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B.- RESUMEN

La quimica verde es una propuesta para resolver los problemas de contaminacion
que aquejan a nuestro medio ambiente, como una via para contribuir al logro de un
desarrollo de un medio ambiente mas sustentable. Entre las areas de incidencia de
la quimica verde se encuentra el uso de la radiacion de microondas, en donde en
las ultimas dos décadas la preparacion de compuestos organicos facilitada por esta
tecnologia se ha demostrado que la energia proporcionada por las MO conduce a
una reduccion notable de los tiempos de reaccion, asi como un aumento en los
rendimientos de la misma, y la disminucion en la formacion de productos
secundarios o generacion de residuos, que el encontrado bajo condiciones de

calentamiento tradicional.

Por otro lado los compuestos heterociclicos nitrogenados despiertan un gran interés
en la comunidad cientifica que ademas de formar parte de las biomoléculas,
muestra un amplio rango de actividades bioldgicas y farmacéuticas. Por lo tanto la
preparacion de nuevos compuestos que contenga funciones nitrogenadas en su
estructura es un area activa en quimica organica. Este es el caso de los a-
aminoacidos que han actuado como precursores en la formacion de estos

compuestos.

Con base a lo anterior en el presente trabajo se describe la ciclacién de a-dipéptidos
protegidos por medio de la utilizacion de radiacion de microondas, con la
correspondiente formacion de N-carboxianhidridos, contribuyendo asi al incremento
de nuevas alternativas en rutas sintéticas en la formacion de sistemas heterociclicos
bajo condiciones de quimica verde. En este trabajo también se describe la
elucidacion estructural mediante resonancia magnética nuclear de una y dos

dimensiones, espectroscopia de infrarrojo y espectrometria de masas.

Palabras clave: Radiacion de microondas, aminoacidos, hidrolisis, péptidos, qv.
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C.- ABSTRACT

Green chemistry is a proposal to solve the pollution problems that afflict our
environment, as a way to contribute to the achievement of a more sustainable
environment. Among the areas of incidence of green chemistry is the use of
microwave radiation, where in the last two decades the preparation of organic
compounds facilitated by this technology has been shown that the energy provided
by the MO leads to a remarkable reduction Of the reaction times, as well as an
increase in the yields of the same, and the decrease in the formation of by-products

or generation of waste, than that found under traditional heating conditions.

On the other hand, nitrogen-containing heterocyclic compounds arouse great
interest in the scientific community, which, in addition to being part of the
biomolecules, shows a wide range of biological and pharmaceutical activities.
Therefore the preparation of new compounds containing nitrogenous functions in its
structure is an active area in organic chemistry. This is the case of a-amino acids

that have acted as precursors in the formation of these compounds.

Based on the above in the present work the cyclization of protected a-dipeptides by
the use of microwave radiation, with the corresponding formation of N-
carboxyanhydrides is described, thus contributing to the increase of new alternatives
in synthetic routes in the formation Of heterocyclic systems under green chemistry
conditions. This work also describes structural elucidation using one and two
dimensional nuclear magnetic resonance, infrared spectroscopy and mass

spectrometry.

Key words: Microwave radiation, amino acids, hydrolysis



1.- INTRODUCCION

En la actualidad la industria en general se ve inmersa en un ritmo creciente de
produccion para abastecer las necesidades de una poblacion mundial en continuo
crecimiento. La quimica ha sido reconocida como una ciencia importante que
contribuye a la mejora de la calidad y bienestar de la humanidad. Sin embargo, uno
de los mayores inconvenientes de la quimica es que los benéficos que produce no
pueden realizarse a expensas del medio ambiente, por lo que ha causado una
problematica en nuestro entorno por la generacion de residuos y productos que

afectan el medio ambiente.?

En la década de los 90°s y teniendo como propdsito primordial el prevenir o disminuir
la generacion de contaminantes en los procesos de elaboracion de productos
quimicos mediante el desarrollo de procesos quimicos limpios, Paul T. Anastas Y

Joseph J. Breen definieron el término de Quimica Verde (QV).2

“QUIMICA VERDE

La QV es considerada como una disciplina cientifica que se define como el
desarrollo, diseino, y aplicacién de productos quimicos y procesos para reducir o
eliminar el uso y, la generacion de sustancias peligrosas para la salud humana o el
medio ambiente.

Una de las areas de incidencia de la quimica verde, es el empleo de la radicacion
de microondas en la sintesis quimica, como fuente de suministro de energia. Esta
tecnologia ha aportado ventajas en el area quimica creando condiciones de
reaccibn mas suaves, tiempos de reaccion mas cortos, incrementado los
rendimientos de reaccién de las transformaciones quimicas, de tal manera que

disminuye la generacion de residuos peligrosos.



La radiacion de microondas se ha vuelto muy importante en la sintesis quimica y es
razonable afirmar que la activacion de diversas reacciones ha demostrado ser

mejorada usando el calentamiento por microondas para las transformaciones

quimicas.

Por otra parte, la preparacion de compuestos estructuralmente complejos y diversos
contribuye a poblar el espacio quimico disponible y facilita el estudio de los sistemas
biologicos. En este sentido, la sintesis de compuestos heterociclicos ha recibido una
especial atencion en los ultimos anos, debido a las importantes actividades

bioldgicas y farmacoldgicas mostradas por este tipo de compuestos.3

En la actualidad se han descrito una variedad de metodologias en las que debido a
su versatilidad quimica se han incorporado aminoacidos total o parcialmente en la

formacidén del sistema heterociclico quirales enantiomericamente puros.4 56

Es asi que en el presente trabajo se propone evaluar el efecto de la radiacion de
microondas en la ciclacion de a-dipéptidos protegidos con LiOH, contribuyendo asi
al incremento de nuevas alternativas en rutas sintéticas en la formacién de sistemas

heterociclicos bajo condiciones de QV.
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2.- ANTECEDENTES
2.1 Quimica verde

El término “QUIMICA VERDE” fue acufiado y definido por primera vez por Paul
Anastas en 1997, y es hoy universalmente aceptado.? La quimica verde es
considerada como una disciplina cientifica que se define como el desarrollo, disefo,
y aplicacién de productos quimicos y procesos para reducir o eliminar el uso y, la

generacion de sustancias peligrosas para la salud humana o el medio ambiente.”

En este sentido, el programa de quimica verde de la Agencia de Proteccién al
Ambiente (EPA) activd una iniciativa denominada Designfor the Environment
Program basada en la prevencion de contaminaciéon mediante la concientizacion en
el disefio de productos y procesos quimicos, regidos por 12 principios
fundamentales (figura 1). Estos principios abarcan conceptos como el disefio de
procesos que maximicen los rendimientos de la materia prima hacia los productos
deseados; el uso de sustancias ambientalmente seguras, incluyendo disolventes
cuando ello sea posible; el disefio de procesos energéticamente eficientes; la mejor

forma de disposicidon de desechos, entre otras.?

Minimizacion del requerimiento
energético

Maximizar la economia -
— - atémica Considerar el uso de
Prevencion de residuos / catalizadores

subproductos

Evitar uso de grupos

Incorporaciéon maxima de .
funcionales

reactivos
PRINCIPIOS DE LA
QUIMICA VERDE

Reactivos partida mas

| Compuestos quimicos mas seguros | apropiados
Minimizar el potencial
| Los productos biodegradables | de accidentes

| Disolvente mas apropiado |

| Minimizacion de productos peligrosos |

Figura 1. Principios de la quimica verde



ke semcroonoms
Una de las areas de incidencia de la QV es el empleo de la radicacién de microondas
en la sintesis quimica, como fuente de suministro de energia. Entre estos 12
principios de la quimica verde se establece la minimizacion del requerimiento
energético, donde incide perfectamente el uso de la energia de las microondas

como una fuente alterna ya que incrementa los rendimientos de las

transformaciones quimicas y disminuye la generacion de residuos.?
2.2 Energia de microondas

En el espectro electromagnético, las microondas aparecen entre la regién de la
radiacion infrarroja y la radiacion de radiofrecuencias (figura 2). Las longitudes de
onda de las microondas oscilan entre 1 cm y 1 my las frecuencias entre 300 GHz y
300 MHz.?

Figura 2. Espectro electromagnético

La radiacién de microondas consiste en un campo eléctrico y un magnético (figura
3), la cual al interaccionar con la meteria causa movimientos moleculares de iones
y la rotacion de los dipolos, sin afectar a la estructura molecular, esto se debe
principalmente a la energia de los fotones de microondas (0.037 Kcal/mol), que no
son lo suficiente energéticos para romper los enlaces moleculares (80-120

Kcal/mol).10



Figura 3. Onda electromagnética

2.3 Efecto de la radiacion de microondas

Tradicionalmente, la sintesis quimica se ha realizado proporcionando energia
térmica a las moléculas empleado una fuente de calor externa. Los métodos de
calentamiento convencionales suelen ser métodos de transferencia de energia
lentos e ineficaces ya que dependen de corrientes de conveccion y de la
conductividad térmica de los materiales que deben penetrar, lo que provoca que la
temperatura del contenedor de reaccion sea mayor que el de la mezcla de reaccion
generando un gradiente de temperatura, este gradiente puede llevar a una
descomposicion de reactivos o productos (figura 4).

Figura 4. Proceso de calentamiento convencional y de microondas.
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El calentamiento por microondas es un proceso muy diferente. Las microondas se
acoplan directamente con las moléculas que estan presentes en la mezcla de
reaccion permitiendo una rapida elevacién de temperatura. El calentamiento por
microondas también se denomina calentamiento dieléctrico. Este fendmeno

depende de la capacidad de un material especifico (disolvente o reactivo) para

absorber energia de microonda y convertirla en calor. 11 12

Adicionalmente, los materiales empleados son transparentes a las microondas por
lo que la radiacidon pasa a través de las paredes directamente a todo el volumen de
la reaccién lo que provoca un gradiente de temperaturas inversa con respecto al
calentamiento convencional.

Existen dos mecanismos que describen la interaccion que se produce entre los

materiales y las microondas, estos son:

e Mecanismo por polarizacion dipolar o rotacion de dipolo. La irradiacion de la
muestra con la radiacién de microondas resulta en el alineamiento de los
dipolos en el campo eléctrico aplicado. Como el campo aplicado oscila, el
campo de los dipolos tiende a realinearse con el campo eléctrico oscilante y
en el proceso, a través de la friccion y de la perdida dieléctrica, se produce el

calor (figura 5).

Figura 5. Mecanismo de transferencia de energia de microondas.

e Conduccion idnica. El calor se genera a través de pérdidas por friccidon, que
tiene lugar a través de la migracion de los iones disueltos cuando se someten

a la accién del campo electromagnético. Estas dependen del tamaiio, carga,
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conductividad de los iones disueltos y de la interaccion con el disolvente
(figura 4).1314

Por otro lado, la interaccion de la radiacion electromagnética con la mezcla de
reaccion se caracteriza por tres procesos: A) Reflexién (se encuentran todos los
metales), B) Absorcién de microondas (se encuentran la mayoria de los disolventes
polares) y C) Transmision (son todos los materiales que no interactian con la

radiacion ejemplo de ellos teflon el vidrio y el cuarzo). figura 6.

METAL
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Figura 6. Interaccion de la radiacién de microondas con los materiales.

2.4.- Sintesis Quimica asistida por microondas (SQM)

El desarrollo y aplicacion de la quimica ha recorrido un complejo camino que la ha
llevado a ser vista en la actualidad como uno de los principales responsables del
dano en el ecosistema, por lo que desde 1997 se han disefiado diversos programas
para la prevencion de la contaminacién en la llamada “Quimica verde”, con la
finalidad de evitar un incremento de sustancias peligrosas para el ser humano y el
medio ambiente.

No obstante, histéricamente los quimicos sintéticos no han tenido los temas medio
ambientales como una de sus mayores prioridades. Actualmente, con un
incremento en la conciencia medio ambiental a nivel global, existe un desafio para
los quimicos en desarrollar nuevos productos, procesos y servicios que alcancen
los objetivos sociales, econdmicos y medio ambientales necesarios.

Dentro de los procesos quimicos y tecnoldgicos implicados en la QV se encuentra
el uso de la radiacion de microondas como una fuente alterna de energia para la

sintesis organica, ya que incide perfectamente con los principios de la QV la cual



se caracteriza por aceleraciones del tiempo de reaccién (ahorro energético),

reacciones mas seguras, y condiciones de reaccidn mas suaves evitando la

generacion de residuos peligros.'®

Cabe mencionar que el uso de radiacion de microondas con el fin de acelerar las
reacciones organicas comenzO en la década de 1980. Siendo los trabajos

publicados por R. Gedye y R. J. Giguere el punto de partida de la SQM.'6

En estos trabajos se describe la hidrolisis de benzamida en medio acido, esta
reaccion ocurria en pocos minutos cuando era irradiada con energia de

microondas (esquema 1).

NH, 20 % H,SO, OH

90 %
Método convencional : 1 h

Método por microondas : 10 min

Esquema 1. Primera reaccion activada por microondas.

A partir de entonces se da como consecuencia, el incremento espectacular del
numero de publicaciones relacionadas con la SQM convirtiéndose en una técnica
util en una gran variedad de reacciones quimicas tanto en la industria como en la

investigacion.

La SQM representa un gran avance en la metodologia de la quimica sintética lo
que permite a los quimicos organicos expandir su creatividad cientifica, comprobar
nuevas teorias y desarrollar nuevos procesos. Las MO se ha empleado para la
realizacibn de numerosas transformaciones quimicas tales como las

ejemplificadas en el esquema 2.
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Esquema 2. Reacciones quimicas asistidas por microondas.
Observandose en muchas de estas reacciones una mejora en comparacion con
meétodos tradicionales, implicando una o mas de las siguientes caracteristicas ver

figura 7.

)Aumentos de los rendimientos

de reaccion
Reacciones
mas seguras

) Gran selectividad

Disminucion de los
tiempos de reaccion
Poco la utilizacion

de
Au.m enjco. enla solventes organicos
simplicidad
en los
. . procedimientos
isminucion de residuos
o subproductos

Figura 7. Ventajas de reacciones asistidas por microondas.



2.5 Sistemas Heterociclicos

Durante el desarrollo de la Quimica Organica se ha caracterizado mas de 20
millones de compuestos diferentes, de los que aproximadamente las dos terceras
partes son compuestos heterociclicos. Alguno de ellos juega un papel muy
importante en procesos bioldgicos y forman parte de las principales constituyentes

de las células.

Los heterociclos se han encontrado numerosas aplicaciones quimicas de estos
compuestos podemos citar su utilizacion como componentes y aditivos de una

amplia variedad de cosméticos, plasticos, disolventes y antioxidantes.

Diversos nucleos heterociclicos se consideran estructuras “privilegiadas” en
quimica médica y farmacoldgica, 1o que hace a este tipo de sistemas un interesante
blanco sintético, por lo que ha recibido una especial atencion en los ultimos anos,
debido a las importantes actividades bioldégicas mostradas por este tipo de

compuestos (figura 8).17-18

Antitumorales Anticancerigenos
Antibacterianose=— COMPUESTOS = Antihelminticos
HETEROCICLICOS

7N

AntifGingicos Anti-VIH

Agentes insecticidas

Figura 8. Propiedades bioldgicas de heterociclicos.
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Dentro de la familia de los sistemas heterociclicos destaca los compuestos
nitrogenados. Estos juegan un papel relevante en quimica organica, forma parte de
la estructura de varias biomoléculas, ademas de ser versatiles intermediarios
sintéticos para la construccion de moléculas mas complejas lo que se ha incentivado
el desarrollo de nuevas metodologias para la sintesis de estos sustratos con

interesantes propiedades bioldgicas o con aplicaciones quimicas.®

2.6 Aminoacidos como precursores de sistemas heterociclicos nitrogenados

En un mundo donde hay numerosos tipos de organismos vivos, hay millones de
moléculas organicas diferentes cada una con propiedades quimicas y fisicas
distintas. Muchas de estas moléculas forman parte de la vida y contienen atomos
de nitrogeno. Este es el caso de las proteinas compuestas de a-aminoacidos que

resultan fundamentales en la estructura y funcionamiento de la célula.”

