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1. INTRODUCCION

Ls preparacién de los s—elquil aminoécides es de gran interds, ya qQue
dichos aminoécidos se pusden como istas de los aminodcidos
naturales, como lnhibidores enximéticos psra el estudio de los mecanismos de -
r én, como comp de utilidad farmacolégica y sn la preparacidn de
piptidos andlogos con actividad blolégica.

Existe un gran oimero de péptidos com actividad blolégica para los
cusles 20 se ha podido establecer un principio bisico en cuanto a sus

£ les. La ia mis utilizada para conocer estos
scanisaos @8 el eaplec de inhibidores especifices de las enzimes que
participan en estos procescs.: Los inhibldores que se ssmplean son pépildos
andlogos a 108 que se les ha modificado, Intercamblado o exclujde un
sainodcldo. )

En este trabajo se pressnta la sintesiz de «etilslanine () y
s-setilmetionina (40) que. en un tradajo posterior., serén utilizados en la
preparacién de tripéptidos. Los lohidbidores que se sintetizarda son
Lys-Arg-s—etil-Ala y Lys-Arg-e-mstii-det. Estos tripéptidos se utllizarén
coma inhlbldores de las protsasas que participan en el procesamlento de
ml‘ulm:

La sintesis de los s—alquilaainoécidos se llevd a cabo por rampimiento
hidrolitico de una hidantolina, la que a su vez se obtuve a partir de una
metilcetona.




2. ANTECEDENTES Y ASTIICACION
2.1. IMPORTANCIA OE LOS a-ALQUILAMINOACIDCS

Los aalocécidos ramificados en 1a posicién c al carboxilo, (estructura
2} se han utilizado como antagooistas de Ics sainciécidos naturales,
lestructurs 1) como inhibldores en el estixdiio de los mecanismos de reaccide
enzimdtica, om0 compuestcs con un graa potenclal farmacéutico y en la
sintesls de anslogos peptidicos con actividad bloléglca.

H alqull
R -;ur: ~':c(’cm~l R -;cz-xa -’t::R-‘cma
2 Pestcten /”ﬂ'
1 2
Astbodcido natural Amlnodcido ramificado
Figura 1

ta sustitucién del hidrigenc de la posicién « al carboxilo por un
grupe alqullo, lapide camblos coaformaciomales y tautomdéricos que soa
recesarics p-rn la catéllsis enzimdtica. La wmodificacién del aminodclido
leplde ¢l reconociaiento adecuado del sitlo activo de la enzima.

Se han encontradd alguncs &-alquilaainodcidos como constituyeates de
antididticos, por elemplo: Antimoedbina [, Emericina IIl y Emericina IV.
Dichos antibléticos son péptidos que coatiensn residucs del aminodcldo
s-aainolsodutirico (A1d). L-isovelina (L-Iva) y comc reslduo tersinal
L-fenalaninol (Pholl). Estos péptidos reciben el noabre gendrico de
peptalbofcles, por conlener Tresiducs del &cldo «~sminolscbutirico y de



fentlalantrol. 11].

La Lasuclnostatina ba =mostrado propledades antitumorsles en el
carciooma de Erllch, actividad coatra las bacterias gram—pesitivas y una
sran variedad de hoogos. Este péptido estd formado por los amlnodcidos
cis—4-metil-l-prolina (me~Pro), L-trecnina, e-Rldroxlleucina (Hy-leu) y el
dcldo s~emlnolascdutirico (Alb) (1.

Algunas de las aplicacionws de los aaincicldos modificados en la
posiciin = se pressntan a continumcién.

la DL-w-wetllvaline s utillzd camo inhiblder para conocer Ia sintesls
de la peatcilina, [3}. Por wedio de este estudlo se pudo descstrar que la
L-cistelna (5) ¥y el esquwleto carbooado de L-vallna (4)., perticipan como
precursores del anillo fusionado de la tlazvlidina-fi-lactama.

La molécula de pexicllina es sintetizada por Pealcilliun crysogeoum
Quando se utilizd una suspensién  del material micellar coa
S-etll-L-cisteina (J) y L-valina (4], we observd una gran inhibicida en la
sintesis de penicilina {(3); tambléin se otservd el mimmo resultado con
L-cistelna (%) y CL—w-sstilvalioa. Cuando . agregd L-cisteina y
L-valina la inhidiciéa se BMiZo reversible. Con é¢sto se pudo demostrar que
estos aminodcidos son precursores de la penicliina. (Esquema [).

En estwiics reallzados con «eetilaminogcidos se ha visto que

pcezentan actividad bloldgica Rlante in vitro como in vivo. El
a—wetil-DL-triptofanc es un antagonista de triptofanc y presenta gran
actlvidad coatra infecclones csusades por estafilococos. (4] lLa

e-metilastionina es antagonista de la metionina e lapide la accién de la
D-aminodcido oxidasa sobce la fenll alanine, tamblén se he reportado qQue es
activa contra la enferdedad del virus Wewcastle [5]. La s-mstilalanina, la
a-petil-Dl-serina y la e-hldroxisetil-Di-serina, cuando se inyectan
intraperitonealsmnte, se acamlan en el higado de la rata de
wparisentacida pero oo se degradan. Parece s=r Que el hidriogeno de la
posiclén & es mecesarisc para la degradacléa [6]1.
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2.2. REACTIONES DE DEGRADATION ENZIMATICA

La pecesidad del hldrigeno en la posicién @ se poede cbservars ea las
Teacclones de degradaclisa enzlmitlca de los aainodcldes, <ccae  las
Twaccliones de tr s & de r clén y las de descarboxilacién

depandlientes de la trassamizaciéa.

2.2.1. REACCIONES DE TRANSAMINACION.

En las reacclones de iransaminacién el grupo a-amlino de wo de los
aainodcidos (3] se Intercazsia con el oxigeno del grpo a-carbenilo de wn
setodcido. (Esguema 11).
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El mecanismo que Se propcOe. para las reacclooes de transaminacisa, en
el cual se puede ctservar el papel del hidrigeno de la posiclée & es el
sigulente (7).

Llas enzimas que efectdan las reaccl de tr macl utilizan
como coenzisa sl fosfato de piridoxal (FLP), (12).

