), 7.51 (d, J = 7.2 Hz, H-8),
4.30 (c, J = 6.6 Hz, H-18), 3.90, 3.80 (m, H-16), 3.80 (m, H-13), 3.70 (m, H-1), 3.36 (m, H-14 y H-
15), 1.42 (d, J = 6.9 Hz, H-19), 1.38 (s, H-9), 1.19 (s, H-10).

BC-RMN (CD;0D, 400 MHz) § 177.93 (C-4), 172.57 (C-17), 169.70 (C-11), 156.09, 153.62 (C-6),
149.13 (C-2), 146.53 (C-7), 140.54 (C-8°), 121.20 (C-4"), 112.48 (C-5), 109.32 (C-3), 107.42 (C-8),
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51.09 (C-15), 50.46 (C-14), 47.71 (C-18), 46.15 (C-13), 43.05 (C-16), 36.77 (C-1), 18.84 (C-19),
8.53 (C-9 Y C-10).

IR (vmsxcm™): 1701, 1615, 1576 (CO), 1477 (aromaticos), 1023 (CF).

7.8.3 N-desproteccion de Cbz-N-Pro-Phe-O-Cpx

Siguiendo el procedimiento general para la N-desproteccion mediante
hidrogenacion catalitica por transferencia antes descrito, se sometieron a reaccion 0.050 g
(0.07 mmol) de Cbz-N-Pro-Phe-O-Cpx con 0.0347 g de Pd/C al 10% y 0.035 g (0.55
mmol) de formato de amonio en 6 mL de EtOH. Dicha mezcla se someti6 a radiacion de
microondas por 1 hora bajo las condiciones previamente descritas. Se obtuvieron 0.0347 g
(84% de rendimiento) de un polvo blanco que fue purificado por cromatografia en columna
utilizando como eluentes Hexano, AcOEt, AcOEt-MeOH (9:1) y MeOH-NH,OH (9:1) y
finalmente recristalizado usando MeOH:Et,0. El compuesto presentd punto de fusién de
182 °C.

2726 |
NH15 NT7 8N2

18
H?( \)14
20 10

22 24
23

Acido (S,S)-1-ciclopropil-6-fluoro-7-(4-(3-fenil-2-carbamoil(pirrolidin)propanoil-1-

oxo)piperazin-1-il)-1,4-dihidroguinolina-3-carboxilico

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & 8.72 (s, H-2), 8.31 (d, J = 8.4 Hz, H-32), 7.95 (m, H-5), 7.25 (m, H-
8, H-21 a H-25), 5.13 (m, H-18), 3.88 (m, H-13), 3.70 (m, H-15), 3.49 (m, H-1 y H-31), 3.28 (m, H-
16), 3.05 (m, H-19), 2.70 (m, H-14) 2.03, 1.69 (M, H-29 y H-30), 1.39, 1.19 (s, H-9 y H-10).

¥C-RMN (CDCls, 400 MHz) & 177.04 (C-4), 171.18 (C-27), 170.18 (C-17) 166.85 (C-11), 154.59,
151.75 (C-6), 147.55 (C-2), 145.24 (C-7), 138.89 (C-8°), 136.29 (C-20), 128.80 (C-21 a C-25),
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120.29 (C-4’), 112.44 (C-5), 108.23 (C-3), 104.97 (C-8), 61.82 (C-28), , 49.37 (C-18 y C-19), 47.15
(C-14 y C-15), 45.22 (C-31), 41.60 (C-13), 39.57 (C-16), 35.27 (C-1), 30.64 (C-29), 25.65 (C-30),
8.26 (C-9 y C-10).

IR (umscm™): 1731, 1621, 1581 (CO), 1486 (aromaticos), 1021 (CF).
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Figura 45. Espectro de RMN **C-DEPT del compuesto 1.
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Figura 46. Espectro de RMN **C-DEPT del compuesto 2
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Figura 47. Espectro de RMN **C-DEPT del compuesto 3
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Figura 48. Espectro de RMN “*C-DEPT del compuesto 4
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Figura 49. Espectro de RMN **C-DEPT del compuesto 5.
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Figura 50. Espectro NOESY del compuesto 4.
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Figura 52. Espectro IR del compuesto 2

93



Optimizacion Sintética y Caracterizaciéon Espectroscopica de Nuevos Derivados Peptidicos del Ciprofloxacino

W Transmatace
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Figura 55. Espectro de IR del compuesto 5
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Figura 56. Espectro de IR del compuesto 6
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