Los compuestos nitrogenados despiertan un gran interés en la comunidad cientifica,
que ademas de formar parte de las biomoléculas muestran un amplio rango de
actividades bioldgicas y farmacolégicas. Por lo tanto la preparacién de nuevos
compuestos que contenga funciones nitrogenadas en su estructura es un area
activa en quimica organica. Este es el caso los a-aminoacidos han actuado como
precursores en la formacion de estos compuestos.?0

Los a-aminoacidos, moléculas pequefas y quirales constituidas por un grupo amino,
un carboxilo y un sustituyente R unido al atomo de carbono alfa, se han reportado
una variedad de metodologias en las que se describe la incorporacién total o parcial
de estos compuestos en la formacion sistemas heterociclicos nitrogenados, entre
las que se encuentran derivados de aziridinas, hidantoinas, imidazolonas,

dicetopiperazinas y benzodiacepinas, y N-Carboxianhidridos (esquema 3).16 21
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NH,~ ~CO,H

X=0,S H‘/
Hidantoinas Ox.0 Rt Ry
T o 0
H Dicetopiperazinas

N-Carboxianhidridos
Esquema 3. Sistemas heterociclicos derivados de aminoacidos.

La aplicacién de la tecnologia de microondas, en la sintesis de estos heterociclos
ha tenido avances significativos aportando beneficios y ventajas en las
trasformaciones, dando mejores rendimientos y pureza, comparado con los
meétodos convencionales.

En este sentido, Beagle y colaboradores realizaron la preparacion 2,5-
dicetopiperazinas derivadas de tioésteres azido-dipeptidicos en solucién y bajo
condiciones de radiacion de microondas. Estos heterociclos fueron obtenidos en

rendimientos del 72-81% (esquema 4).22

(0]
0 Ry
N3\)kN)\Ws\Ph PBU; (1.560) NH
H

g H,0 (5 eq) HNjH\R1
CH,Cl, o
A~ 72-82 %

Esquema 4. Sintesis de 2,5-dicetopiperazina asistida por microondas.



La ciclacion de tetrapéptidos lineales mediante una condensacién cabeza-cola de
una cadena peptidica reportada por Cini, es otro ejemplo de la influencia de la
radiaciéon de microondas en la sintesis de heterociclos. La ciclacién se produce
rapidamente dando el producto en mayor pureza comparada con el meétodo

convencional y en un rendimiento del 45%. (esquema 5).23

OTBDMS

(@)
N
HoQ _A oM }O
N
HzN %N N~ - NHMBDMS

45%
A) DMF, (1.8 *10 3M), HATU (3.5 equiv), DIEA (4 eq),
MW ,10 min, 75 C, 25 W

Esquema 5. Ciclacion asistida por microondas del tetrapéptido.

Escalante y colaboradores reportaron la sintesis de estructuras diméricas basadas
en la formacién de dicetopiperazinas por medio de la reaccion de condensacion

intermolecular de monémeros de N-Boc-glicina C-terminal activados (esquema 6).24

0]
H H o H _H
Boc, ,{1 Jv a N
HN O HN
0]
0]
90%

a H,O (1 mL), MW (200 W) ,250 °C y 150 Psi

Esquema 6. Sintesis de 2,5-dicetopiperazina asistida por microondas.

La desproteccion-ciclaciéon de ésteres de Boc-dipeptidil-fer-butilo y metilo bajo
irradiacion de microondas proporcioné excelentes rendimientos y la formacion de

las dicetopiperazinas correspondientes.



2.7 N-Carboxianhidridos derivados de a-aminoacidos

Los a-aminoacido N-Carboxianhidridos (NCAs) se han descubierto mas de un siglo
atras teniendo un desarrollo importante en los ultimos tiempos en la industria
farmacéutica, asi como aplicaciones en la sintesis quimica.

Los NCAs son formas activadas de a-aminoacidos que proporciona una alta
reactividad electrofilica sobre el grupo carbonilo del a-aminoacido (esquema 7).
Estos compuestos también pueden ser considerados como carbamatos internos de
a-aminoacidos, que han sido ampliamente utilizados en sintesis peptidica ya que
ofrecen la proteccién del grupo amino y la activacién del grupo carboxilo de forma

simultanea, lo que permite llevar a cabo reacciones de acoplamiento peptidico.2526

Nu
O\ o
=0
RZI" N
R, H

Esquema 7. Estructura general de un N-carboxianhidrido (NCAs).

Leuchs en 1992 informo la primera sintesis de NCAs de 5 miembros a partir de la
reaccion de fosgeno con un a-aminoacido. EL uso de fosgeno presentan
inconvenientes como el empleo de altas y la generacion de residuos peligros
(esquema 8).%7

O N 0

0]
OH C=0
Ras, cl’ 70 4w
R ~ RN
! NH2 R1 H
Esquema 8. Sintesis de N-carboxianhidridos (NCAs) con fosgeno.

Drew Poche describe la sintesis de NCAs de 5 miembros a partir del uso de
trifosgeno como un sustituto de fosgeno con glutamato de bencilo evitando el uso
de temperaturas relativamente altas. EL NCA se obtuvo en un rendimiento de 89%

con un punto de fusién de 142 °C (esquema 9).28
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Esquema 9. Sintesis de a-NCAs descrita por Ponche.

Cabe destacarse que en los ultimos afos se ha llevado una mejora en el proceso
de esta reaccion en el desarrollo de metodologias alternativas basadas en sustitutos
de fosgeno tales como carbonatos u otras formas activas de dioxido de carbono
debido a que los procedimientos presentan inconvenientes como el empleo de altas
temperaturas, la utilizacién de bases fuertes, agentes oxidantes y el uso de reactivos
toxicos.??

También se han reportado NCAs de 6 miembros derivados de B-aminoacidos,

siendo inicialmente utilizados como precursores en la sintesis p-péptidos.

Joseph W. Ziller describe la sintesis de B-NCAs a partir de la ciclacién de N-B-Boc
o N-Cbz B-aminoacidos. N-B-Cbz-Phe se sometié en presencias de tribromuro de
fosforo en CH2Cl2, obteniendo en buenos rendimientos los 5-NCAs correspondientes

(esquema 10).30

0+_0.__0O
7 7 PBr;  HN * X-Br
Bn\O)J\N OH
H CH20|2

93%
Esquema 10. Sintesis de B-NCAs a partir de N-3-Cbz-Phe.

Jacques Huck reporto en 2001 una estrategia general de 3 pasos para la sintesis

de N-carboxianhidridos derivados de a-aminoacido N-protegidos con Boc.11).3!
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Esquema 11. Sintesis N-terbutiloxicarbonil-B-N-carboxianhidridos.

Por otra parte, solamente se tiene reporte de dos NCAs de ocho miembros, uno de
ellos menciona la obtencion del heterociclo como producto secundario en la
polimerizacion de L-isoleucina y L-leusina en condiciones de fosgeno en reflujo de
dioxano. En otro trabajo se menciona la utilizacion del NCA derivado de L-valina

(figura 9) en la preparacion de hidrogeles; sin embargo, no se reporta el
procedimiento de sintesis.32

/\;\»NH 3 NH \*}—NH
HNO%OLO ﬁik ”“%oLO

O (e
Valina leucina isoleucina

Figura 9. Estructuras de los NCAs de 8 miembros

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se realizé la sintesis en un solo paso
(one-pot) de dos N-carboxianhidridos a partir de la reaccion de desproteccion—
ciclacion en medio basico Cbz-Fen-Gli-OMe y Cbz-Trip-Gli-OMe promovida por
radiacion de microondas, (esquema 12). La reaccion procedié en un tiempo de 12

minutos y con rendimientos alrededor del 90%. Cabe hacer mencidén que no existe



evidencia en la literatura de la formacién de estos heterociclos de ocho miembros

promovida bajo estas condiciones de reaccion.3?

o 0]
Hj)k OMe  LiOH R\RL NH
g N
cbz 1 H/ﬁof THF/H,0 L

HN
MO, 100 watts, )—0 ©
80 °C, 12 min. o)

Esquema 12. Reaccion de desproteccidn-ciclacion promovida por microondas.



3.- JUSTIFICACION

El uso de la radiacion de microondas como una tecnologia de vanguardia, para la
rapida optimizacion de procesos en la sintesis eficiente de nuevos compuestos
quimicos y descubrimiento de nuevos aspectos en la reactividad quimica ha llevado
al desarrollo de las microondas como una fuente de energia alternativa viable en el
area de la quimica verde. Por otro lado no existen reportes en la literatura de la
formacion de N-carboxianhidridos de ocho miembros promovida por condiciones

basicas y radiacion de microondas.

Es asi que en el presente trabajo se propone sintetizar N-CAs a partir de una
reaccion de desproteccidn-ciclacion de los ésteres metilicos derivados de N-Cbz-a
dipéptidos, bajo condiciones basicas suaves y promovidas por radiacion de
microondas, contribuyendo asi al incremento de nuevas alternativas como rutas
sintéticas “amigables con el medio ambiente” en la formacion de sistemas

heterociclicos.



4.- OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar N-carboxianhidridos a partir de la ciclacién de a-dipéptidos promovida por

radiacion de microondas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Preparar los a-péptidos glicina-O-terminales.

i 4 oj\NJ\WHJJ\OMe
(Y ~oP o oy I
O

Cbz-N-Ala-Gli-OMe
Cbz-N-Phe-Gli-OMe
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o) ) @ N_ _OMe
H (0] N
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M
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\

N

H

Cbz-N-Trip-Gli-OMe Cbz-N-Pro-Gli-OMe

2.- Realizar la ciclacion de los a-dipéptidos en medio basico y condiciones de

radiacion de microondas.
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3.- Caracterizar los productos de reaccién mediante técnicas espectroscopicas
como RMN en una y dos dimensiones e infrarrojo, ademas de espectrometria de

masas.

4.- Evaluar la influencia del fragmento glicina O-terminal en la formacion del ciclo
uretano.
5.- Realizar el estudio del mecanismo de reaccion mediante calculos

computacionales.



5.- DISCUSION DE RESULTADOS
5.1 Sintesis de Péptidos

Uno de los principales pasos para la sintesis de péptidos es la proteccidon de los
grupos funcionales de los aminoacidos, para evitar la formacion de compuestos no
deseados. En el presente trabajo se comenzd con la N-proteccion de los
aminoacidos fenilalanina (1), prolina (2), metionina (3) triptéfano (4), alanina (5),

valina (6), todos de configuracion L.

o o)
O HoN
H,N 2 OH
N
H
S
1 2
o 3
H,N
2 OH H,N i H,N i
C 2 \HJ\OH 2 ﬁOH
4 5 6

Para tal efecto, los aminoacidos 1, 2, 3, 4 , 5 y 6 se hicieron reaccionar con
cloroformiato de bencilo (CbzCl) en medio basico a 0 °C, para la formacion de los
carbamatos correspondientes, obteniéndose los compuestos 6, 7, 8, 9 y 10 en
buenos rendimientos (esquema 13). Todos los productos fueron caracterizados por

medio de sus propiedades fisicas (tabla 1) y espectroscopia de RMN.

O H O

CbzCl _N
H2N\‘)J\OH —=2 = Cbz %OH
R NaOH ac. R

Esquema 13. N-proteccién de a-aminoacidos.
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Tabla 2.Propiedades fisicas de 6, 7,8 ,9 y 10.

R Rto(%) Estado fisico Punto fusion Solubilidad
(°C)
Oj Metanol
89 solido blanco 92-94 CH2Cl2
7 ACOEt
Q)H Metanol
H 8 85 1117 I E— CH:Cl2
ACOEt
1“\‘ Metanol
! 67 miel CH2Cl2
B e ACOEt
9
Metanol
@/gv 90 solido blanco CH2Cl2
N\ 140-142 ACOEt
H
10
$—CHj Metanol
1 92 solido blanco 66-68 CH2Cl2
ACOEt
§_< Metanol
67 CH2Cl2
12 miel | - ACOEt

Después se realizé la O-proteccion de la glicina (Gli) (13), para esto se llevo a cabo
una reaccion de esterificacion por medio de un reflujo en metanol y usando cloruro
de tionilo (SOCI2) como catalizador, obteniéndose el éster metilico 14 en forma de

clorhidrato y con un 96 % de rendimiento (esquema 14). Los datos espectroscépicos

coincidieron con los reportados en la literatura.3




H.N SOCl, H3N
2 \)J\O o \)J\OH
CH30H Cl
96 %
13 14

Esquema 14. Esterificacion de compuesto 13.

El siguiente paso consistié en la formacién del enlace peptidico e los aminoacidos
76, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 que mediante la reaccion de acoplamiento usando
cloroformiato de isobutilo (i-BBCl) como agente activante, N-metilmorfolina (NMM)
como base y tetrahidrofurano (THF) como disolvente, condujo a la formacion del
anhidrido mixto activando asi al grupo carbonilo. Posteriormente se adicion6 el
amino éster 14 disuelto en THF, conduciendo de esta manera a los dipéptidos

protegidos 15,16,17,18,19 y 20 en rendimientos por encima del 78% (esquema 15).

Los compuestos 15, 16, 17, 18, 19 y 20 fueron identificados por resonancia
magnética nuclear de 'H y '3C, espectrometria de masas, ademas de obtener
algunas de sus propiedades fiscas como punto de fusion, aspecto fisico y solubilidad

cuyos datos se encuentran resumidos en la tabla 2.

0 o
H ® Ho oo
-N - N AN ON
Cbz \Hko,_, * Hg\)kOMe R \‘/ilkN: CHs
R Cl THF, NMM R --H

12 0°C

Esquema 15. Reaccion de acoplamiento intermolecular.



———
—

Tabla 2. Propiedades fisicas de 15, 16, 17, 18,19 y 20.

MOLECULA Rto(%) Solubilidad P. fusién [alo 16n
("C) molecular
Metanol
CHCl,
89 Ao m/z=370 [M-1]+
101-102 -17.89
15
Metanol
D}L 85 CHCl;
H ACOEt * 7778 z=320 M+
16
Metanol
92 CHCl,
ACOEt =
/z=354 [M]+
S< 90-91 o734 MESAIMI
17
Metanol
82 CH.Cl, /z=408 [M-1]+
\ ACOEt 139-140 2149 MZ=408 M
N
H
18
CH
3— 3 Metanol
19 79 CH.Cl, 77-78 2728 17=004 [M]+
ACOEt
é{ Metanol
91 CH.Cl, 119-120
20 ACOEt -32.27 m/z=322.15
[M]+

*= Estado fisico miel

El espectro de RMN de "H del compuesto 17 (Figura 10), muestra alrededor de 7.35
ppm una sefal multiple que integra para 5 H’s correspondiente a los protones H-
20-24, una sefial simple ancha en 6.75 ppm correspondiente al proton del grupo
amino H-3, asi como en 5.77 ppm se observa una sefal doble (J= 17.3 Hz) que
integra para un hidrégeno asignado al grupo NH amidico H-6. Adicionalmente, una
sefal dos sefiales dobles que forman un sistema AB (J= 17.2, 12.2 Hz) en 5.11
ppm que corresponde al metileno del grupo protector H-18, en 4.50 ppm se
presenta una sefal doble de doble (J=17.2,12.4 Hz) para el hidrégeno metinico H-
5, en 4.12 ppm se observa dos sefales doble de dobles (J= 18.1, 5.5 Hz), que
corresponden al metileno 7 en 3.74 ppm se observa una sefial simple que integra



para 3 H del metilo 10, en 2.65 ppm se observa una sefal multiple para metilo 14,

en 2.21 ppm se observa una sefial multiple para los hidrogenos del metileno 13 y

en 2.07 ppm se observa una sefal simple para el metilo H-16.