El fosfato de pirldoxal - o vitamina B‘- a pN 7 es wn ion dipolar
{13).ya que el grupo hidroxilo del carbono 3 y el nitrdgeno de 2 piridina
se encoentras lonlzades. (Esquesa I11).
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la enzima ww une a la funclée aldehido del fosfato de pirtdozal (12),
ror sedio de un residuo c-amino de lisira{l4). formando una aldisina (dase
de Schtff) (15). A piR 7 el nitrégenc de la aldimina es bisico por lo que se
estadblece un equlllbrioc, entre la aldimina y ! lon aldisonio (1f). cuya
cArgs positiva es estadilizaia ;or el oxigeno del carbono 3 de 1la
piriding. (Esquema 1V). )

Tanto el lon piridinto como el nitrégenc imlinio , actdan cowo fuentes
deficlentes do electruones en la catalisis, de tal formm Que pusden
establlizar un cardenidén a traves de un efecto electrostractor, coo la
aywda del sistema deslocallizado I .

La aldimina (16) se Intercasiia ccn el grupo e-sainc del saincdcido
sustrato (2], eo uma resccidn de transaldiminacisn.

La masva aldiming forsads se tautomeriza s la cetlmins (22). por madlo
de ura catslisis bhsica (esquess V). Este caabio se pusde remiizar por la»
Fresencia del hldrigenc de la posicica o del lainodcido (17). ¥ el efecto
electroatractor del lca imlno y del fon piridinto. estos dos lones hacan
que el hldrdgenc aumente su acidez y el aniin formado despuds de la

o



sustraceién del protéo. es establlizado por rescnancia, (esquesa V). En este
tipo de catdllsis se cosbinan dos efectos: el efecto inductlive
desestadbllizante de los reactantes, y el efecto de estadilizacién por
resonancia del products; asbos efectos se pueden atribulr 2l nitrégenc
cuaternario del lon piridinio. Después de la estadilizaclén por el efecte
de resonancia, se protcha el carbone beacilico del fosfato de piridoxal
(21} para la obtenclén de una cetimlna (22), (esquesa V).
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Expuema IV, Formacléo de la aldimina ¥ su equilibrio con el aldimcalo

La hldrélisis de la cetisina produce un cetoscldo (11) y fosfato de
piridaxaaina (24) (PMP). (Esquesa VI).
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2.2.2. REACCIONES DE RACEMIZACION

En las der 4o el do puro L se transforms en
“su sezcla racialca. For ejemplo Peswdamsens putida sintetiza una enzisa
dependlente del fosfato de piridoxal, que catalizz la racesizacién de L o D
alanina, (esquesa VII). Ez probable que esta enzima ses la que proporciona
el susinistro de D-alanica a las bacterlas para la sintesis de la pared
celular. {71. ’

En el mecanismo d¢ la racemizacién., lgual que en el de 1la
transaminacién, se forma un aducto aldisina entre el aaincécido Yy el
fosfatc de piridoxal, (estructura 17). La sustraccién del proton de la
poslcion &« hace que se forwe un carbanidn que es establlizado por
resosancia, {esquema V). La reprotonacién del carbenlén, produce la mszcla
raceatca, (c'sqm-s vILi.
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La falta del hidrégeno de la posicién e en los c-alquil-amincicidos,
ispide la catdlisis bisica de la enzims, (fig. 2) ¥ los cambios
tagtomérices pars la forsacida de 1z cetimina. [?7}, [8).

o¥%

. Figura 2. lspsdimento de 1a catdlisis debido a la sustitucién
del hildrégenc por un radical alquilo

2.2.2. REACCIOMES DE DESCARSOXILACION

En las recclones de descarboxilacién de aminodcidos, algunas de las
enzimas que reslizan estas transformaclones, utilizan como coenzisa al
foafato de piridoxsl.. en un secanizas que se conoce como: descarboxilacién
deperxiiente de 1a transaminacién. Comc ejemple tenemos: la glutéaico
descarboxilesa [9], dopa descarboxilasa [10] y.ornitina descarboxilasa
[11). La reacclén de descarboxllacidn se presenta en el esquesa IX.

En el mecanismo de la descarboxilaclién el amincécido que se va a
transformar, desplaza & la eczima que se encuentra unida al fosfato de
piridoxal en forss de base de Schiff. (17). E1 asinodcldo se descarboxilas
formbndoes un anién establlizado ‘por resonancla con el anillo piridinio de
la coenzima, de la aisma menera que en las reacciones de transaminaciéa
{esquesa V). Utz vez que se estadiliza el cardanisn, éste se protona en el
carbono & Y OCurre una reacclén de transaldiatnacién con n grupo c-amino
iIisine de la enxima y la obtencién del compuesto descardoxilado. Esquems
vili.

11
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Parece ser qgue las descarboxilasas que utilizan como coenzisa al
fesfato de .piridomal, utilizan cceo mecanismc regulador la via alterna de
la traosaminaclén, ya que adeass del producto descarboxiiado se han
enccotrado cantidades variables de aldedides o cetooas (22) y fosfato de

piridcuamina (24). qus sco pr de las reaccl de tr Y
{Esquemas IV, ¥ y VI). :
Para la reaccién de descarboxilacién te de la tr n

s postula que despuds de la descarboxilaclée, el antda del interssdiario
que e foces (20) e Pusde protonar al término del sistems conjugedo, en el
carbono e, 1o Que daria el producto descarboxilado (27) y la enzlea activa,
(1§) esquasa X. Sin embargo, una pequefia proporcién de la protonacidn se
Tealiza en .el Atomn de carbono benzilico 'del latersediario. Esta
protonacion explica la formacién de los pe _de la tr necide
(12]). Emguesa X.