H 20-24
158/16
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146
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del Cbz-N-L-Met-Gli-OMe (17),
CDCls.

Las asignaciones hechas en el espectro de la figura 11 del compuesto 17 se hicieron

con ayuda de RMN en dos dimensiones. (ver anexos)

Adicionalmente, el espectro de RMN de '3C del compuesto 17 (figura 11) mostré a
campo bajo, en 171.3, 169.9, 156.1 ppm tres sefales correspondientes a los
carbonilos C-9, C-5, C-2; en 136.2 ppm C-19, 128.4,128.1,127.9 ppm para los
carbonos aromaticos C-20-24, en 67.0 ppm para el C-18, en 53.4 ppm C-4, en 51.5
ppm C-10, en 41.2 ppm C-7, a campo bajo en 33.2 ppm C-3, en 29.4 ppm C-14 y
en 15.4 ppm para el C-16.
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Figura 11. Espectro de "3C para el compuesto 17.

5.2 Ciclacion de a-péptidos promovida por microondas

Obtenidos los a-dipéptidos protegidos 15, 16, 17, 18,19 y 20 fueron sometidos a

radiacion de microondas bajo condiciones basicas como se muestra en el esquema

16. La ciclacion de los dipéptidos protegidos procedi6é en un tiempo de 12 minutos

y con buenos rendimientos obteniendo los compuestos 22, 23, 24,25 y 26.
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Esquema 16. Reaccion de desproteccion-ciclacion de los dipéptidos promovida
por MO.

Los compuestos 21, 22, 23, 24, 25 y 26 fueron identificados por resonancia

magnética nuclear de 'H y 13C, espectrometria de masas e IR, ademas de obtener

algunas de sus propiedades fiscas como punto de fusion, aspecto fisico y solubilidad

cuyos datos se encuentran resumidos en la tabla 5.

Tabla 5. Propiedades fisicas de los compuestos 21, 22, 23, 24,25 y 26.

Molécula

24

Rto %

95

Solubilidad

Metanol
CH2Cl2
(parcialmente)

Cloroformo
CH2Cl2
Metanol

Metanol
Parcialmente
en CH2Cl2

Metanol
Parcialmente
en CH2Cl2

Estado P. fusion [alo
fisco (°C)
109-110 °C +3.83
sélido
98-100 °C  +38.29
sélido
169-170 °C  +2.20
sélido
214 °C
punto de
solido descompos +18.21
icion

lon molecular

m/z=248[M]*

m/z=191.1[M+1*

m/z=232[M]*

m/z=285[M-2]*
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@)
NH Metanol
96 Parcialmente solido 239 °C +14.97
HN L en CHzClz punto de m/z=170.20[M-1]*

}—O 0 descompos

o) icion
25
@)

NH
» L 93 Metanol sélido 113-114°C  +4.52 m/z=201.14[M+1]*
HN

)0

@)

26

Como se puede apreciarse en la tabla 5 los compuestos 21, 22,23, 25 y 26 se

obtuvieron en excelentes rendimientos y con tiempos reaccion relativamente cortos.

Todos ellos con estado sélido y solubles en solventes polares , entre las
caracteristicas observadas en especial de los compuestos 23,25 y 26 al estar en
contacto con mezclas de disolvente donde se incluye un solvente polar, estos
forman una especie de hidrogel (figura 12), propiedad de los N-carboxianhidridos
reportados en la literatura en la quimica de polimeros.3? También guardan una
relacion en comun en su estructura donde la cadena R es lineal hidrocarbonada, el
cual sea el factor y entre otras mas para formar estas redes tridimensionales. Otra
particularidad en comun es que son compuestos altamente higroscépicos, lo que

es necesario almacenarlos en condiciones anhidras.

Figura 12. Propiedades de hidrogel de 23,25 y 26.



CICLACION DE DERIVADOS PEPTIDICOS PROMOVIDA POR
RADIACION DE MICROONDAS

Para el compuesto 24 se obtuvo en bajo rendimiento, esto debido principalmente a
la formacion de subproductos, o que nos indica la existencia de reacciones
colaterales debido a la reactividad que puede presentar el grupo Indol de la cadena
R del triptéfano, dicho compuesto se purificd por cromatografia en columna en una

mezcla de MeOH/DCM, obteniendo un sélido café.

Los compuesto 21 y 22 se caracterizan por ser compuestos estables soélidos

cristalinos, no son higroscopicos por lo que son relativamente estables.

En contexto estos N-carboxianhidridos de 8 miembros se obtuvieron de una forma
amigable con el medio ambiente usando un fuente alternativa de energia las MO,
de una forma rapida , en excelente rendimientos y puros, en comparaciéon a las
metodologias de sintesis reportadas para estos compuestos, empleando altas

temperaturas, el uso de reactivos toxicos y tiempos de reaccidon prolongado.

A continuacion de describe los datos espectroscopicos obtenidos del compuesto
23

El espectro de RMN de 'H del compuesto 23 (figura 13), muestra alrededor de 6.54
ppm una sefa doble que integra para un proton que corresponde al grupo NH
asignado H-3, en 6.25 ppm una sefial triple (J= 5.7 Hz) que integra para un
hidrogeno asignado como H-6, en 4.19 ppm una senal multiple para el protén
asignado H-4, en 3.70 ppm una sefal doble (J= 5.7 Hz) que integra para dos
protones asignado como H-7, en 2.46 ppm una sefial triple (J= 7.5 Hz) que entrega
para dos protones asignados como H-10, en 2.09 un sefal simple que integra para
tres protones asignado como H-11, entre 1.97-1.86 ppm una sefal multiple que
integra para un hidrégeno correspondiente al protén H-9a, y en 1.77-1.69 una sefal

multiple correspondiente al protén H-9b.
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H de 23 (400 MHz), CD3OD.
El espectro de RMN de 3C del compuesto 23 en la figura 14 mostré a campo bajo
en 174.33, 172.43, 157.80 ppm correspondientes a 3 carbonilos C-5, C-2, C-11, en
52.06 ppm para el C-11, en 41.98 para el C-4, en 32.15 ppm para el C-7, en 29.67
ppm C-10 y en 14.77 ppm corresponde para el C-9.
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Figura 14. Espectro de RMN de 3C (100 MHz) del compuesto 23.

Continuando con el analisis espectroscopico para comprobar la asignacién correcta
de sefales se obtuvo el espectro de dos dimensiones COSY del compuesto 23
(figura 15), el cual se puede observar la correlacion que existe en los hidrogenos
geminales asignando como 9ay 9b en 1.97 y 1.69 ppm y el hidrogeno vecinal 4 en
4.19 ppm en, asi como la correlacién que se observa entre el hidrégeno 3 en 6.54
ppm con el hidrogeno vecinal 4, de igual manera se observa la correlacién entre el

hidrégeno 7 en 3.70 ppm con los hidrogenos vecinales 6 en 6.25 ppm.



3 6 4
a M A A
- 24
- o 3
2
(o) 3.0
N 5 é\lH 35
~ 1l 10 4 7] @
HN3 8 )
| }2_2) o [+
o Las
23
5.0
@ 5.5
r6.0
© <= :
) A @) A [65
1

T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0
ppm

Figura 15. Espectro COSY en CD30OD a 400 MHz del compuesto 23.

En el espectro de IR en la figura 16 se observan bandas de estiramientos para el
compuesto 23. En 3296.36 cm™' se observan una vibracion de estiramiento de amina
secundaria, se observa en 1740.63 cm™,1690.63 cm™ la vibracion de estiramiento
de grupo carbonilo de éster y amida, en 1644 cm™' se observa la vibracion del grupo

carbonilo de carbamato.
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Figura 16. Espectro de IR del compuesto 23.

El espectro de masas (IE) muestra un i6bn molecular de m/z=232.21 [M]* que

concuerda con el peso molecular esperado para del compuesto 23 (figura 19).
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Figura 16. Espectro de masa del compuesto 23.



CICLACION DE DERIVADOS PEPTIDICOS PROMOVIDA POR
RADIACION DE MICROONDAS

5.3 Evaluacién de otras fuentes alternativas de energia en la ciclaciéon a-
dipéptidos protegidos.

La quimica verde tiene por objeto promover tecnologias quimicas innovadoras que
reduzcan o eliminen el uso o generacion de sustancias peligrosas en el disefio,
fabricacion y utilizacién de productos quimicos. La quimica verde se abastece de 12
principios fundamentales entre ellos se encuentra disminuir el consumo

energético.

El desarrollo de métodos que cumplan con este principio ha llevado al desarrollo de
metodologias que permiten el calentamiento del medio de reaccién en muy poco

tiempo a través del uso de microondas, infrarrojo y ultrasonido y radiacion solar.

En base a lo anterior se llevé acabo la evaluacién de fuentes alternativas de energia

en la reaccion de ciclacion de a-dipéptidos protegidos.

Para ello, se comenzé con la evaluacion de la energia solar (Fotoquimica) en la
formacion del ciclouretano 21 a partir de la ciclacion de dipéptido protegido 15. La
energia solar es una fuente de radiacion directa que puede promover diversas
transformaciones quimicas por medio de calor, electricidad o directamente mediante

foto-transformaciones es decir, reacciones fotoquimicas.35

Para ello se colocé el péptido 15 en un matraz provisto de agitacidn magnética
disuelto en THF/H20 y en medio basico. La mezcla fue colocada en una parrilla de
agitacion y fue expuesta directamente a luz solar (esquema 17). La reaccioén fue
monitoreada por medio de cromatografia en capa fina (TLC) observandose que en
un tiempo de 2 horas se consumio totalmente la materia prima a la vez que se
apreciaba la formacién de dos compuestos los cuales fueron separados por

cristalizacion obteniendo dos productos sélidos cristalinos.
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Esquema 17. Ciclacién del dipéptido 15 promovida por radiacién solar.

Una vez separados dichos compuestos fueron identificados por resonancia
magnética nuclear de 'H y 3C como el NCAs 21 y el péptido Cbz-N-L-Fen-Gli-OH
27. Al analizar sus espectros de RMN de 'H (figura 17) en el espectro superior se
aprecian sefiales caracteristicas esperadas para el heterociclo 21 observando la
desaparicion de las dos sefales dobles en 5.10 ppm correspondientes al metileno
del grupo protector (Cbz). Por otro lado el espectro inferior muestra aun sefales
caracteristicas de grupo protector (Cbz) en 5.01 ppm, asi como la desaparicion de
una senal simple en 3.6 ppm del éster metilico por lo que nos indica que

corresponde al producto hidrolizado 27.
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Figura 17. Espectros de RMN de 'H de a) compuesto 21 y b) compuesto 27 DMSO_gs.




En el espectro de RMN del '3C superior (figura 18 a) se observan las sefales de

los carbonos correspondientes al compuesto ciclado 21, se aparecia la desaparicion
del carbono del metileno del grupo protector Cbz. Por otro lado el espectro inferior
(figura 18 b) se observa la presencia del carbono 9 en 66 ppm correspondiente al
grupo protector Cbz lo que nos indica también que corresponde al compuesto

hidrolizado 27.
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Figura 18. Espectros de RMN de '°C de a) compuesto 21 y b) compuesto 27, DMSO_ 6.

La luz ultravioleta es otra fuente alternativa de energia utilizada en la activacion de
numerosas transformaciones quimicas. La principal caracteristica de la radiacion
UV es la posibilidad de producir excitaciones en los atomos, que provocan
reacciones quimicas. En éstas se basan los diferentes efectos, que son

dependientes de la energia, es decir, de la longitud de onda.*¢



En base a lo anterior y teniendo como objetivo evaluar el efecto de la radiacién

ultravioleta en la ciclacion del compuesto dipéptido protegido 15.

Para ello se colocé el péptido 15 en un matraz provisto de agitacion magnética
disuelto en THF/H20 y en medio basico. La mezcla fue colocada en una parrilla de
agitacion y fue expuesta directamente a radiacioén ultravioleta longitud corta 254 nm,
120 volts, 60 Hz (esquema 18). La reaccion fue monitoreada por medio de
cromatografia en capa fina (TLC) observandose que en un tiempo de 1 hora se
consumio totalmente la materia prima a la vez que se apreciaba la formacion de dos

compuestos los cuales fueron separados por cristalizacion obteniendo dos
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Esquema 18. Ciclacion del dipéptido 15 promovida por radiacion UV.

Los compuestos 21 y 27 obtenidos por radiaciéon UV fueron caracterizados por
espectroscopia de RMN H' y C'3, el cual las sefales presentadas en dichos
espectros coinciden con las mostradas en las figuras 25 y 26 obtenidas por radiacion

solar.

Otra fuente de energia alternativa en la activaciéon de reacciones quimicas es el
ultrasonido (US), se define como sonido de una frecuencia que esta por encima del
limite en el cual el oido humano puede responder. La sonoquimica generalmente
usa frecuencias entre 20 y 40 kHz y este es el rango empleado en los equipos

comunes de laboratorio.3”
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En base a lo anterior y con el objetivo evaluar el efecto del ultrasonido en la
ciclacion de compuesto dipéptido protegido 15 se colocé el péptido 15 en un matraz
provisto de agitacion magnética disuelto en THF/H20 y en medio basico. La mezcla
fue colocada en el equipo generador de ultrasonido (esquema 19). La reaccion fue
monitoreada por medio de cromatografia en capa fina (TLC) observandose que en
un tiempo de 1 hora se consumid totalmente la materia prima a la vez que se
apreciaba la formacion solé del compuesto 27 que fue cristalizado y caracterizado
por RMN "H y '3C el cual las sefales presentadas en dichos espectros coinciden

con las mostradas en las figuras 25 y 26 obtenidas por radiacion solar.
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Esquema 19. Ciclacion del dipéptido 15 promovida por radiacion US.

5.4 Evaluacion de la influencia del fragmento glicina O-terminal en la
formacién de N-carboxianhidridos.

A hora bien con la finalidad de evaluar la influencia del fragmento Gli-O terminal en
la ciclacion de los N-Carboxianhidridos se invirtid la secuencia de los aminoacidos

en los péptidos de partida.

Una vez realizada la reaccién de acoplamiento intramolecular condujo a la
formacion de los a-dipéptidos protegidos Cbz-N-Gli-Fen-OMe (28), Cbz-N-Gli-Pro-
OMe (29), Cbz-N-Gli-Trip-OMe (30) ver esquema 20.



Los compuestos 28, 29 y 30 fueron identificados por resonancia magnética nuclear

de 'Hy '3C, espectrometria de masas, ademas de obtener algunas de propiedades

fisicas, cuyos datos se encuentran resumidos en la tabla 6.
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Esquema 20. Reaccion de acoplamiento intermolecular.

Tabla 6.- Propiedades fisicas elucidacién de los compuestos 28,29 y 30.

MOLECULA Rto% Estado fisico Solubilidad 16n
molecular
©/\ 81 Miel Metanol m/z=370 [M-1]+
transparente CH.Cl,
28 ACOEt
()/2 Metanol
N , CHaClo m/z=320 [M]*
H 79 Miel ACOEt
29 transparente
Metanol
\ Miel CH.Cl, m/z=408 [M-1]+
N 71 café marron ACOEt
H
30

En el espectro de RMN de 'H del compuesto 30 (figura 19), muestra alrededor de
que una sefal doble en 7.49 ppm para el proton asignado H-19 , en 7.35-7.34 ppm
un sefal multiple para los protones aromaticos. En 7.10-704 pmm un senal multiple
para los protones H-24 y H-21, 6.98 pmm una seinal doble de dobles para el protén
H-20 , en 6.60 una sefal doble que integra para un protén asignado como H-4, un
sefal simple en 5.42 ppm para el protén H-7, en 5.07 ppm dos sefnales dobles para

H-9 , en 4.94-4.68 ppm un sefal multiple para el protén H-3, una sefal multiple en



3.81 ppm para el protéon H-6, en 3.66 ppm una sefal simple que integra para tres

protones asignado como H-1y en 3.29 ppm un sefal doble para el proton H-16.
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Figura 19. Espectro de RMN de "H (400 MHz) compuesto 30.
EL espectro de RMN de ®C del compuesto 30 en la figura 20 mostré a campo bajo
en 172.37, 170.01, 156.9 ppm correspondientes a 3 carbonilos C-2, C-6, C-8, en
136.08 ppm C-23, 128.62, 122.20, 128.19 ppm para los carbonos aromaticos C-11-
15, en 127.39 ppm para el C-18, en 123.14 ppm C-25, 122.20 para el C-21, en
119.56 ppm C-20, en 118.32 ppm para el carbono C-22, en 67.15 ppm para el C-9,
en 52.67 ppm C-3 , en 52.52 ppm para el C-6, en 27.34 ppm para el C-16.
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Figura 20. Espectro de RMN de '3C (100 MHz) compuesto 30.



ke semcroonoms
Posteriormente los a-dipéptidos protegidos 28, 29 y 30 fueron sometidos a
condiciones de ciclacion con energia de MO, esquema 21. La reaccion fue
monitoreada por medio de cromatografia en capa fina (TLC) observandose que en
un tiempo de 12 minutos se consumio totalmente la materia prima a la vez se
apreciaba la formacion de un solo compuesto que fue purificado y posteriormente
caracterizado por RMN 'H y BC (figura 24 y 25). En base a los datos
espectroscopicos obtenidos se observa que no fue favorecida la ciclacion y en todos

los casos solo se observa el péptido hidrolizado 31,32 y 33.
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Esquema 21. Reaccion de hidrolisis promovida por MO.

Los compuestos 31,32 y 33 fueron identificados por resonancia magnética nuclear
de 'Hy 3C, espectrometria de masas, ademas de obtener algunas de propiedades

fisicas cuyos datos se encuentran resumidos en la tabla 7.
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Tabla 7. . Propiedades fisicas de los compuestos 31,32 y 33

Molécula Rto Estado fisico Punto de Solubilidad 16n
% fusion (°C) molecular
85 Solido Metanol m/z=356.10[M]+
Blanco 149-150
31
U}L‘ Metanol
H 81 Blanco 118-120 ACOEt 2=320.20[M]
32
Metanol
Miel CH2C|2 /z= 395.15 [M]+
77 Café Marrén AcOEr ~ MF 39515 IMI
S
N
H
33

El espectro de RMN de 'H del compuesto 33 (figura 21) muestra alrededor una sefial
doble 7.43 ppm para el proton H-19, en 7.23-7.24 ppm una sefal multiple para los
protones aromaticos, en 7.10-7.04 ppm un senal multiple para el protdn asignado
H-21, 6.98 ppm una sefal doble de dobles para el protén H-20, en 5.07 ppm una
sefal simple para el grupo protector Cbz. En 4.70 ppm una sefal ancha para el
proton asignado H-2, una sefal doble de dobles en 3.52 ppm para el proton H-5, y

en 3.14 una senal simple anche para el proton H-15.
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Figura 21. El espectro de RMN de 'H (400 MHz) compuesto 33 CDCls.

EL espectro de RMN de "®C del compuesto 33 en la figura 22 mostré a campo bajo
en 174.26, 170.18, 156.91 ppm correspondientes a 3 carbonilos C-1, C-4, C-7, en
136.08 ppm C-22 , 128.52,122.25,128.03 ppm para los carbonos aromaticos C-10-
14, en 127.46 ppm para el C-17, en 123.54 ppm C-24, 121.97 para el C-20 , en
119.51 ppm C-18, en 118.26 ppm para el C-19, en 119.44 ppm para el C-21, en
109.09 ppm para el carbono C-16, en 67.21 ppm para el C-8 , en 53.13 ppm C-2,
en 43.91 ppm para el C-5, en 29.67 ppm para el C-15.
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Figura 22. Espectro de RMN de '3C (100 MHz) compuesto 33.



5.5 Estudio del mecanismo de reaccion mediante calculos computacionales

Cuando las moléculas se estudian desde una forma tridimensional, encontramos,
entre otros, los isdbmeros conformacionales. Este tipo de isémeros tienen el mismo
esqueleto pero difieren en cuanto a la posicidn relativa de ciertos atomos en el
espacio tridimensional. Es por ello que el analisis conformacional es la exploracion
de todos los conformeros que se pueden obtener de una molécula al realizar
torsiones alrededor de enlaces sencillos (grados de libertad conformacional),

observando los cambios en la energia molecular asociados a esas torsiones.

En base a lo anterior se realizé un analisis conformacional por mecanica molecular
en el programa Spartan14v110 del dipéptido N-Cbz-Ala-Gli-OMe (19), en el cual nos

arrojo un conféormero de minima energia de E= -95.97 (kJ/mol) ver figura 23.

Figura 23. Conférmero de minima energia del compuesto 19.

El conformero de minima energia se sometié a optimizacion de geometria mediante
el programa Gaussian 09 con el método B3LYP con una base 6-311+g (d,p)
obteniendo la una energia minima de (kJ/mol) ver figura 24. Donde podemos
observar que los sitios reactivos para la ciclacién de los a dipéptidos protegidos para
la formacion de los N-carboxianhidridos se encuentran aproximados en el espacio,
y esta disponible una de las caras del grupo carbonilo. Por otro lado uno de los
mecanismo por el cual interactua la radiaciéon de microondas con la materia es por
conduccion, al existir especies radicalarias en el medio de reaccion haran que estas

se muevan a través de la solucion bajo la influencia del campo eléctrico aplicado lo



que resultara en un incremento de las colisiones, lo que nos da un indicio que al

estar aproximados los sitios reactivos se promueva la ciclacion.

Figura 24. Geometria optimizada del compuesto 19.

Por otro lado en el siguiente mapa de potencial electrostatico del compuesto 19 ver
figura 25 nos permite visualizar la manera en la que se distribuye los electrones en
una molécula utilizando los colores del arco iris. El a region rojo indica las regiones
donde la densidad electronica es mayor tal es el caso de los grupo carbonilo de la
amida, y del grupo éster, mientras que las regiones en azul indican una menor
poblacién electronica como se observa sobre el grupo NH del carbamato, mientras
en color verde o amarrillo presenta un balance electrénico homogéneo como se

aprecia en el resto de molécula.



Figura 25. Mapa de potencial electrostatico del compuesto 19.

Los atomos y las moléculas estan formados por unidades con carga eléctrica
(protones, electrones, etc.), los cuales pueden ser estudiados a través de la
mecanica cuantica. Un caso especial es el momento dipolar (u), que surge de la
existencia de dos particulas cargadas, +q y —q, localizadas en dos puntos distintos
del espacio, y que se define matematicamente como el producto de la carga (por
convencién negativa) por la distancia que las separa. Por tanto, g es una magnitud
dirigida, es decir, es una cantidad vectorial que se suele representar graficamente
por una flecha con origen en la carga negativa. EIl momento dipolar del compuesto
19 es 5.00 debye como se observa en la figura 26, donde la flecha del momento
dipolar nos indica que de la region del grupo protector CBZ se concentra la parte
positiva y es dirigida a la parte mas electronegativa del péptido hacia la region del

grupo protector éster metilico .



Figura 26. Momento dipolar del compuesto 19.
Por otro lado se realizé un analisis conformacional por mecanica molecular en el
programa Spartan14v110 del dipéptido N-Cbz-Gli-ala-OMe (34), en el cual nos

arrojé un conférmero de minima energia de E=-95.90 (kJ/mol) ver figura 27.

Figura 27. Conférmero de minima energia del compuesto 34.

El conférmero de minima energia se sometidé a optimizacion de geometria mediante
el programa Gaussian 09 con el método B3LYP con una base 6-311+ (d,p) ver
figura 28. Donde podemos observar que existe impedimento estérico generando
entre el sustituyente R en el carbono alfa y el grupo protector Cbz, lo que evita el
acercamiento de los grupos reactivos y por consecuencia no se lleve a cabo la

ciclacion.



Figura 28. Geometria optimizada del compuesto 34.

5. 6.- Pruebas biolbégicas

Con base en los antecedentes que muestran los heterociclos nitrogenados con
propiedades antimicrobianos y antiflingicos.'® Los compuestos 21, 22, 23, 24, 25 y
26 se sometieron a pruebas biolégicas con la finalidad de observar su efecto
antimicrobiano frente a las cepas de E. coli011y S. aureus ATCC 27543, asi como
como su efecto antifungico frente a C. albicans mediante el ensayo de viabilidad
mediante la reduccién metabdlica del MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol).

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del MTT realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul
(formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion

celular.

Como estrategia experimental se llevé a cabo bajo el siguiente protocolo:



———
—

a) Cultivo primario:

S. aureusy E. COli =~ @ @ G C. Albicans

Medio de cultivo agar LB Medio de cultivo agar PDY
37 °Cl24 h 28 °C/ 3 dias

b) Ensayo de viabilidad por la reduccion de MTT

A [\ A

[ A I KA { KA
— — S
Caldo LB + Bacteria (E. coli) Caldo LB + Bacteria (S. aureus) Caldo PDY + levadura (C. albicans)

0,
21) HNO%O ° Tratamiento N-carboxianhidridos 24) O‘ ””%O/Lo
o

derivados de péptidos
NH NH
22) C‘N)L L — — 25) HN L
[¢]
o 21 22 23 24 2526
0,
23) /SVYL””L [J= (10,50,100,150 pg/ml) encubados por 24 h /\}NH
HN.

Yo% *Por cada N-carboxianhidrido derivado de péptidos 26) HN%O o
e}
[¢]

Absorbencia 600 nm de Turbidezy MTT




———
—

5.6.1 Efecto de N-carboxianhidridos derivados de péptidos sobre la viabilidad
de E. coli.

La viabilidad se determind mediante la lectura de absorbancia de cinéticas de
crecimiento a 600 nm por 24 hr, en ensayos de turbidez y reduccion metabdlica del
MTT, incluyendo un control (LB (Caldo Luria Bertani)+ E. coli) y los respectivos
tratamientos (LB + E. coli + N-carboxianhidrido) a concentraciones 1, 10, 50, 100 y

150 pg/ml, en cada uno de los siguientes resultados se muestra dos graficas:

a) Representa el crecimiento bacteriano que es directamente proporcional a la
absorbancia de la turbidez con respecto al tiempo.

b) Representa el Pico maximo de crecimiento el cual es el representativo para
observar el efecto de los compuestos sobre la viabilidad del modelo biolégico
que es directamente proporcional a la absorbancia de la reduccion

metabolica del MTT con respecto al tiempo.
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De acuerdo con los resultados obtenidos el tratamiento del compuesto 21 (figura 29
a, b ) inhibié el crecimiento de E. coli 011 a una concentracion de 1 ug/ml teniendo

una diferencia significativa con respecto al control en el tiempo de 4 horas siendo

el pico maximo de crecimiento bacteriano, afectando la viabilidad de la bacteria.
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Figura 29. Efecto del compuesto 21 sobre la viabilidad de E. coli 011.La bacteria fue cultivada toda la noche. Se ajusté a la
DOsoo a 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciond el tratamiento con el compuesto 21 (1, 10, 50,100 y 150 pg/ml) durante 2, 4, 8,12y 24 h. La
viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccién metabdlica del MTT (b). Los
resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié respecto al tratamiento
con el control (LB+ E. coli) en el tiempo correspondiente.

De igual manera para el compuesto 22 (figura 30 a y b) inhibi6 el crecimiento de E.
coli 011 en todas las concentracién probadas, la mas significativa fue la
concentracion de 150 ug/ml con respecto al control en el tiempo de 4 hr siendo el

pico maximo de crecimiento bacteriano, afectando la viabilidad de la bacteria.
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Figura 30. Efecto del compuesto 22 sobre la viabilidad de E. coli 011.La bacteria fue cultivada toda la noche. Se ajusté a
la DOgsoo @ 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciond el tratamiento con el compuesto 22 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4, 8,12y 24
h. La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccion metabdlica del MTT (b y
c). Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié respecto
al tratamiento con el control (LB+ E. coli) en el tiempo correspondiente.



Para el tratamiento del compuesto 23 (figura 31 a y b) inhibi6 el crecimiento de E.
coli 011 en todas las concentraciones en el tiempo de 4 horas pico maximo de

crecimiento, siendo la concentracién de un 1 ug/ml la mas significativa con respecto

al control (LB+ E. coli 011), afectando la viabilidad de la bacteria.
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Figura 31. Efecto del compuesto 23 sobre la viabilidad de E. coli 011.La bacteria fue cultivada toda la noche. Se ajusté a la
DOsooa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciond el tratamiento con el compuesto 23 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4, 8,12 'y 24 h.
La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccién metabdlica del MTT (b). Los
resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié respecto al
tratamiento con el control (LB+ E. coli) en el tiempo correspondiente.
El compuesto 24 (figura 32 a y b) inhibi6 el crecimiento de E. coli 011 en todas las
concentraciones en el tiempo de 4 horas pico maximo de crecimiento, siendo la
concentracion 100 ug/ml que tuvo mas diferencia significativa con respecto al control

(LB+ E. coli 011), afectando la viabilidad de la bacteria.
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Figura 33. Efecto del compuesto 24 sobre la viabilidad de E. coli 011.La bacteria fue cultivada toda la noche. Luego se
ajusto a la DOggo @ 0.2 (9.2x107/ml), y se adicion6 el tratamiento con el compuesto 24 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4,
8,12y 24 h. La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reducciéon metabdlica del
MTT (b). Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecio
respecto al tratamiento con el control (LB+ E. coli) en el tiempo correspondiente.



El compuesto 25 (figura 34 a y b) inhibio el crecimiento de E. coli 011 en todas las
concentraciones en el tiempo de 4 horas pico maximo de crecimiento, siendo la

concentracion 150 ug/ml que tuvo mas diferencia significativa con respecto al control

(LB+ E. coli 011), afectando la viabilidad de la bacteria.
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Figura 34. Efecto del compuesto 25 sobre la viabilidad de E. coli 011.La bacteria fue cultivada toda la noche. Luego se ajustd
ala DOga 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciono el tratamiento con el compuesto 25 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4, 8,12y 24
h. La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccion metabdlica del MTT (b).

Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié respecto al
tratamiento con el control (LB+ E. coli) en el tiempo correspondiente.
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El compuesto 26 (figura 35 a y b) inhibié el crecimiento de E. coli 011 en todas las
concentraciones en el tiempo 4 pico maximo de crecimiento, siendo la concentracion
1 ug/ml que tuvo mas diferencia significativa con respecto al control (LB+ E. coli
011), observando que el efecto es dependiente de la concentracion afectando la

viabilidad de la bacteria.
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Figura 35. Efecto del compuesto 26 sobre la viabilidad de E. coli 011.La bacteria fue cultivada toda la noche. Luego se ajustd
ala DOgpa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciono el tratamiento con el compuesto 26 (1, 10, 50,100 y 150 pg/ml) durante 2, 4, 8,12y 24
h. La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reducciéon metabdlica del MTT (b).
Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecio respecto al
tratamiento con el control (LB+ E. coli) en el tiempo correspondiente.



5.6.2.- Efecto de N-carboxianhidridos derivados de péptidos sobre la

viabilidad de S. aureus

La viabilidad se determind mediante la lectura de absorbencia en cinéticas de

crecimiento, en ensayos de reduccion metabdlica del MTT.