12
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lcs e-mtilamincicidos baz wostrado propledades inhiblitoriss de las
descardexilasas dependientes del foafato de piridoxal y se han utllizado en
el estuxiic de los mecanismos de reaccléa de estas enzimas. La =-smtildops
y la e-metiltircaina Inhiden 3 la earims dopa descarboxilass. [10,12].
. Coando se utillzan estcs Inhibldores se observa wna velocided de
transforsacién de la ectima caarents weces ads dala que 1a velocidadt de
"trsosfermacién coe el amincdciic natural L-dopa.
En pov a e los dos alquilades, ademis de la dissinuciéa
de la velocidad de reacciés. se obesrva uma sayor proporcidén de los

13



productos de la via alterna, ecuacién 2 esquesa X, de una reaccidn de
descarboxilaclén dependiente de 1a transamiraclén. La fracclén de
descarboxilacién dependiente de la transaminacién con los z~algquilandlogos
o3 del orden de 2X y con el amincdcide natursl es aproxisadamente de 0.02X.
[10]. CQuando se coapard la actlvldad de la glutamato descarboxilasa sobre
el dcldo e-metlilglutimico, el aminodcido alqulilsdo, y el acldo glutimico,
el sustrato matural, se encontraron resultados semejantes. {13].

La ornitina descarboxllasa transforas lentamente a 1a a-metilornitina
para productir 1a amina correspendiente, diéxldo de carbono,
S-amino-2-pentancoa y fosfsto de piridoxamina. En ausencia de fosfato de
piridcxal la enzims se inactiva, sl se agregs fosfato de pirldoxal, la
descarboxilacion procede lentasente hasta que se consume la coenzima. [1t].
Similarsente durante la descarboxilaciéa de la ornitina, se encuentran
pequefias cantldades de de 4-asincpentanal, ademés de los productos normsles
de la descarboxilaclda. For lo anterlor, se pusde pensar, que tanto la
e-patilomitine como la ornitina responden tamdlén a la reaccisén de
descarboxilaciéna depediente de la transaminacidn.

El hecho de que la proporcidéa de productos de la descarboxilacién de
penciiente de la transasinacién sea mayor pars los e-mstilanglogos como
. sustratos, puece sugerir que la enzims tlene poca hadbllidad pars controlar,
de manera especifica, el sitio de protonaclén del intersedlarlo quinoide,
20. esquems X.

La resccidn de descarboxilacida dependiente de la transaminacida,
fuede ser una forma de control de los niveles de descarboxilasas en las
células. Al formsrse por la via slterna, fosfato de piridoxamina (24), éste
pusde liberarse mis ficilmente del coaplelo enzisdtico. delando & 1la
apoenzisa libre la cual puede ser degradada ripl te por las pr
f11,231.

14



2.2.3. DMPORTANCIA FISICUOGICA 0E LAS ENZIMAS DESCARSCXILASAS

Extas enzimas tienen wna gran laportancla  fisloléglca, L-dopa
descarboxilasa participa ea la transforseciéc de tirosira (28) a dopaatna
(2. la cual se transforsa en los peurctrasmiscres: noradreaalica (31} y
adrenslina (JR). Estai nlsma enzlas descarboxila al S-hidroxitriptofane
(32), pars produclic serotenina (34). otro peurctrasmisor, (esquesa XI).

La ornitina descarboxilasa participa en la sintesls de putrescica
(26), la cuml a su vez es precursora de la sintesis de las poliaminas:
especnidina (J7) y espermiza  (J8)., estas sustanclas estisulan el
crecinlento de alcroorganismes, tofidos vegelales y de células cultivadas
de saniferos [14], (Exqema XII).

2.3 LSO 0E LCS a-ALQUILAMINCACIDCS COMD FARMACTS.

El uso de los x-alguilaminodcidos como 1lnhibldores M tener un gran
valor prictico. Por elemple la L-c-setlldcpa (3-(3,4-dihidroxifenl})
2-sstilalaninal, que yu vimcs que es un lnhibldoc de dopa descarboxilasa,
s ha utilizado ec estudics con paclentes con presida arterlal alta, con
carcinoms o fenll cetoouria. A estos peclentes s¢ les suministrd
e-satlildopa y se les aidiercn los nlveles de amina formeda en la orina,
como un indice de la descarboxilaclién. Se observé wna inbiblcisa muy
sarcada de la transfcrmaclén de tlrosina, dope. femllalanina. triptofano y
S-hidroxitriptofane a su amina correspondiente. Coo ésto, se pudo comprober
in vive lo que se Radia cbservade in vitro: la lohibiclén de la
descarboxilacisa. [1S).

Curante la experisentacién con z-setildopa se ctservaron dos efectos
farmacclégices: la sedaclén al Iniclo del tratamlento. con la desapariclda
de este efecto a las 72 horas ¥ el descenso de la presidn sanguinea.

15
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Cesde Que se descubrieron las propiedades hlpotensoras de la
L-z-metildopa, ha sido utilizada comc medicamento para tratar la
bipertensidén arterial. Se proponen dos efectos pars la acclén de este
compuesto en el cuerpo. 1) La transformacién de L-metlldopa en un trasaisor
falso, ®metll noradrenalina, que actuaria en las neurocnas adrenérgicas
centrales relaclotadas con la regulacién cardiovascular {16, 1Tl;y 2) la
inhlbicilén de dopa descardoxilasa, (17). Como ya vimes, wn factor
importante para la 1inhibiclén pusde ser el contenido de fosfatc de
piridexal en las células. por io que el suministro de la vitamina B. en los
paclentes que utilizan L-s~metildopa es una varladle lsportants.

La oriaitina descarboxilasa transforss a la ornitlna en putrescioa, un
paso pecesario en la sintesis de las pollaminas espermidina y espermina. Se
plensa que esta enzims tiene un papel regulador en la proliferacién
celular, por este motivo, se ba tratado de encontrar cospuestos que se
puedan ytilizar como inkidbidores de la enzima fn vivo. La s-msetil ornitina
es unc de los compuestos mis utilizados, este compuesto lapide la
proliferaciéa en un cultivo celular de hepatcaa de rata: [18], al atsmo
tiempo, causa un aumsento en los niveles de ornitina descarboxilasa. [19].



2.4 RSTIFICACION

Ctra aplicacidn de los s~alquilemlnodcidos y Cuys sintesls es el
mtivo de ests tradejo, es la utilizacldn de lce misece sa la sintesls de
piptidos andlogos., que pusdan actuar como Llnhibidores de las eazimes que
participan ea la transformeclén de péptidos con actividad Bloldgica.