De acuerdo a los resultados obtenidos comenzando con el compuesto 21 (figura 36
a y b) no inhibi6 el crecimiento de S. aureus en las concentraciones evaluadas en

el tiempo de 8 horas pico maximo de crecimiento, respecto al control (Lb+ S.

aureus).
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Figura 36. Efecto del compuesto 21 sobre la viabilidad de S. aureus ATTC 27543.La bacteria fue cultivada toda la noche.
Luego se ajustd a la DOggoa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciond el tratamiento con el compuesto 21 (1, 10, 50,100 y 150 pg/ml) durante
2,4, 8,12 y 24 h. La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccién metabdlica

del MTT (b). Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié
resnectn al tratamientn con el cantral (1 R+ S anreris) en al tiemnn enrresnnndiente

El compuesto 22 (figura 37 a y b) inhibié el crecimiento de S. aureus en la
concentracion 150 pg/ml en el tiempo 8 pico maximo de crecimiento, siendo la
concentracion que tuvo mas diferencia significativa con respecto al control (LB+ S.
aureus ATTC 27543).
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Figura 37. Efecto del compuesto 22 sobre la viabilidad de S. aureus ATTC 27543.La bacteria fue cultivada toda la noche.
Luego se ajusto a la DOgyoa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciond el tratamiento con el compuesto 22 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante
2,4, 8,12 y 24 h. La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccién metabdlica
del MTT (b). Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecio

respecto al tratamiento con el control (LB+ S. aureus) en el tiempo correspondiente.

El ensayo con el compuesto 23 (figura 38 a y b), no inhibi6é el crecimiento de S.

aureus en ninguna de las concentraciones en el tiempo 8 pico maximo de

crecimiento, con respecto al control (LB+ S. aureus ATTC 27543).
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Figura 38. Efecto del compuesto 23 sobre la viabilidad de S. aureus ATTC 27543. La bacteria fue cultivada toda la noche.
Se ajustd a la DOgyoa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciono el tratamiento con el compuesto 23 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4,
8,12 y 24 h. La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccion metabdlica del
MTT (b). Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié
respecto al tratamiento con el control (LB+ S. aureus) en el tiempo correspondiente.



El ensayo con el compuesto 24 (figura 39 a y b), inhibi6 el crecimiento de S. aureus

en la concentracién de 1, 10 y 50 pg/ml en el tiempo 8 pico maximo de crecimiento,

siendo la concentracion que tuvo mas diferencia significativa con respecto al control

(LB+ S. aureus ATTC 27543).
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Figura 39. Efecto del compuesto 24 sobre la viabilidad de S. aureus ATTC 27543.La bacteria fue cultivada toda la noche.
Luego se ajustd a la DOggoa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciond el tratamiento con el compuesto 24 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante
2,4, 8,12y 24 h. La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccion metabdlica
del MTT (b). Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecio
respecto al tratamiento con el control (LB+ S. aureus) en el tiempo correspondiente.

El ensayo con el compuesto 25 (figura 40 a y b), inhibi6 el crecimiento de S. aureus

en la concentracion 1y 10 ug/ml en el tiempo 8 pico maximo de crecimiento, siendo

las concentraciones que tuvieron mas diferencia significativa con respecto al control

(LB+ S. aureus ATTC 27543).

Q
N

10

-o—LB
=o=ALA 1
ALA 10
39 =*=ALA50
—e—ALA 100
=o—ALA 150

Crecimiento bacteriano
Absorbancia (600 nm)
LN
o
o
=
N
o

0.1
Tiempo (horas)

(=2
N
I
z
Y
O,
]

o
O,

b
7

H

Absorbanma (600nm)
N w

Crecimiento bacteriano

Tiempo (8 horas)

u S, aureus

mAla1

Ala 10

mAla 50

mAla 100

mAla 150

Figura 40. Efecto del compuesto 25 sobre la viabilidad de S. aureus ATTC 27543.La bacteria fue cultivada toda la noche.
Se ajustd a la DOggoa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciono el tratamiento con el compuesto 25 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4,
8,12 y 24 h. La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccion metabdlica del
MTT (b). Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié
respecto al tratamiento con el control (LB+ S. aureus) en el tiempo correspondiente.



El ensayo con el compuesto 26 (figura 41 a y b), inhibio el crecimiento de S. aureus

en la concentracion 100 pg/ml en el tiempo 8 pico maximo de crecimiento, siendo la

concentracion que tuvo mas diferencia significativa con respecto al control (LB+ S.
aureus ATTC 27543).
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Figura 41. Efecto del compuesto 26 sobre la viabilidad de S. aureus ATTC 27543.La bacteria fue cultivada toda la noche.
Se ajusto a la DOggo a 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciono el tratamiento con el compuesto 26 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4,
8,12 y 24 h. La viabilidad bacteriana se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccion metabdlica del
MTT (b). Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié
respecto al tratamiento con el control (LB+ S. aureus) en el tiempo correspondiente.

5.6.3.- Efecto de N-carboxianhidridos derivados de péptidos sobre la
viabilidad de C. albicans

La viabilidad se determind mediante la lectura de absorbancia de cinéticas de
crecimiento a 600 nm por 24 hr, en ensayos de turbidez y reduccion metabdlica del
MTT, incluyendo un control (PDY (Caldo papa destroxa) + C. albicans) y los
respectivos tratamientos (PDY+ C. albicans + N-carboxianhidrido) a

concentraciones 1, 10, 50, 100 y 150 ug/ml.



De acuerdo a los resultados obtenidos comenzando con el compuesto 21 (figura 42
a y b), inhibié el crecimiento de C. albicans en todas las concentraciones en el

tiempo 24 horas pico maximo de crecimiento, siendo las concentraciones 1, 10 y 50

ug/ml que tuvieron mas diferencia significativa con respecto el control.
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Figura 42. Efecto del compuesto 21 sobre la viabilidad de C. albicans.La levadura fue cultivada por 48 hr. Luego se ajusto a la
DOsooa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciono el tratamiento con el compuesto 21 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4, 8,12y 24 h. La
viabilidad de la levadura se determind mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccion metabdlica del MTT (b). Los
resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié respecto al
tratamiento con el control (PDY+ C. albicans) en el tiempo correspondiente.

De acuerdo a los resultados obtenidos comenzando con el compuesto 22 (figura 43
ayb), inhibié el crecimiento de C. albicans en la concentracién 1 ug/ml en el tiempo

24 horas pico maximo de crecimiento, tuvo mas diferencia significativa con respecto

el control (PDY+ C. albicans).
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Figura 43. Efecto del compuesto 22 sobre la viabilidad de C. albicans.La levadura fue cultivada por 48 hr. Se ajusto a la DOggo
a 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciono el tratamiento con el compuesto 22 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4, 8,12 y 24 h. La viabilidad
de la levadura se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccion metabdlica del MTT (b). Los resultados
correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié respecto al tratamiento con el

control (PDY+ C. albicans) en el tiempo correspondiente.



El compuesto 23 (figura 44 a y b) inhibié el crecimiento de C. albicans la
concentracion 100 ug/ml en el tiempo de 24 horas pico maximo de crecimiento,

siendo la que tuvo mas diferencia significativa con respecto al control (PDY + C.

albicans), afectando la viabilidad de la levadura.

b) Q
a) 1o /sv\ﬁ\*NH
HN L
77’0 e}
25
L2
g T c b c b uC. albicans
TS —o—LB o 2 * a
- c
58 —o—Met 1 sE u Vet 1
K] © L O
o
2% 1 Met 10 S8 15
5s 0 5 10 15 20 25 30 _o_pmet50 e Met 10
Es £
83 —o—Met 100 £g 1 u Met 50
< —e—Met 150 e
5 <
°% o5 = Met 100
u Met 150
0.1 ) 0
Tiempo (horas) Tiempo ( 24 Horas)

Figura 44. Efecto del compuesto 23 sobre la viabilidad de C. albicans. La levadura fue cultivada por 48 hr. Luego se ajustd
a la DOggoa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciono el tratamiento con el compuesto 23 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4, 8,12 y 24
h. La viabilidad de la levadura se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccidon metabdlica del MTT (b).
Los resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié respecto al
tratamiento con el control (PDY+ C. albicans) en el tiempo correspondiente.

El compuesto 24 (figura 45 a y b) no inhibié el crecimiento de C. albicans en las
concentraciones evaluadas en el tiempo de 24 horas pico maximo de crecimiento,
respecto al control (PDY+ C. albicans), por lo que no se ve afectada la viabilidad
de la levadura.
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Figura 45. Efecto del compuesto 24 sobre la viabilidad de C. albicans.La levadura fue cultivada por 48 hr. Se ajusté a la DOgpo
a 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciond el tratamiento con el compuesto 24 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4, 8,12 y 24 h. La
viabilidad de la levadura se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccién metabdlica del MTT (b). Los
resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié respecto al
tratamiento con el control (PDY+ C. albicans) en el tiempo correspondiente.



El compuesto 25 (figura 46 a y b) no inhibi6 el crecimiento de C. albicans en las

concentraciones evaluadas en el tiempo de 24 horas pico maximo de crecimiento,

respecto al control (PDY+ C. albicans), por lo que no se ve afectada la viabilidad

de la levadura, por lo contrario induce el crecimiento de la levadura.
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Figura 46. Efecto del compuesto 24 sobre la viabilidad de C. albicans. La levadura fue cultivada por 48 hr. Se ajusté a la
DOsooa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciono el tratamiento con el compuesto 24 (1, 10, 50,100 y 150 ug/ml) durante 2, 4, 8,12y 24 h. La
viabilidad de la levadura se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccién metabdlica del MTT (b). Los
resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié respecto al
tratamiento con el control (PDY+ C. albicans) en el tiempo correspondiente.

El compuesto 26 (figura 47 a y b) inhibio el crecimiento de C. albicans en las

concentraciones 1 y 10 ug/ml evaluadas en el tiempo de 24 horas pico maximo de

crecimiento, de manera significativa con respecto al control (PDY+ C. albicans), por

lo que se ve afectada la viabilidad de la levadura, observando que altas

concentraciones no hay efecto.
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Figura 47. Efecto del compuesto 26 sobre la viabilidad de C. albicans. La levadura fue cultivada por 48 hr. Se ajust6 a la
DOeggoa 0.2 (9.2x107/ml), y se adiciono el tratamiento con el compuesto 26 (1, 10, 50,100 y 150 pg/ml) durante 2, 4, 8,12y 24 h. La
viabilidad de la levadura se determiné mediante cinéticas de crecimiento (a) y el ensayo de reduccion metabdlica del MTT (b). Los
resultados correspondieron al promedio de 1 experimentos por duplicado. P< 0.05. La significancia se establecié respecto al
tratamiento con el control (PDY+ C. albicans) en el tiempo correspondiente.



Los ensayos de los compuestos 21, 22, 23, 24,25 y 26 se observa un efecto

importante sobre la viabilidad de E. coli, C. albicans 'y S, aureus que se determiné

mediante la lectura de absorbancia en cinéticas de crecimiento, en ensayos de

reduccion metabdlica del MTT , los resultados se ven resumidos en la siguiente

tabla 6.

Tabla 6. Efecto de N-Carboxianhidridos sobre E. coli, C. albicans y S. aureus

Compuesto

(0]

E. coli 011

Efecto[]

1 pg/ml

Efecto [ ]

150 pg/ml

Efecto [ ]

1 pg/ml

Efecto[]

100 pg/mi

Efecto [ ]

150 pg/ml

Efecto[]

1 pg/ml

S. aureus ATTC 27543

No efecto

Efecto [ ]

150 pg/ml

No efecto

Efecto[]

1,10 y 50 pg/ml

Efecto [ ]

1y 10 pg/ml

Efecto[]

100 pg/mi

[ ]= concentracion de efecto sobre la viabilidad

C. albicans

Efecto[]

1,10y 50 pg/ml

Efecto [ ]

150 pg/ml

Efecto [ ]

100 pg/ml

Inductor de
crecimiento

Inductor de
crecimiento

Efecto[]

1y 10 ug/ml
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Como se puede apreciarse en la tabla 6 los N-Carboxianhidridos tuvieron efecto
importante sobre la viabilidad de dichos microorganismos. Donde todos los
compuestos sobre E. coli 011 tuvieron efecto importante sobre su viabilidad a
diferentes concentraciones; tal es caso de 21, 23 y 26 que muestra que a

concentraciones bajas en 1 pg/ml se observa el efecto, mientras que 25, 24 y 22

en altas concentraciones entre el rango de 100 y 150 pg/ml.

Sobre S. aureus ATTC 27543 los compuestos 21 y 23 no tuvieron efecto en ninguna
de las concentraciones probadas con respecto al control; mientas el resto si

presentaron efecto importante.

En C. albicans los compuestos 24 y 25 se observa un efecto inductor de crecimiento
sobre la levadura con respecto al control, el cual es un efecto importante desde un
punto de vista bioldgico, ya que el ciclo de crecimiento de los hongos es lento por lo

que estos ciclos estén actuando sobre un receptor e induzca el crecimiento.

En contexto estos compuestos despiertan un interés importante a nivel biolégico

como antimicrobianos sobre estos agentes bioldgicos.



6.-CONCLUSIONES

La reaccion de acoplamiento intramolecular a partir de los N-aminoacidos
protegidos 7,8,9,10,11 y 12, con el amino éster 14 condujo a la formacién de los
dipéptidos protegidos 15,16,17,18,19 y 20. Los dipéptidos protegidos fueron
elucidados mediante técnicas de espectroscopia de RMN 'H y C'™ IR, y

espectrometria de masas.
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La radiacién de MO favorecio la sintesis en cascada de N-Carboxianhidridos a partir

de la reacciéon de desproteccion-ciclacion del N-Cbz-(S)-dipeptidil-metil esteres 21,
22,23, 24,25y 26 en medio basico y agua. La reaccion procedio en un tiempo de
12 minutos y en rendimientos por encima del 90 %. Los N-Carboxianhidridos fueron
elucidados mediante técnicas de espectroscopia de RMN 'H y 8C, IR, y
espectrometria de masas. La influencia de la radiacion de MO en la reaccion
promueve la formacion de los N-carboxianhidridos de forma rapida, bajo

condiciones suaves, altamente eficiente y amigable con el ambiente.

i HN}—O o
0

Las fuentes de energia como la solar y la luz ultravioleta favorecieron la ciclacion
del compuesto 15, sin embargo la reaccidon procedidé con tiempos mas prologados
en comparacion de las MO, y se promueve la formacién preferentemente del
compuesto hidrolizado 27. Cabe mencionarse que las MO mostraron ser la mejor

fuente de energia para ciclacién en tiempos, rendimiento y pureza de la reaccion.



La evaluacién de influencia glicina terminal de los dipéptidos 28,29 y 30 fue
importante ya que al intercambiar los fragmentos de posicion no se logra la ciclacion

al someterlos a condiciones de MO, obteniendo los compuestos hidrolizados 31,32
y 33.
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En contexto con la finalidad de explicar el por qué no se promueve la ciclacion al
intercambiar los fragmentos, se realizé calculos computacionales obteniendo el
conformero de minima energia y la optimizacién de geometria del compuesto 34
donde se pudo observar que existe impedimento estérico lo que evita el
acercamiento de los grupos reactivos y por consecuencia no se promueva la
ciclacion. Mientras que cuando se tiene la glicina terminal se observé que estan

disponibles los sitios reaccion sin impedimento estérico para promover la ciclacion.

Los ensayos de las pruebas bioldgicas de los N-carboxianhidridos se observa un
efecto importante sobre la viabilidad de E. coli, C. albicans y S. aureus mostrando
que los heterociclos 21, 22, 23, 24, 25 y 26 tuvieron un efecto importante sobre la
viabilidad E. coli 011 a diferentes concentraciones con respecto al control. Con
respecto a S. aureus los heterociclos 21 y 23 no tuvieron un efecto significativo de
inhibicion. Por otro lado los heterociclos 24 y 25 tuvieron efecto de inductor del
crecimiento con respecto al control sobre Candida albicans. Cabe destacarse que
los heterociclos 23 y 26 fueron los mejores teniendo efecto sobre los tres

microorganismos.



7.- PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Aspectos generales

El material de vidrio, canulas, barras de agitacion, etc., empleados en la realizacion
de esta tesis se lavaron perfectamente, enjuagado con i-PrOH y secado en una

estufa a 120°C por lo menos durante 12 h.

Los disolventes utilizados como el hexano, AcOEt, DCM se destilaron en torre de

vigreux.

El tetrahidrofurano (THF) usado en las reacciones, se destilé sobre hidroxido de
sodio y posteriormente se seco a reflujo con sodio metalico y benzofenona como
indicador de humedad hasta observacion de una coloracion azul intenso. A
continuacién, se destild el disolvente bajo condiciones anhidras con flujo de

nitrégeno.

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

El monitoreo de las reacciones se efectué mediante cromatografia en capa fina
utilizando cromatofolios Merk de silica 60 F2s4 y como reveladores se utilizé luz UV

y vapores de yodo.

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

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

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

reactor CEM Discover Focussed Microwave System.

Los puntos de fusion fueron determinados mediante el método de Fischer en un

equipo marca EVEL mod. 1237 y no estan corregidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear ('H, '*C, HETCOR, COSY vy
DEPT) se realizaron en equipos Varian Mercury Plus 400. Los desplazamientos

quimicos (8) se expresan en partes por millon (ppm) y las constantes de



acoplamiento (J) se describen en Hertz (Hz), utilizando tetrametilsilano (TMS) como

referencia interna. Los disolventes deuterados utilizados para la obtencion de los

espectros fueron cloroformo (CDCls) y metanol (CD3sOD).

7.2 Procedimiento general de la N-proteccion de a-aminoacidos con

cloroformiato de bencilo (CbzCl).

En un matraz balén provisto con agitador magnético y en bafio de hielo, se disolvi6
1 equivalente de aminoacido en una solucién de NaOH (ac) 1N. Posteriormente se
adicionaron 1.12 equivalentes de cloroformiato de bencilo (CbzCl). La mezcla se
dejo reaccionar por una hora a una temperatura de 0°C y toda la noche a
temperatura ambiente. El crudo de reaccion se lavo con cloruro de metileno (2X30
mL). La fase acuosa se acidifico con HCI 1 N hasta pH 3. Posteriormente la fase
acuosa se extrajé con DCM (2X50 mL), la fase organica se secd sobre Na2SO4
anhidro para eliminar humedad, se filtr6 por gravedad y se concentrdé a presion
reducida en rotavapor. El producto de reaccion se purific6 mediante cristalizacion,

utilizando mezclas de disolventes.

7.2.1 Cbz-N-L-Fenilalanina (7)
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Siguiendo el procedimiento general para la N-proteccion de aminoacidos, se
mezclaron 1 g (11.0mmol) de L-Fen 40 mL de NaOH 1 N y 0.95 mL (7 mol) de
CbzCl. Se obtuvieron 1.701g del producto como un sélido blanco de punto de fusién

de 100 °C y con un rendimiento del 89%.
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H RMN. (CDCls, 200 MHz) & 7.11-7.32 (m, 10H, H's-8-12 y 14-18), 5.25 (d, J = 8.0,
1H, H-4), 5.08 (s, 2H, H-6), 4.65 (dd, J = 6.0, 13.6Hz, 1H, H-2), 3.21 (dd, J =5.4, 14
Hz, 1H, H-3a), 3.08 (dd, J= 6.2, 14 Hz, 1H, H-3b).

13C RMN. (CDCls, 75 MHz) & 37.6 (C-3), 54.1 (C-2), 67.1 (C-6), 127.2, 128.0, 128.2,
128.5, 128.6, 128.3 (C's-8-12 y 14-18) 135.8, 136.0 (C’'s-7-13) 155.8 (C-5), 176.0
(C-1).

7.2.2 Cbz-N-L-Prolina (8)

10 12
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Siguiendo el procedimiento general para la N-proteccion de aminoacidos, se
mezclaron 1 g (8.68 mmol) de L-Prolina, 40 mL de NaOH 1 N y 1.36 mL (10.89
mmol) de CbzCl. Se obtuvieron 1.83g del producto como una miel blanca, con un

rendimiento del 85%.

H RMN (400 MHz, CD30D) & 8.83 (s, 1H, OH), 7.47-7.17 (m, 5H, H's 9-13), 5.32-
5.02 (m, 2H, H-5), 4.51-4.22 (m, 1H, H-2), 3.85-3.25 (m, 2H, H-5), 2.35-2.08 (m, 2H,
H-5), 2.05-1.74 (m, 2H, H.3).

13C RMN (100 MHz, CD3OD) & 177.98 (C-1), 155.57 (C-6), 136.22 (C-7), 128.54,
128.11, 127.68 (C’s 13-9), 67.39 (C-7), 59.23 (C-2), 46.44 (C-5), 29.45 (C-4), 29.22
(C-3).
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7.2.3 Cbz-N-L-Metionina (9)

Siguiendo el procedimiento general para la N-proteccion de aminoacidos, se
mezclaron 1 g (6.70 mmol) de L-Metionina, 40 mL de NaOH 1 Ny 1.055 mL (7.5
mmol) de CbzClI. Se obtuvieron 1.380g del producto como una miel blanca, con un

rendimiento del 73%.

H RMN (400 MHz, CD30D) & 7.44 (m, 5H, H's 7-11), 5.77 (d, J= 8.11 Hz, H-3), 5.22
(dd J= 12.5, 12.3 Hz, H-5), 2.61 (t, J= 7.0 Hz, H-13), 2.12 (m, 2H, H-12), 2.8 (s, 1H,
H-14).

13C RMN (100 MHz, CDsOD) & 178.46 (C-1), 156.31 (C-4), 135.92 (C-6), 128.54,
128.30, 128.11 (C7-11), 67.49 (C-5), 53.15 (C-2), 31.63 (C-14), 29.61 (C-13), 15.2
(C-12).

7.2.4 Cbz-N-L-Triptéfano (10)

Siguiendo el procedimiento general para la N-proteccion de aminoacidos, se
mezclaron 1 g (5.0mmol) de L-Trp, 40 mL de NaOH 1 N y 0.76 ml (5.6 mmol) de
CbzCl. Se obtuvieron 1.520 g del producto como un sdlido blanco, con un
rendimiento del 91%. P.f. 140°C.

H RMN.(CDCls, 200 MHz) & 8.11 (s, 1H, H-11), 7.59 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-9), 7.45
(d, J = 7.87 Hz, 1H, H-6),7.23-7.33 (m, 6H, H's-17-21 y H-12),7.10-7.04 (m, 2H, H-
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7, H-8),5.28 (a, 1H, H-13), 5.04 (m, 2H,H-15),4.47-4.51 (a, 1H, H-2),3.33 (dd, J=
4.94y 14.46 Hz, 2H, H-3).

13C RMN. (CDCls, 75 MHz) & 28.5 (C-3), 56.3 (C-2), 67.5 (C-15), 111, 112.2, 119.2,
119.7, 122.3, 124.4, 128.6, 128.8 y 129.4 (C's-17-21), 138.2 (C-16), 154.7 (C-14),
175.2 (C-1).

7.2.5 Cbz-N-L-Alanina (11)

Siguiendo el procedimiento general para la N-proteccion de aminoacidos, se
mezclaron 1 g (11.2mmol) de L-alanina, 40 mL de NaOH 1Ny 1.77 mL (12.0 mmol)
de CbzCl. Se obtuvieron 1.320 g del producto como un sélido blanco, con un

rendimiento del 92%. Punto de fusién 66°C.

'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 7.10-7.30 (m, 5H, H 8-12), 5.35 (a, 1H, H-4), 5.09 (d,
J=6.59 Hz, 2H, H-6), 4.41 (¢, J=7.14 Hz, 1H, H-2), 1.46 (d, J=7.3 Hz, 3H, H-3).

13C RMN (CDCl3, 100 MHz) 5 181.4(C-3), 49.5 (C-2), 67.1 (C-6), 128.1, 128.2, 128.5
(C’s -8-12), 136.0 (C-7), 155.8 (C-5) 177.6 (C-1).

7.2.6 Cbz-N-L-Valina (12)
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Siguiendo el procedimiento general para la N-proteccion de aminoacidos, se
mezclaron 1 g (8.53 mmol) de L-Valina, 40 mL de NaOH 1 Ny 1.34 mL (9.5 mmol)
de CbzCl. Se obtuvieron 1.560g del producto como una miel, con un rendimiento
del 73%.
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H RMN (400 MHz, CD30D) & 7.35-7.10 (m, 5H, H's 11-7), 5.4 (d, J= 9.0 Hz, 1H, H-
3), 5. 21 (m, 2H, H-5), 4.35 (dd, J= 9.0, 4.5 Hz, 1H, H-2), 2.22 (m, 1H, H-12), 0.99
(d, J= 6.8 Hz, 3H, H-13), 0.91 (d, J= 6.9 Hz, 3H, H-14)

13C RMN (100 MHz, CD30D) & 177.06 (C-4), 155.92 (C-6), 128.47, 128.17, 128.08
(C’s 7-11), 67.60 (C-5), 59.61 (C-2), 31.02 (C-12), 18.58 (C-13), 17.17 (C-14).

7.3 Clorhidrato de a-aminoacetato de metilo (14)

® O
H3N\)Jz\ P
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En un matraz balén provisto de agitacion magnética y en bafio de hielo, se adicioné
1 g (13 mmol) de glicina disuelto en 40 mL de MeOH. Posteriormente se adicionaron
lentamente 1.45 mL (15.6 mmol) de cloruro de tionilo (SOCI2) y se dejo en agitacidon
por 12 h. Transcurrido el tiempo de reaccion, se evaporo el disolvente en el
rotavapor, empleando una trampa de hidroxido de sodio para neutralizar los vapores
del HCI que se desprenden. Posteriormente se realizaron lavados con un DCM con
el fin de purificar el éster. Se obtuvieron 1.601 g del compuesto en forma de

clorhidrato con un rendimiento del 95%, como un sdlido cristalino higroscopico.

"H RMN (CD30D, 200 MHz) 6 3.82 (s, 2H, H-2), 3.81 (s, 3H, H-1).
13C RMN (CD30D, 75 MHz) 640.9 (C-3), 53.4 (C-1), 168.9 (C-2).
7.4 Procedimiento general para el acoplamiento de aminoacidos

Mezcla A: En un matraz balon provisto de agitacion magnética bajo corriente de
nitrogeno se adiciond 1 equivalente del amino éster correspondiente disuelto en
THF/DMSO a una concentracion de 0.2 M; Posteriormente se adicionaron 2
equivalentes de 4-metilmorfolina (NMM). La mezcla de reaccion se dejo reaccionar

por un periodo de 1 h a temperatura ambiente en condiciones anhidras.

Mezcla B: En un matraz balén de 3 bocas provisto de dos embudos de adicion,
agitacion magnética y corriente de nitrégeno, se colocaron 1.1 equivalentes del
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aminoacido N-protegido disuelto en THF a una concentracion 0.2 M. La solucién se
enfrié a -10°C (bafio de hielo humedo y cloruro de sodio). Una vez enfriada la
solucién se adicionaron 1.1 equivalentes de NMM vy se dejo en agitacion por un
periodo de 5 minutos. Transcurrido el tiempo, se adicionaron lentamente 1.05
equivalentes de cloroformiato de isobutilo (i-BBCIl) disueltos en THF a una

concentracion 0.2 M. La mezcla se dejo reaccionar por un periodo de 20 minutos.

Posteriormente se adicioné la mezcla A lentamente (gota a gota) a la mezcla B. La
mezcla resultante se agitd por una hora mas a -10°C y dejando subir la temperatura
hasta alcanzar la temperatura ambiente para después dejar reaccionar toda la

noche.

Transcurrido el tiempo de reaccion se evaporoé el disolvente a presion reducida en
el rotavapor, posteriormente se extrajo con acetato de etilo (AcOEt) y se lavd con
HCI al 10%, H20 (2X20mL), solucién saturada de NaHCOs (2X20mL), H20
(2X20mL). La fase organica se seco sobre sulfato de sodio anhidro y finalmente se
concentré en el rotavapor. El producto de reaccion se purific6 por medio de
cromatografia en columna, empleando gel de silice como fase estacionaria y
mezclas de disolventes compuestas de hexano, AcOEt, metanol y DCM como fase

movil.
7.4.1 Cbz-N-L-Phe -Gli-OMe (15)
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De acuerdo con el procedimiento general de acoplamiento, 0.7 g (3.0 mmol) de
Cbz-N-L-Pen 5 fueron tratados con 0.92 mL de NMM (3.0mmol) en 14 mL de THF
y 0.4 1 (3.0 mmol) de i-BBClI disueltos en 2 mL de THF anhidro, seguido de la adicion
de la mezcla formada por 0.285 g (3.0 mmol) del éster metilico de la Gli, 0.34 mL
(3.1 mmol) de NMM, 6.61 mL de THF y 2mL de DMSO. Después de la purificacion
por recristalizacion en una mezcla DCM/hexano se aislaron 0.608 g (89.2 % de



rendimiento) del compuesto como un sélido blanco de punto de fusion de 101 °C.

Los cuales los datos espectroscopicos correspondieron a los reportados en la

literatura.38

IR (KBr, cm™) (%T): 3296.3 (N-H), Vcoor=1743.73, Vconn= 1691.51, Vo-conn=

1647.53, V n.c=cH.ar= 1540.36, 1450.49

EM m/z (70 eV) = 370 [M-1]+

[a]o = -17.89 (c=10, MeOH)

7.4.2 Cbz-N-L-Pro-Gli-OMe (16)
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De acuerdo con el procedimiento general de acoplamiento, 0.500g (2.14 mmol) de
Cbz-N-L-Val fueron tratados con 0.26 mL de NMM (2.24 mmol) en 14 mL de THF y
0.31 mL (2.4 mmol) de i-BBCI disueltos en 2 mL de THF anhidro, seguido de la
adicion de la mezcla formada por 0.269 g (2.14 mmol) del éster metilico de la Gli ,
0.3 mL (2.57 mmol) de NMM, 6.61 mL de THF y 2mL de DMSO. Después de la
purificacion por recristalizacion en una mezcla DCM/hexano se aislaron 0.530g (85

% de rendimiento) del compuesto como una miel blanca.

TH RMN (400 MHz, CD30D) & 7.34 (m ancha, 5H, H's 14-18), 6.56 (s ancha, 1H, H-
4), 5.12 (m ancha, 2H, H-3), 3.72 (s ancha, 3H, H-1), 3.51 (m ancha, 2H, H-9), 2.15
(m ancha, 2H, H-7) 1.93 (m ancha, 2H, H-8).



———
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13C RMN (100 MHz, CDsOD) & 172.41 (C-2), 170.045 (C-5), 156.01 (C-11), 136 (C-
13), 128.37, 127.96, 127.78 (C's 14-18), 67.96 (C-12), 60.66 (C-3), 52.14 (C-1),
46.92 (C-9) 41.04 (C-8), 30.97 (C-7).

IR (KBr, cm™) (%T): Vu= 3329.53,Vart = 2973.24, Vco-or=1754.32 (74%), Vco-nn,= 1697.01, Vo

co-Nnv= 1669.43, V H,c=cH, ar= 1534.86, 1416.49
[a]o = -77.78

EM m/z (70 eV) = 320 [M]+(c=10, MeOH)

7.4.3 Cbz-N-L-Met-Gli-OMe (17)
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De acuerdo con el procedimiento general de acoplamiento, 0.300 g (1.50 mmol) de
Cbz-N-L-Met fueron tratados con 0.181 mL de NMM (1.65 mmol) en 14 mL de THF
y 0.218 (1.68 mmol) de i-BBCI disueltos en 2 mL de THF anhidro, seguido de la
adicion de la mezcla formada por 0.3147 g (1.50 mmol) del éster metilico de Gili,
0.198 mL (1.80 mmol) de NMM, 6.61 mL de THF y 2 mL de DMSO. Después de la
purificacion por recristalizacion en una mezcla DCM/hexano se aislaron 0.352 g (92
% de rendimiento) del compuesto como un sdlido blanco de punto de fusion 91-
92°C.