La ' commicaciin siniptica Do es mxiisda Unicamente por los
meurotrsamiscres clisicos, coso las sonoemlnas, aeinoécidos o acetil
coline; desds los s ha ado uma gran caatidad de péptidos
que iatervieosn en ls commicaclén asurcmal y que reciben el mcmbre de
oeuropkptidos. los oeuropéptidos intervieomm en sistesss bomsoatéticoe,
1 wy 1a regulacin del dolor. presién sanguines, la ‘tempersturs
corporsl, 1a sed, el apremdizmsje. la sasoria y las funciooes tréfices.
{20l.

ia maycria de los piptidos e Dblosintstisan por rospislento
(procesaalento) de uba proteinma o “pre-proteina®, que se siatetiza en los
ribosceas, del reticulo eadoplimmico rugoss. [21]. El producto intclal del
procesamiento, la - ‘pre-proteins®. contiems ums secusacis “sefial® de
wainodcldos en el grupo amino terminal. Ests eecusncls es removide por una
"paptidasa meBSal® pera dar origen al propépildo, que serd la molécula
precurscra de los componentes peptidicos. [20, 22). La sintesis de piptidos
se presenta en la figura 3. ’
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Figura 3. Bicsintesis de un neurcpéptido (20)

Una sola proteina precurscra pusde cootener varlos péptidos activos,
por ejemplo, la proplomelanocortina (POMC) es precursora de la horacns
sdrenccorticotrépica (ATCH), la hormona S-lipotropina (A-LPH), la hormooa
estimulante d¢ 1lce melanocitos (e-MSH). Despuds de un procesamiento
posterior da las horscnas adrenocorticotrépica y f-lipotropina, we
encotraron neuropéptidos mis pequefics [22]; cada uno de estos péptidos
tienen funclones diferentes, como la estimulacién de células croadticas en
la plel, la formaclén de células adiposas o dlverscs efectos en el sistesa
nerviose, [20).



La pro-encefalina A, contiepe cuatro secuenclas del <4ptido metionina
encefalina,una de Met-encefalina-Arg-Fhe~OH y una Met-encefalina-Arg-Gli-OH
Todes estos péptildes con propiedades snalgésicas. En el propéptide, 1a
secuencia de aminodcidos que corresponde al péptido activo, se encuentra
flanqueada, en ambos extremos. Por URA secuencia de dos aminoécidos
bésicos: lisina (Lys) y -;'lln.lna (Arg). Cuando se efectua el procesaminto ,
1a secusncia de amincécidos bisico: se ellaina por enzimas endopeptidasas
tipc tripsina y carboxipeptidasas. (fig. 4).

sgis; _ s o
. Lys = Ar \‘r,r-sny-sl,-m u.J Lys = Arg

LN 34
car. san

Figura 4. Lideracién de me:lonina encefalina

Se conoce poco acerca de las enzisas qQue participan en el
precesanisnto de las moléculas precurseras de 1os neuropéptidos. Algunos
suglersn que cada enzima es especifica para um sustrato fislolégico, [24).
Otrcs creen que existe un nimerc limltado de enzlimas de procesasiento que
pusden romper diferentes propéptidos en Jistintos tejidos. Estas enzimas
actuarian s=n un sitio dande existe el par de aminoécidos bésicos. En este
M't:-o caso, la estructura secundaria del sustrato es la que dirigiria la
especifidad del procesamiento. Se han reallizado algunos estudlos al
respecto pero olnguna de las hipo ha sido confiraada.

Como se conoce la secuencia de asinddcidos sobre la que acttan las
proteasas, se pueden diselar Iirnhibidores que permitan contribuir a la
cox;renslén de los factores Jue geblernan el procesamiento de  los
peurcpéptildos.
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Los inhibidores que se van a preparar son los tripéptldes Lys-Arg-
a-etilAla y Lys-Arg-u-metilMet. Estos coapuestos serin utilizados como
inhibidores de las proteasa que procesan a la pro-encefalina.

Para la sintesis de los inhibidores se necesita preparar los
aminoscidos modificados en la posicién @, ya que no se encuentran
comerclalmente. En este trabajo se presenta la sintesis de z-etilalaninma
{isovalina) (39) y a-metilmetionina {40}, (figura 5), a partir de su cetona
correspondiente. Coso la 4-{metiltlio)-2-butanona (48). materia prima para
Ia =-sstilmstlonina, tampoco’ se encuentra en el aercado, se tuvo que
sintetizar tambilén.

CHy = CHy . ) CHy
ca,-clz-ooé!’ CHy - $ - Oy ~'ew, - C - cod?
a3 wd 0 o
a-etll alanins «-setl] seticaine

Figura $

2.5 METODOS DE OBTENCION DE LOS a-ALQUILAMINCACIDOS (MEZCLA RACEMICA).

Los msétodos de preparacién de lcs a-alqullaminoacidos son similares a
los métodos de obtencién de los a-aminodcidos. los sés utillzados son la
sintesis de Strecker y la sintesis de Bicherer a partir de una hidantoina.



2.5.1. SINTESIS DE STRECKER

La sintesis de Strecker consiste on hacer reaccionar un aldehido o una
cetona {41) con.cianuroc de sodio o de pot-“le y cfaruro de ‘amcnio sn agus,
pars  la -obtenclén de «-alquilamincnitrilo (43). El aminonitrilo. se
hidroliza al e-alquil a-smincécido correspondients. '

Existen dos vias posibles p-ri la formacitn del a-ssinonitrilo. La
.prisers consiste en la formscién de una clanhidrina (42), 'que sufre un

~

ataque wucleof {lico por 1 tal c:o.o se presents en sl -.m—' XIII.
? . "o ) ?
R-C-R* . (-} —_— l-?-l'.
a 42 OM clashierise’
cetena :
b
- R'= alquile R - ? - R"
: 8-,
«-aminsaiteile
_Esquesa XIII. Forsaclén de e-ssineaitrile - - -

La otra via procede s partic de ls adicisn nucleofilics:del amsalsce a’
la funcién carbonilo (41); para la odtenciSin de une imina”(§4). a l1a cwal
se le adiclona el nitrilo. Este mecanismo se auestra en el esquesa XIV.



: uo
R-C-R" . NH G —_— R-l':-R'
a8 44 M 1mime
-aclxc-
Iy
R-?-l'
Qo "
Esquesa XIV

La reacclén de Strecker presenta algunas dificultades, como pera que’

pusds ser utilizada como un mitodo general de sintesls de 1los
c—thhlllllno‘:lﬁ::. Una de las dificultades es 1a tendencls de 1los
«-aminonitrilos a polimerizarse, f como  pr
iminodinitrilos y amlnas secumdariss; otro prodlema es la alta solubilidad
en agus de¢ lcs aminonitrilos, por 1o que resulta dificil su separacién del
medlo de reaccléa. Por este dltimo problems. la hidrolisis de los
a-sainoniirilos se tiene que realizar en el mRizsac medioc de reacclda, lo que

representa pérdidas del aminobcido que se desea obtener por la formacidm de :

otros productos residuales, (25,261

2.4.2 SINTESIS DE BOCHERER
La sintesis de Blicherer a partir de una’hidantoina como interssdiario.

- ccoslste en hacer reaccicrar una cetona coa cfanurc de sodlo o de potasio y
un exceso de carbonato de amonio en etanocl al 50X como disolvente. La
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hidantoina que se fcrma preci?lta del wsedic de reacclén, por lo que se
Puede purificar por cristallizaclén para ser hidrollzada poster lormente para
1la obtencién del anincicido correspondiente.

La sintesis de z-alquilamlincicldes a partir de una hidantoina puede
ser usadc como un métode genersl de siantesls de estos coapuestos. porque la
Mdantolina gue se forsa come intermediario es muy estable, y puede
separarse ficllmente del medio de reaccién transformandose sin dificultad
en el correspondlente aslnodcide, {27, 28).

El mecanismc que se propone para la forsaciéa de la hidantoina se
Fresenta en el esquema XV.

Una molécula de amonlaco se adiciona nucleofilicamente al carbonilo de
la cetona para la obtencién de uyna imina, a la cual se le adiclona el
altrile paras forsar un s emiponitrile. E! nitrilo sufre un ataque
nuclecfilico por uma base formindose una aalda. La funclén «-amino se
adicicoa ouclecfilicaments a una mclécula de diéxido de carbono y forms un
carbasato: el nitrogeno de la funcién amlda ataca al carbamato provecando
oo esto el clerrw cdel anillo, y la formecién de la bidantoina. St al
técminc de la reacclién, de la formacién de la hidantoina, las condiclones
son ligeramente btasicas, puede suceder que el anillo se abra y se forme
4cide hidantclco, (28], estructura (48). Cuando se van a preparar
hidantoinas sustituldas en la posiclée S, coeo es el casc de las
hidantoinas para 1ss =s-alquil «amincdcidos, o en la posicién 3. el
prodliema de la formacién del &cido hidantolco po es tan grande, porque son
mds estables las hicanloinas sustituldas que las oo sustituldas. [27, 31l.
De cualquier sacera, para evitar la posidle formacién de algin #&cide
oidantolco, el mecio de reaccléo se debe acidificar hasta pd 1, con dcido
clerkidricc ¥ mantensclo =a sdulllciso durante 30 minutos.

Gtro products secundario que se pusde obtener en la preparacién de las
bldantoinas, N-carbasldcalquil-N'-niirilalquilurea, {estructura 47). Este
preblema se resuelve sSi se agregs trietll amina como catalizader, [251.
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HIDRCLISIS DE LA HIDANTOINA

Qands las hidantoinas sa calientan por pertodos de tlempo
relativamsnts larges. con en exceso de hldréxido de derlo en soluclén
acucga, ocurte un rosplmiento mas profundo que ¢l de la formacida del dcldo
hldantaico y e forma un e-satodcldo, {27] La reacclén de la hidrélisis
e presenta en el eagusma X¥I.
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Esquess XVI. Hidrdlisis bisica de la hidantoina




3. OBETIVOS.

ORJETIVO GEMERAL:
Utilizar un wétodo general de sintesis y purlficaclén de
a-alquilaminoécidos a pertir de materias prisas de ficil adquisicliéa.

ORJETIVOS PARTIOUARES:
Gbtener S-etil-S-setilhidantoina.
Obtensr a-etilalanina.
Obtecer 4-(setiltic)-2-butancoa.
Obtener S—eetil-S-(2-mstiltiocetil) hidantoina.
Gbtener s-mstilmetionina.



4. PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de IR se detersinaron en un espectrofotésetro Perkin
Elmer 599-B. La absorcidc se da en valores de A mixiza en ca . Los
espectros de 'H.RMN se determinsron en in equipo EM-390 (90 MHz). Los
desplazamlentos qQUiRICOS 88 expresan en partes por miiléa (3), utillzando
tetrametil silano (TMS) como referencia interna. Las multiplicldades se
expresan como: ¥ (singulete), o (doblete), t (triplete), c (cuartetol, =
(sultiplete). E1 onumerc de protones asignado por la integraclén se expresa
eatre paréntesis. los puntos de fusiSn fueron determinados en un aparato
Electrothermal y se reportan sin corregir.

METODD GENERAL DE SINTESIS DE LAS HIDANTOINAS.

En un matraz bola de un litro se hize reacciovar 0.2 moles de 1a
cetona correspandiente coa 0.2 moles de clanuro de sodlo, 0.4 moles de
carbooato de asonio y 31.8 ml de trietil amina en 360 ml de etancl sl 50X,
La mezcla se mentuvo en agitacién a tesperatura aablente dursnte 24 horas.
Al térsino de la resccidn 1s solucléa se llevd a pH 1 con écido clorhidrico
6 N, pe calentd durante 20, se coccentrd hasta la mitad del volumen y se
dejé en refrigeracién durante toda la noche hasta la apericlén de la
hid: ina. La hida 9 forwada se recristallizd con agua caliente.

METUDD GEMERAL DE HIDNOLISIS DE LAS HIDANTOINAS.