H RMN (400 MHz, CDs0OD) & 7.42-7.35 (m, 5H, H's 14-18) ,6.92 (s, 1H, H-4), 5.74
(d, J= 8.0 Hz, 1H, H-10), 5.11 (dd, J=17.2, 12.1 Hz, 2H, H-12), 4.50 (dd J= 14.1, 7.1
Hz 1H, H-6), 4.01 (dd, J= 15.5, 7.4 Hz, 1H, H-3), 3.73 (s, 1H,H-1), 2.59 (t, J=7.2 Hz,
2H, H-8), 2.19-1.90 (m, 2H, H-7),2.10 (s, 1H, H-9).



———
—

13C RMN (100 MHz, CD3OD) & 1771.57 (C-2), 170.25 (C-5), 156.39 (C-11), 136.04
(C-13), 128.48, 128.17, 127.99 (C’s 14-18), 67.24 (C-12), 53.66 (C-6), 52.56 (C-1),
41.18 (C-3), 31.66 (C-7), 29.86 (C-8), 15.18 (C-9).

IR (KBr, cm'1) (%T): Vnu=3287.5, Vnar-n= 3035.18, Vco-0r=1758.73, Vco-nu,= 1743.51, Vo-co-nk=

1648.53, V H,c=cHar= 1537.36, 1440.49.

[a]o = -27.34 (c=10, MeOH)

EM miz (70 eV) = 354 [M]+
7.4.4 Cbz-N-L-Trp-Gli-OMe (18)
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De acuerdo con el procedimiento general de acoplamiento, 1.192 g (3.50 mmol) de
Cbz-N-L-triptofano fueron tratados con 0.38 mL (3.5 mmol) de NMM en 23.85 mL
de THF y 0.46 mL (3.58 mmol) de i-BBCl disueltos en 2 mL de THF anhidro, seguido
de la adicién de la mezcla formada por 0.400 g (3.50 mmol) del éster metilico de la
glicina , 0.4 mL (3.8 mmol) de NMM, 9.28 mL de THF y 2 mL de DMSO. Después
de la purificacion por recristalizacion con mezcla DCM/hexano se aislaron 1.177g
(82% de rendimiento) del compuesto como un sélido color amarillo ocre de punto
de fusidbn de 140-142°C. Los datos espectroscopicos coincidieron con los

reportados en la literatura.

H RMN (400 MHz, CD30D) & 7.59 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-19), 7.35 -7.24 (m, 5H,H-
12-16, H-22), 7.10-7.04 (m, 2H, H-24, H-21), 6.98 (dd, J = 7.1 Hz, 1H, H-20), 5.01
(2d,J=6.5 Hz, 2H, H-10), 4.46 (dd, J = 8.7, 5.0 Hz, 1H, H-6),3.82 (s, 3H,H-1) 3.75
(dd, J = 4.16, 14.9 Hz, 2H, H-3), 3.34 (dd, J = 14.7, 5.0 Hz, 1H, H-7a), 3.08 (dd, J =
14.6, 8.8 Hz, 1H, H-7b).



———
—

13C RMN (100 MHz, CD30OD) & 175.4 (C-2), 174.1 (C-5), 158.3 (C-9), 138.0 (C-11),
137.9 (C-23), 129.4 ,128.8,128.6(C s'12-16), 128.1 (C-18), 124.5 (C-25), 122.2 (C-
21), 119.7 (C-19), 119.3 (C-20), 112.2 (C-22), 111.1 (C-17), 67.5 (C-10),58.9 (C-1
1)57.4 (C-6), 44.1 (C-3), 29.0 (C-7).

EM m/z (70 eV) = 408 [M-1] +
IR (KBr, cm™) (%T): Vnu= 3395.49, Vcoor=1751.96, Vconw.= 1686.93, Voconn=
1650.29, V H.c=cr.Ar= 1538.88, 1499 .49.

[a]lp =-21.11 ( c=10, MeoH)

7.4.5 Cbz-N-L-Ala-Gli-OMe (19)
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De acuerdo con el procedimiento general de acoplamiento, 0.440g (1.98 mmol) de
Cbz-N-L-Alanina fueron tratados con 0.92 mL de NMM (3.0mmol) en 14 mL de
THF y 0.4 ml (3.1mmol) de i-BBCI disueltos en 2 mL de THF anhidro, seguido de la
adiciéon de la mezcla formada por 0.250 g (1.98 mmol) del éster metilico de Gli, 0.2
mL (2.3 mmol) de NMM, 5.8 mL de THF y 2mL de DMSO. Después de la purificacion
por recristalizacion con mezcla DCM/hexano se obtuvo 0.310 g (79 % de

rendimiento) del compuesto como un sélido blanco. Punto de fusion 79-80 'C

H RMN (CDCls 200 MHz) & 7.26-7.54 (m, 5H, H's 12-16), 6.68 (s, 1H, H-8), 5.41
(s, 1H, H-4), 5.22 (2d,J=12.2 Hz 2H, H-10), 4.30 (m, 1H, H-6), 4.04 (d, J = 5.3 Hz,
2H, H-3),3.76 (s, 3H, H-1),1.41 (d, J = 7.1 Hz, 3H,H-7).

13C RMN (CDCl3 75 MHz) & 18.4 (C-7), 41.1 (C-3), 50.4 (C-6), 52.4 (C-1), 67.1 (C-
10), 128.1, 128.2, 128.5 (C’s, 12-16), 136.03 (C-11), 156.0 (C-9), 170.0 (C-5) 172.3
(C-2).



———
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IR (KBr, cm™) (%T): Vni= 3285.55, Vcoor=1735.49,Vconr,= 1687.93, Vo-conn=

1652.29
EM miz (70 eV) = 294 [M]+

[a]o = -27.28 (c=10, MeOH)

7.4.6 Cbz-N-L-Val-Gli-OMe (20)
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De acuerdo con el procedimiento general de acoplamiento, 0.500g (2.089 mmol) de
Cbz-N-L-Val fueron tratados con 0.25 mL de NMM (1.65 mmol) en 14 mL de THF y
0.30 mL (2.34 mmol) de i-BBCL disueltos en 2 mL de THF anhidro, seguido de la
adicion de la mezcla formada por 0.262 g (1.50 mmol) del éster metilico de Gli (14),
0.275 mL (2.08 mmol) de NMM, 6.61 mL de THF y 2 mL de DMSO. Después de la
purificacion por recristalizacion en una mezcla DCM/hexano se aislaron 0.586g (87
% de rendimiento) del compuesto como un sdlido blanco de punto de fusién 85-
87°C.

H RMN (400 MHz, CD30OD) & 7.41-7.28 (m, 5H, H's 14-18), 6.75 (s, 1H, H-4), 5.53
(d, J= 8.8 Hz, 1H, H-10), 5.09 (dd, J= 12.2, 6.1 Hz, 2H, H-12), 4.21-3.89 (2 dd J=
13.0, 5.1 Hz, 2H, H-6), 3.74 (s, 1H, H-1), 2.15( dq, J= 13.1, 6.5 Hz , 1H, H-7), 0.98
(d, J= 6.8 Hz ,3H, H-8),0.94 (d, J=6.8 Hz, 3H, H-9).

13C RMN (100 MHz, CDsOD) & 171.65 (C-2), 170.07 (C-5), 156.44 (C-11), 136.12
(C-13), 128.49, 128.15, 127.98 (C 14-18), 67.044 (C-12), 60.21 (C-3), 52.32 (C-1),
41.02 (C-6), 31.02 (C-6), 19.13 (C-8), 17.69 (C-19).

IR (KBr, cm™) (%T): Vr= 3390.5,Vco-0r=1760.32 ,Vconn,= 1734.23 , Vo-conn= 1631.43.

[a]o = -19.23 (c=10, MeOH)



EM m/z (70 eV) =322 [M]+

7.4.7 Cbz-N-L-Gli-Fen-OMe (28)

De acuerdo con el procedimiento general de acoplamiento, 0.300g (1.43 mmol) de
Cbz-N-L-Gli fueron tratados con 0.17 mL de NMM (1.57 mmol) en 14 mL de THF y
0.20 mL (1.60 mmol) de /i-BBCI disueltos en 2 mL de THF anhidro, seguido de la
adicién de la mezcla formada por 0.308 g (1.43 mmol) del éster metilico de la Fen
0.181 mL (1.72 mmol) de NMM, 6.61 mL de THF y 2 mL de DMSO. Después de la
purificacion por columna en un sistema 1:1 Hexano-Acetato se obtuvo una miel

transparente en un rendimiento del 81%.

H RMN (400 MHz, CD30D) & 7.39-7.21 (m, 10H, H's 11-15 y 18-22), 6.57 (d, J=7.4
Hz, 1H, H-7), 5.48 (s, 1H, H-4), 5.11 (s, 2H, H-9), 4.88 (dd J= 5.9, 7.8 Hz, H-3),
3.95-3.74 (m, 1H, H-6), 3.71 (s, 1H, H-1),3.18-2.97 (m, 2H,H-16).

13C RMN (100 MHz, CD30D) & 171.60 (C-1), 168.59 (C-5), 156.55 (C-8), 136.56 (C-
17), 135.44 (C-10), 129.18, 128.56, 128.51, 128.19, 128.06, 127.16, (C's 11-15 y

18-22), 67.30 (C-9), 53.01 (C-3), 52.42 (C-11), 44.53 (C-6),37.92 (C-16).

EM miz (70 eV) = 370 [M-1]*



———
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7.4.8 Cbz-N-L-Gli-Pro-OMe (29)

De acuerdo con el procedimiento general de acoplamiento, 0.250g (1.19 mmol) de
Cbz-N-L-Gli fueron tratados con 0.135 mL de NMM (1.31 mmol) en 14 mL de THF
y 0.20 mL (1.60 mmol) de i-BBCL disueltos en 2 mL de THF anhidro, seguido de la
adicion de la mezcla formada por 0.155 g (1.19 mmol) del éster metilico de la Pro,
0.157 mL (1.43mmol) de NMM, 6.61 mL de THF y 2 mL de DMSO. Después de la
purificaciéon por columna en un sistema 1:1 Hexano-AcOEt se obtuvo una miel

transparente en un rendimiento del 79%.

'H RMN (400 MHz, CD30D) & 7.43-7.22 (m, 5H, H's 13-18), 5.74 (s, 1H, H-9),5.13
(d, J = 12.5 Hz, 2H, H-11), 4.52 (dd, J = 8.6, 3.4 Hz, 1H, H-3), 4.03 (dd, J = 14.8, 8.4
Hz, 1H, H-8), 3.73 (s, 1H,H-1), 3.71-3.24 (m, 2H-H-6), 2.26 — 2.12 (m, 1H,H-2), 2.12
—1.94 (m, 2H,H-5).

13C RMN (100 MHz, CDsOD) & 172.35 (C-1), 166.89 (C-7), 156.38 (C-10), 136.59
(C-12), 128.37, 127.95, 127.89 (C’s 13-18), 66.94 (C-11), 59.02 (C-13), 52.15 (C-
1), 45.51 (C-6), 43.10 (C-4), 29.13 (C-4), 24.49 (C-5).

EM miz (70 eV) = 320 [M]*



———
—

7.4.9 Cbz-N-L-Gli-Tip-OMe (30)
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De acuerdo con el procedimiento general de acoplamiento, 0.200g (0.956 mmol)
de Cbz-N-L-Gli fueron tratados con 0.44 mL de NMM (1.31 mmol) en 14 mL de THF
y 0.20 mL (1.60 mmol) de i-BBCI disueltos en 2 mL de THF anhidro, seguido de la
adicion de la mezcla formada por 0.242 g (0.956 mmol) del éster metilico de la Trip,
0.12 mL (1.33 mmol) de NMM, 6.61 mL de THF y 2 mL de DMSO. Después de la
purificaciéon por columna en un sistema 1:1 Hexano-AcOEt se obtuvo una miel

transparente en un rendimiento del 71%.

'H RMN (400 MHz, CDz0D) & 7.49 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-19), .35-7.34 (m, 5H, H-
11-15, H-22), 7.10-7.04 ppm (m, 2H, H-24, H-21), 6.98 (dd, J = 7.1 Hz, 1H, H-20),
6.60 (d, J= 7.1 Hz, 1H, H-4 ), 5.42 (s, 1H, H-7), 5.07 (2d, J = 12.5 Hz, 2H, H-9), 4.94
—4.86 (m, 1H, H-3), 3.81 (m, 2H, H-6), 3.66 (s, 3H, H-1), 3.29 (d, J = 4.9 Hz, 3H, H
-16).

13C RMN (100 MHz, CDsOD) & 172.37, 170.01, 156.9 (C-2, C-6, C-8), 136.08 (C-23)
1128.62,122.20,128.19 (C-11-15), 127.39 (C-18), 123.14 (C-25), 122.20 (C-21),
119.56 (C-20), 118.32 (C-22), 67.15 (C-9), 52.67 (C-3), 52.52 (C-6), 27.34 (C-16).

EM miz (70 eV) = 408 [M-1]*
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7.5 Procedimiento general para la desproteccidon-ciclacion de los a-péptidos

bajo irradiacion de microondas.

En un matraz para microondas provisto de agitacion magnética se pesd un
equivalente de N-Cbz-a-dipéptido y se disolvié en una mezcla de THF/H20 (1:1) a
una concentracion 2 M, posteriormente se adicionaron 3 equivalentes de hidroxido
de litio. La mezcla de reaccion fue llevada a una temperatura de 80°C, a 100 w de
potencia de MO por un tiempo de 12 minutos. Transcurrido el tiempo de reaccion
(monitoreado por TLC, en sistema de hexano/AcOEt, 1:1) se evaporo el disolvente.
Posteriormente se extrajo con AcOEt, se lavd con H20, se secd sobre sulfato de

sodio anhidro y se evaporo en el rotavapor a presion reducida.
7.5.1 (S)-4-bencil-1-oxa-3,6-diazocan-2,5,8-triona (21)

0
- NH

1 0 56
HN3

}—o

Siguiendo el procedimiento general para la desproteccidn-ciclacion promovida por
MO, se sometieron a reacciéon 0.118 g (0.34mmol) del dipéptido 15 disueltos en 6
mL de THF/H20, con 0.043 g (1.03 mmol) de LiOH. Se obtuvieron 0.105 g del
compuesto en un sdélido blanco, con un punto de fusién de 110-111 °C y con un

rendimiento del 91%.

H RMN (400 MHz, CDz0OD) & 7.60 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-12), 7.28 (d, J = 7.2 Hz,
1H, H-15), 7.11 (s, 1H, H-18), 7.03 (dd, J = 8.1Hz 1H, H-14), 6.97 (dd, J =8.0 Hz,
1H, H-13), 4.49(dd, J = 5.7 Hz,1H, H-4), 3.69 (s, 2H, H-7), 3.27 (dd, J = 14.5, 5.0
Hz 1H, H-9a), 3.16 (dd J = 14.5, 6.7 Hz, 1H, H-9b).

13C RMN (100 MHz, CD30D) & 178.61 (C-5) 176.63 (C-8), 160.29 (C-2), 137.87 (C-
16), 129.26 (C-11), 124.49 (C-18), 122.08 (C-14), 119.67 (C-12), 119.55 (C-13),
111.96 (C-15), 111.56 (C-10), 56.51(C-4), 44.50 (C-7), 29.44 (C-9).