Pura efectuar la hldrélisis se colocaren & reflujo dursnte 60 horas,
0.03 moles de hdantoina coa 0.08 moles de hidréxido de bario octahidratade
¥ 250 ml de agua. Al téraino de la hidrélisis la solucién se acidificd
hasta pH 1 con dclido sulfurico 2 N. El sylfato de barlo foraado ee filtré y
se concsntraron las aguas sadres que contenian al aminodcldo.



La purificaclén del aminodcldo s realizd por wedio de una columna de
intercamblo 14alico de amberlita IR-120, utillzande como eluyente una mezcla
de MLOM - Hy0 3:7.

Los productos obtenidos en cade una de las sintesls fueron
ideatificados por cromstaografias en capa fina (CPF), slgulendo las técnicas

les, por a irfrarroja (IR) y por espectroscopia de
r a magnétics pr i, Feet).

SINTESIS DE DL-5-ETIL-S-METILHIDANTOINA (454).

Se hicteron reacclonar 14.4 g de 2-butancoa (4]) con 9.8 g de cianuro
de sodio y 38.4 g de carbonato de amonio segin la técnica geperal de
sintesis de hldantoinas. Después de la recristalizacién con agus, se
obtuvieron 15.4 g (S4X de rendiaiento) de un sblido blanco con punto de
fusién 140 °C (literatura 144 °C) (32].Y cuyas sefiales espactroscépicas son
las siguientes:

- IR (KBr): 3300-2980, 2785, 1770-1650, 1465, 1420, 1380, 1250. (Fig. 7).
~'d, et (EDyCC05): 7.1 5 (I, §-1), 3.3 5 (10, ¥-3), 1.7 m (2, CH-C-50),
[ 1.4 s (38, CHy-C-5) 0.85 t (3, CHy-CH,). (fig . B).

SINTESIS DE DL-x-ETILALANINA (29).

Se colocaroa 2 reflujo 10 g (0.07 woles) de Dl-S-etil-S-wetilhidantol-
na (4SA) y 62 g de (0.18 soles) de hldréxido de dario octahidratado en 250
al de agua durante 60 horas. Una vez que we complets la reaccién, la
solucién se acldificd hasta p 1 com &cido sulférico 2 N. Después de
efectuar la acidificacién, el sulfato de bario precipitado se elimind
wediante flltracién El asinoécido presente en ¢l filtrado se concentrd. La
purlficaclén del aminodcido se realizd en una columna de intercambio idaico
de amberlita IR-150, utllizando como eluyente una solucién de hidréxido de

N
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aecnio y agua en una proporciém 3: 7. Se colectaron fraccilones de 100 ml.
las fracel que an ol dcldo I3 se Juntaroa y se concentrarca
a 50 °C de tespuratura. Se obtuvierva 7.7 g (54X de rendimientc) de un
sdlido blanco con punto de fusién 308 °C dec. (literatura 307 °C en tubo
cerrado) (32). Sus sefiales espectrosciplcas fusron:

- IR (EBr): 3400-2900, 2500, 1625-1580, 1510, 1460, 1415, 1380. (Fig 9).

- 'H, 8 (D,0): 2.6 2 (1n. W), 2.1 & (2 -3}, 1.7 5 (M. CHy-C-2). 1.1S

¢t (38, c-4). (Fig. 10).

PREPARACION DE 4-(METILTIO)-2-BUTAMDMA. (43).

En un matraz baléc de tres bocss, provisto en una de las bocas de un
esbuda de xdicién con llave de paso, en otra bdoca de un termdestro y en la
restante con un globo de ntitrégeno. Despuds de hacer atwdsfera de
oitrégenc, e adicioosron 21 g (0.03 woles) de metilvinilcetona (43). y,
21.6g (0.45 moles) de metilmercaptans (50). previamente licuado. la adiclén
de este Citiso compuaesto se rsalizd lenlamente, culdando que la temperaturs
no pasara de O °C. Se afiadlerve gota a gota y con agltacién, durante 0
mninutos, 50 gl de morfolina pars catallzar la reaccién. Una vez que 1la
mezcla de rescclén llegd a la temperatura ambliente, se calentd a 60 °c
durante 12 horas. El producto de la reaccién se extrajo con tres volimenes
de éter etilico, se lavd con $cido clorhidrico y agua y secd sobre sulfato
de sodlo anhidro. La mezcla con el producto se destild a presida reducida
obteniéndose 26 ml (59X de rendislento) de wn liquido de color amarillo a
la tesperatura de 78-84 °C a 19 am Hg (literatura 75 °C a 14 wa iig) (23],
~'H.reet (0,000, ): 2.27 @ (L C4 y €33, 2.2 & (M, Gy 2.09 &

] (2E, c-1). (Fig. 11).

SINTESIS DE DL-5-(2-METILTICETIL)HIDANTOINA. (45R)

20.2 g (0.17 moles) de 4-(metiltlo)-2-butancna (43}, se hicleron
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fwaccicear cen 11.5 g de clanuro de potasio y 32.6 g de carbonato ce amontio
segin el métodc general! de sintesis de hidantoinas Que se menclona
antericrmente. Despuds de la recristallizaciéc con agua, se obtuvo un sdlido
de color amarille que pesd 19.92 g (62X de rendistento) con punto de fuslén
109-111 °C (literstura 109-110 *C) {33].

- IR (XBr): 3320-3180, 2990, 2720, 1760, 1730-1690, 1420, 13X20. (Fig. 12).
- 'H.Re (C0,30C0,): 8.1 3 (1H. N-1), 2.3 m (45, $-0N,). 25 (3. G3).

1.7 & (&H, CNy,~C-5). 1.1 5 (3H, CHyc-§). (Fig. 13).

SINTESIS DE DL-«~METILTIONINA. (4Q].

5 g (0.09 woles) de S-metil-5~(2-metilticetillhidantoina (43R), 25 g
{0.C8 woles) de hidréxide de bdario octahidratade y 250 nl de agus. e
calentaron a reflujo durante 60 Nhoras. Al término de 1a reacciés la
®olucién se llevd a pil 1 con Acido sulfdrico 2 N. Se filtrd el sufato de
daric formado y la 1 én que ia al inocdcido se 6. E1
concentraic 8e pasd por una columna de intercasblo jéaico, Coso se mencioos
en la técnics geasral de hidrolisis de las hidantoines. Se obtuvieron 3.98
g (95X de remdimlento) de un edlido de color amarille, con punto de fusién
280 °C dec. (llteraturs 283-284 °C dec. ) [33]. .

- IR (KBr): R00-2900, 1610-1580, 1460, 1420, 130, 130. (Fig. 14).
- 'R0 (0,0): 2.9 m (28, C-4). 2.6 5 (M, (N,-3). 2.3 m (20, C-3), 1.7 &
(3, O4-¢-2). (Fig. 151
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la odteacléa de S—etil-S-setlilhidantoina (454) y de S-metil-S me-
tiltioetil hidantoina (458) se sliguld el método de sintesls descrito por
Holland [25) en la preparacién de S-{metiltlicetil)hidantoina (§1).

La sintesis de las hldentoinsa (43A) y (458) se realizd a partir de
2-butancos (41) y de 4&-{metiltlo)-2: a8), r 1 Por
cada equivalente de! cospuesto carbonilico se utilizd un equivalente de
clanuro de wodio, dos equivalentes de carbonato de amonio y 1.1
squivalentes de trietilamlna. La reeccidn se efectud en etancl al S0X como
disclvente. El tiempo de reaccién fus de 24 horas a tesperatura asblente.
El uso de la trietll amina como catalizador permitlé dismtnulr la
concentracién de carbonato de amonic = la mitad y con esto hacer mds ficil
la disoluciéa de los reactantss y aantener un pH bdsico al floal de la
reacciéa pare evitar la formacién de ureas disustituldas, [2S].

Al hacer la mezcla de los reactivos para la preparacién tanto de 45A
como de 458 se formd una suspensién, por 1o que se tuvo que agitar
mecenicaments.. Al térmlno de la reacclén, a diferencia de la técnica de
HBolland {25] la solucléa se acidificéd coa écido clorhidrico 6 N sin atslar
a la hldantoina correspordlente. Esta modificacién se reallzd con la
finalidad de quitar el excesc de clanuros y carbonato de amonlo del medio
de reaccléa y hacer ads ficil la msnipulaclén de la hidantoina. Al efectuar
1a acidificacién se presantsd un gran desprendimiento de gases, por lo que
fue necesario utilizar una trampe para gases con hidréxido de sodio al 40X.

Como ®e cbeerve en la Tabla No. ! ea la sintesls de la hidantoina de
Holland 51 se obtuvo un rendimiento de 89X, y en la preparacién de las
hidantoinas de este trabaje 45A y 4SE los rendimlentos fueron de 54X y 62x
eq cada caso. Es posible qua estas diferenclas se deban a que para obtener
$1 Bolland utilizd un aldehldo (ver la tabla); en camblo, para obtener 454
¥ 458 ss utillzarcn cetonas, Que Son EenOs reactivas que los aldehidos.




Probablemente sl se hubleran alargado los tlempos de reacclén o se hublera
aumentado la tesperatura, los redimientos hubleran sido mejores.

Los coapuestos 4SA y 4SB fueron caracterizados por sus puntes de
fuslén (Tabla Mo. 1), por su soludllidad, por su espectroscopia lnfrarroja
(IR} y su rescnancia sagnética nuclear protdaica ('H,RMN); al comparar los
puntos de fusidn obenldos coa los reportados en la literaturas se pudo
observar que son semsjantes. Los espectros obtenidos por espectroscopia IR
y RMN se presentan en la parte experimental.

El espectro de IR de 454 (figura 7) presenta una sefial en 3300-2980
! que se asiznd a una vibracién de tensién N-H de imida o ureido ciclico
de S mlesbros. Una sefial en 1770-1650 ca™' de carbonilo de imida o de
ureido ciclico, [34, 35).

En el espectro de 2, e de 43A (figura 8) muestra un singulete en 7.1
PPe Que se asigna al protéa de amida, un singulete en 3.3 que se asigna al
protén de la funcién imida, un sultiplete en 1.7 ppm del metllenc del
grupo etilo que se encusntra en la posiciéa S de la hidantoina. La forma de
este multiplete indica Qque los protones del astilenc son diasterotdplicos.:

El espectro de IR de 4SB presenta una sefial caracteristica en
3320-3180 ca™’, en 1760 y en 1730-1680 ca' de alargamiento y
deformaciéa de $-CHy- y de CH,-S.

Para la 6o de 1la hid 1 4S8 mse tuvo que sintetizar la
4-(metiltic)-2-butancea (48). Este compuesto se prepard a partir de una
reaccidn de adicida nucleofilics 1.4, en la cual un nucleSfilo se adiclona
a un compuesto carbonilico «,S-lnsaturado. El cospuesto carbonilico que se
utilizd fus metllviniicetona (43) y el nucledfilo el metilmercaptano (3Q).
Esta reecclén se puede realizar por la conjugaclén que existe entre el
dodle enlace y la funcién carbonllo, de tal manera que cuando el nucledfilo
ataca al carbono 8 se foraa un aniéan qu. es establlizado por resonancia con
el oxigena.

El setilmercaptane (50) es un nucleéfllo dédll y ataca sl carbono de
la cetona Insaturada 43 forméndose un carbanléan que es estabilizado por




resonancia. El oxigeno de la funclén cetédnolica sufre la adicién de un protén
para formar un encl, e! cual por transposicién tautomérica produce la
cetona 48. La presencla de una bese ayuda a catalizar la reaccién. E1
Preceso se pressnta en el esquesma XVII.

merfelisa

cu,;gsc———-cu,-s'.m,-c- vem——
setilsercaptane 0_ o setilvimticetona oM

Oty = S~ CHy == O 3 Oy - 5=~ Oy -01 - C - O

S

-5 - on - on - by

é~{mertiltie)-2-butasena

Esquema XVI. Obtencién de 4-{metiltic)-2-butancna

Para la sintesis de 4-(metiltio)-2-butanona (48), se¢ siguld 1la
estrategia sintética propussta por Griffith (36] para la obtenclén de
1~(metiltlo)-3~ pentancos. La metilviniicetona (49) se amszcléd con el
setileercap - un refrigerante Dewar con hlelo seco y
acetona. Esta mezcla se hizo en un bafio de atmésfera de nitrégeno culdando
que la temperstura no pasara de O °C. Pars catalizar la resccida se
adicicoaron lentassnte y com agitacién SO ul de morfolina. Esta adicién se
realizé durante un tiempo de 30 sinutos.