EM m/z (70 eV) = 285 (M-2H)*, 228, 185, 171, 91.06.



IR (KBr, cm™) (%T): v =3400.48, v conn= 1620.82

[a]o = +18.213 (c=10, MeOH)

7.5.2 (S)-4-Azolidin-1-oxa-6-diazocan-2,5, 8-triona (22)

O
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Siguiendo el procedimiento general para la desproteccion-ciclacion promovido por
MO, se sometié a reaccién 0.100 g (0,32 mmol) de 16 en 4 mL de THF/H20, con
0,041 g (0.98 mmol) de LiOH. Posteriormente se evaporé el disolvente de la mezcla
de reaccion y el producto fue purificado por cromatografia en columna utilizando
como eluyente una mezcla de CH2Cl2/MeOH (8:2). Se obtuvieron 0.071 g del
compuesto en forma de cristales blancos con un punto de fusién de 98-99 °C y con

un rendimiento del 90 %.

H RMN (400 MHz, CDCl3) & 5.02 (s, 1H, H-6), 4.45 (dd, J= 8.2, 3.0 Hz, 1H, H-4),
4.11 (dd, J= 18.3, 5.6 Hz, 1H, H-7), 3.92 (dd, J= 18.3, 4.8 Hz, 1H, H-7), 3.5 (m, 1H,
H-11), 3.4 (m, 1H, H-11), 2.27-2.11 (m, 2H, H-9), 2.06-1.98 (m, 2H, H-10).

13C RMN (100 MHz, CDCl3) 5 173.67 (C-5), 171.38 (C-2), 155.90 (C-8), 59.26 (C-
4), 45.74 (C-11), 42.49 (C-7), 29.68 (C-9), 24.59 (C-10).

EM m/z (70 eV) = 191.1 [M+1]+, 185.11, 128.08, 70.06.

IR (KBr, cm™) (%T): Vnn =3464.20, Vco-or=1746.43,Vconn= 1631.63 ,Vo-conn=
1540.92

[a]o = +38.29 (c=10,MeOH)



7.5.3 (S)-4-(tiol)- 1-oxa-6-diazocan-2, 5,8-triona (23)

11 5
10 4

Siguiendo el procedimiento general para la desproteccion-ciclaciéon fueron
sometidos a la reaccién 0.100 g (0.028mmol) de 17 disuelto en 6 mL de THF/H20,
con 0.034g (0.84 mmol) de LiOH. La mezcla resultante fue sometida a MO. Se
obtuvieron 0,105 g del compuesto en solido, con un punto de fusién de 169-170°C

y con un rendimiento del 90%.

H RMN (400 MHz, CDCl3) 5 6.54 (d J= 8.2 Hz, 1H , H-), 6.25 (t, J= 5.7 Hz, 1H, H-
),4.19 (td J= 8.3,4.7 Hz,1H, H-4), 3.70 (d, J= 5.7 Hz, 2H, H-7), 2.46 (t, J= 7.5 Hz, 2H,
H-10), 2.09 (s, 3H, H-11), 1.97-1.86 (m, 1H, H-9a), 1.77-1.69 (m, 1H , H-9b).

13C RMN (100 MHz, CDCl3) & 174.33 (C-5), 172.436 (C-8) ,157.80 (C-2), 52.06 (C-
11), 41.98 (C-4), 32.15 (C-7), 29.67 (C-10) 14.77 (C-9).

EM m/z (70 eV) = 232[M]+, 223.18, 108.09, 79.09,77.04.

IR (KBr, cm™") (%T): vNH =3379.00, v -CO-NH = 1675.02.
[a]o = +2.208 (c=10, MeOH)

7.5.4 (S)-4-metilen-indolin-1-oxa-3, 6-diazocan-2,5,8-triona (24)
0
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Siguiendo el procedimiento general para la desproteccidn-ciclacion se sometieron a
reaccion 0.100 g (1.21mmol) de 18 disueltos en 6 mL de THF/H20, con 0.030 g
(0.73 mmol) de LiOH. EIl crudo de reaccion se purificd mediante cromatografia en



———
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columna empleando gel de silice, con una mezcla 97:3:0.5 DCM/MeOH/NH+OH
como eluente, obteniéndose 0.030g de un solido café con un rendimiento del 63 %

y un punto de fusion de 180-181 °C.

H RMN (400 MHz, CDsOD) & 7.60 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-12), 7.28 (d, J = 7.2 Hz,
1H, H-15), 7.11 (s, 1H, H-18), 7.03 (dd, J = 8.1Hz 1H, H-14), 6.97 (dd, J =8.0 Hz,
1H, H-13), 4.49(dd, J = 5.7 Hz,1H, H-4), 3.69 (s, 2H, H-7), 3.27 (dd, J = 14.5, 5.0
Hz 1H, H-9a), 3.16 (dd J = 14.5, 6.7 Hz, 1H, H-9b).

13C RMN (100 MHz, CD3sOD) & 178.61 (C-5) 176.63 (C-8), 160.29 (C-2), 137.87 (C-
16), 129.26 (C-11), 124.49 (C-18), 122.08 (C-14), 119.67 (C-12), 119.55 (C-13),
111.96 (C-15), 111.56 (C-10), 56.51(C-4), 44.50 (C-7), 29.44 (C-9).

EM m/z (20 eV) 285 (M-2H) *, 228, 185, 171, 130, 116.

IR (KBr, cm™") (%T): vNH =3400.48, v CO-NH= 1620.82
[a]o = +18.21 (c=10, MeOH)

7.5.5 (S)-4-metil-1-oxa-3,6-diazocan-2,5,8-triona (25)
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Siguiendo el procedimiento general para la desproteccion-ciclacion se sometieron a
reaccion 0.100 g (0.035 mmol) 19 disueltos en 6 mL de THF/H20, con 0.044g (1.062
mmol) de LiOH. Posteriormente se evaporo el disolvente de la mezcla de reaccion
y el producto se purific6 por medio de cromatografia en columna utilizando como
eluente una mezcla de CH2Cl2/MeOH (95:5). Se obtuvieron 0.055 g del compuesto
en forma de un sdlido blanco, con un punto de descomposicion 239 °C y con un
rendimiento del 96 %.



———
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H RMN (400 MHz, DMSO) 8 6.47 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-3), 6.24 (t, J = 5.8 Hz, 1H,
H-6), 4.06 (m, 1H, H-4), 3.68 (2dd, J = 6.0, 18.1 Hz, 2H, H-7), 1.21 (d, J = 7.2 Hz,
3H, H-9).

13C RMN (100 MHz, DMSO) & 175.21 (C-2), 172.48 (C-5), 157.31 (C-8), 48.14 (C-
4), 41.42 (C-7), 18.44 (C-9).

EM m/z (70 eV) = 170.20[M-1]*, 108.08,79.07,77.03

IR (KBr, cm™") (%T): vNH =3464.20, v conH = 1675.02.

[a]o = +14.97 (c=10, MeOH).

7.5.6 (S)-4-isopropil-1-oxa-6-diazocan-2, 5,8-triona (26)

Siguiendo el procedimiento general para la desproteccién-ciclacion se sometieron a
reaccion 0,100 g (0.31 mmol) de 20 disuelto en 6 mL de THF/H20, con 0,039 g (0.93
mmol) de LiOH. Posteriormente se evaporo el disolvente de la mezcla de reaccion
y el producto fue purificado por cromatografia en columna utilizando como eluyente
una mezcla de CH2Cl2/MeOH (8:2). Se obtuvieron 0.057 g del compuesto en la
forma de un sélido blanco con un punto de fusion de 113-114°C y con un

rendimiento del 93 %.

H RMN (400 MHz, CDCl3) & 4.8 (d, J=4.8 Hz, 1H, H-4), 3.70 (g, J= 17.1 Hz, 2H, H-
7), 2.8-2.06 (m, 1H, H-9), 0.95 (d, J= 6.8 Hz, 3H, H-10), 0.8 (d J= 6.8 Hz, 3H, H-11),

13C RMN (100 MHz, CDCls) 8 179.8 (C-5), 177.50 (C-8), 159.1(C-2), 61.97 (C-4)
45.50 (C-7), 32.66 (C-9), 20.26 (C-10), 18.22 (C-11).

EM m/z (70 eV) = 201.14 [M+1]+, 108.08, 79.07, 77.04.



IR (KBr, cm™) (%T): Vni=3464.20, V co.o= 1675.02.

[a]o = +4.521 (c=10, MeOH)

7.5.7 Cbz-N-L-Gli-Fen-OH (31)
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Siguiendo el procedimiento general para la desproteccion-ciclacion promovido por
MO, Se sometieron a reaccion 0.100g (0.269 mmol) de Cbz-N-L-Gli-Fen-OMe
disueltos en 6 ml de THF/H20, con 0.041g (0.98 mmol) de LiOH. Posteriormente se
evapor¢ el disolvente de la mezcla de reaccién. El crudo de reaccion se acidificd
con HCl al 10 % a un PH 4, posteriormente se extrajo con AcOEt se lavé con H20
se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se evapor6 en el rotavapor a presion
reducida. El producto fue purificado por cromatografia en columna utilizando como
eluyente una mezcla de hexano-AcOEt (1:1). Se obtuvo un compuesto en la forma
de un sdlido blanco con un punto de fusiéon de 149-150 °C y con un rendimiento del
85 %.

H RMN (400 MHz, CDCl3) & 7.25 — 7.09 (m, 10H, H’s 10-14 y 17-21), 5.12 — 4.93
(m, 2H, H8), 4.26 (d, J = 5.5 Hz, 1H, H-2), 3.74 — 3.52 (m, 2H, H-5), 3.00 (ddd, J =
20.2, 13.4, 5.7 Hz, 2H, H-15).

13C RMN (100 MHz, CDCl3) & 175.17 (C-1), 168.06 (C-4), 156.37 (C-7), 138.99 (C-
16), 137.11 (C-9), 129.81, 128.35, 127.50 (C’s 4-10, 17-21), 64.94 (C-8), 55.14 (C-
2),44.07 (C-6), 37.76 (C-16).

EM m/z (70 eV) = 356.10 [M]*



7.5.8 Cbz-N-L-Gli-Pro-OH (32)
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Siguiendo el procedimiento general para la desproteccion-ciclacion se sometieron a
reaccion 0,100g (0.326 mmol) de Cbz dipéptido N-L-Gli-Fen-OMe disuelto en 6 mL
de THF/H20, con 0.013g (0.80 mmol) de LiOH. Posteriormente se evapora el
disolvente de la mezcla de reaccion. El crudo de reaccién se acidifico con HCl al 10
% a un PH 4, posteriormente se extrajo con AcOEt se lavé con H20 se seco sobre
sulfato de sodio anhidro y se evaporo en el rotavapor a presion reducida. El producto
fue purificado por cromatografia en columna utilizando como eluyente una mezcla
de hexano-AcOEt (1:1). Se obtuvo un compuesto en la forma de un soélido blanco

con un punto de fusién de 118-119 °C y con un rendimiento del 81 %.

'H RMN (400 MHz, CDCls) 5 7,38-7.20 (m, 5H, H 14-19), 5.96 (s ancha, 1H, H-
10), 5.10 (d, J= 3.4 Hz, 2H, H-12), 4.52 (t, J= 5.9 Hz, 1H, H-3), 4.01 (ddd, J= 21.0,
17.2, 4.7 Hz,2H, H-9), 3.54 (dd, J= 18.2, 8.4 Hz, 1H, H-6), 3.44 (dd, J= 16.9,7.5
Hz, 1H, H-6), 2.15-2.06 (m, 2H, H-4), 1.95 (m, 2H, H-5).

13C RMN (100 MHz, CDCls) 3 173.76 (C-2), 168.65 (C-8) ,156.57 (C-11) ,136.33
(C-13) ,128.47, 128.08, 128.00 (C-14-19), 67.14 (C-12), 59.35 (C-3), 46.07 (C-
6),42.99 (C-9), 28.46 (C-4), 24.59 (C-5).

EM m/z (70 eV) = 320.20[M]*



———
—

7.5.9 Cbz-N-L-Gli-Trip-OH (33)

Siguiendo el procedimiento general para la desproteccidn-ciclacion, se sometieron
a reaccion 0,100g (0.253 mmol) de Cbz dipéptido N-L-Gli-Phe-OMe disuelto en 6
mL de THF/H20, con 0.033g (0.75mmol) de LiOH. Posteriormente se evapora el
disolvente de la mezcla de reaccion. El crudo de reaccion se acidifico con HCI al 10
% a un PH 4, posteriormente se extrajo con AcOEt se lavo con H20 se seco sobre
sulfato de sodio anhidro y se evaporo en el rotavapor a presion reducida. El producto
fue purificado por cromatografia en columna utilizando como eluyente una mezcla
de hexano-AcOEt (1:1). Se obtuvo un compuesto en la forma de miel café marrén

y con un rendimiento del 77%.

'H RMN (400 MHz, CDCl3) 5 7.43 (d, J = 7.3 Hz, 1H, H-19), 7.23-724 (m, 5H, H-10-
14, H-22), 7.10-7.04 (m, 2H, H-24, H-21), 6.98 (dd, J = 7.1 Hz, 1H, H-20), 5.07 (s,
2H, H-8), 4.70 (s, 1H, H-2), 3.52 (dd, J = 36.8, 13.9 Hz, 2H, H-5), 3.14 (s, 2H, H-15),

13C RMN (100 MHz, CDCl3) 3 174.26, 170.18, 156.91 (C-1, C-4, C-7), 136.08 (C-
22), 128.52,122.25,128.03, 128.52,122.25,128.03 (C-10-14), 127.46 (C-17), 123.54
(C-24), 121.97 (C-20), 119.51 (C-18), 118.26 (C-19), 119.44 (C-21), 109.09 (C-16),
67.21 (C-8), 53.13 (C-2), 43.91 (C-5), 29.67 (C-15).

EM m/z (70 eV) = 395.15 [M+1]+



7.6- Ensayo de viabilidad por reduccién metabdlica de MTT

Se crecieron la cepa S. aureus ATTC 27543 y E. coli 011 en caldo LB incubandose
24 h a 37 °C en agitacion. Se ajusto la DO (600 nm) del cultivo bacteriano a 0.2
(9x107 UFC/ml) y se adicionaron 5 ml del cultivo en un tubo de 15 ml. Por otro lado

C. albicans se crecié en cado PDY incubandose por48 ha 28 °C

Los cultivos se trataron con distintas concentraciones de los macrociclos derivados
de péptidos 21, 22, 23, 24, 25y 26 (1, 10, 50, 100, 150 pug/ml) y se incubaron 2, 4,
8,12y 24 ha 37 °C para S. aureus y E. coliy C. albicans a 28 °C.

Para la lectura en cada condicién se adicionaron 100 pl del cultivo en una caja de
cultivo de 96 pozos (Costar-Corning). Se realizé la lectura de absorbancia de los
cultivos a 600 nm. Paralelamente se realizé el ensayo de viabilidad por reduccion
de MTT adicionando 10 ul de MTT (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil tretazolio), y
50 ul de la disolucion Isopropanol/ acido clorhidrico 1N, y llevandose a incubar por
15 minutos a 37 °C, para posteriormente hacer la lectura de la absorbencia a 600
nm. Como control se utilizd6 un cultivo bacteriano sin tratamiento con los NACs

derivados de péptidos.
7.7 Analisis estadistico

Los datos se obtuvieron de tres experimentos independientes por duplicado se
compararon mediante el analisis de varianza de una via seguida de una prueba
post-hoc Ducan (ensayo de viabilidad de las bacterias S. aureus ATTC 27543 y E.
coli 011 y la levadura C. albicans) (STATISTICA 7). Los resultados se presentan
con * errores estandar considerando los valores de P < 0.05 como estadisticamente

significativos.
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