El rendimiento que se obtuvo de 4§ fus de 59X. El compussto fue
caracterizado por su punto de ebulllcién el cual fue 78-64°C a 15 m g y
Por aspectroscopia de 'H.H-.

El espectro de 'H.N®t de 4-(metiltio)-2-butancna (48) presenta un




multiplete en 2.72 ppa que integra para cuatro protones que se asigndé a los
hidrégenos del C-4 y el C-3. un singulets en 2.2 ppm que puede ser de CH;-$
y un singulete en 2.09 ppm que se asignd a los hldrégenos del C-1. (Fig.
1)

En el rompimiento hidrolitico de las hi } para la on de
e-etilalanina (J9) y de c-metllmstionins (40) se siguld como base s! método
reportado por Pfister ([33] en la sintesis de s-setilmetionina {40], aunque
axdificando la concentracién de los reectantes, el tiempo de hidrélisis y
la técnica de purificaciéon del aainodcido. Por cada equivalente de
hidantoina wse utilizarom 2.6 equivalentes de Nhidréxido de barlo.
Considerando que la relecidén estequiombtrica de la hldrélisis es de un
equivalente de bidantoina por 0.5 equivalentes de hidréxide de Dderio se
pensd que un exceso de 2.1 equivalentes era mis que suficiente. El tiempo
de hidrélisis se prolongd® hasta 60 horas tomando en cusnta que las
hidantoinas disustituidas son muy estables. La purificaclée del asilnoscido
se reallzé por madio de upa columna de lntercamblio iénico con el fin de
hacer més sficlente la recupsracién del amincdcido.

Como se obeerva en la Tabla No. 2 las condliclones utllizadas en e
trabsjo fusron adecusdas para la hidrélisis de las hidantoinas ya que ®e
tuvieron rendimientos arrida del 90X a diferencla de las condiclones de
Pfister con las cuales el rendimiento fue de 45X.

La e—etilalanina (22} y la e-metilmetionina (4Q) se caracterizaroa por
cromatografia en capa fina (CCF). por su punto de fusidn, por
espectroscopia IR y de 'I.I-.

En la odtenclén de la a-etilalanina (J3) se alcanzd un rendisiento de
94% de un sélido blanco con punto de fusiéa de 308 °C.

El espectro de IR de 9 (figura 9) presenta una sefial en la reglén de
3400-2900 :l-l. de alargasiento simétrico y asimétrico de nc,'. un
sobretons en 2500 cm’' de MM, una absorcisn en 1625-1580 cs' de
alargamiento simétrico y asimdtrico de (OO una sefial de deformacidn de
N2,* en 1510 y una sefial de deformacida de COO” en 1415 ca™’.




TARLA 1 (HIDANTOINAS})

a) NaON. (084, ),C8,. ?
rec-n Et, M. EL-ON 50X r[:-{o
1 b) HCI 6 N, e e
Eall. 20 ata: i
15 : R =Gy, RO,
A5 : R = OLSCH R Oy
XaTreta Fema CLSTH 0 OLTHTOCH, CHySCHGOCH,
SUSTITUTONTYS B8 R Oy SC,f, iy CHyICH,
o PeOTACTO X H o, oy
PROBICTO 5 @s) o7y 458
comrcTosms 24 BORAS (TOWPERATRA NBIINTE)
X REACCION
FNTO DR FUSION DML
PROCTO GRTONIND (C)  —-— 10 109-111
FONTC DE FUSION DET
PACCUCTO REFOETADO (€} 108 @) 109-110(33)
IO INTONTG 89% sax 6%
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El espectro de Y5, RN de 39 (figura 10) presenta un multiplete en 2.1
FFP® que integra para dos hidrégencs de la seBal de—CH,- un singulele que
integra para tres hidrégencs que puede ser de CHy~C-2. un triplete en 1.18
Fpa Qque integra para tres hidrégencs del C-4.

En la preparacién del a-metilmetionina (40) se cbluvo el 95% de
readialente de un sdlido de color amarillo coe punto de fuslén 280 °C dee.

El espectro de IR de 4Q (figura 14} presenta una banda de absorcién de
alargaaiento simétrico y asimétrico de Mi,” en 3200-290C ca™’, una seBal en
1610~1580 ca”! de alargamtento de COC™., una sefal en 1420 ca ' que se
a31gn0 & ~CHy-5 ¥ tna weflal en 1320 ca”' que se asignd a CHy-S-

El espectro de 'HRM de $0 (flgurs 15) presenta un sultiplete que
integra para dos hidrégencs en 2.9 ppm asignado a -CH,~C ¥ un singulete en
1.7 ppm de CHy-C-2.

La preparscién de los s-alquilsminodcidos a partir de una hidantoina
como intersediario se estudid pars conocer las condiciones mis adecusdas en
su sintesis. Puss si blen se ha reportado ya la obtenclén de alguncs
e~alquilaminodclidos. era necesario adaplar ests método a las condicicoes
prevalecientes para que pusda ser usado como una métodologia rutinaria de
sintesis. Los s-alquilamincdcidos se tienen Que preparar porque son
oecesarios como sustrates para la preparacidn de anilogos peptidicos y no
hay una busna dispoalblllidad de estos compuestos en el mercado.

El rendiatento total en la cbtenclén de a-etilalanina (39} a partir de
2-butancna 41 fue de 51X, en tanto que el rendialento de a-metilsetionina
{4Q) s partir de 4-(metllitio)-2-butancoa (4§} fue de S9X. Aun cuandc estos
rendislentcs puedan ser considerados como buencs, tal vez, aumeatando la
tesperatura en la sintesis de las hidantoinas pusdan mejorarse.

Se pudo cbservar al efectuar la sintesis que las hidantoinas son
s511dos muy estables que se separan ficilmente del asedio de reaccién y se
pusden purificar por recristalizacién en agua con una recuperacidn muy
alta. E1 tlempo de hidrélisis de las hldantoinas pars la obtenclén de los
a-slquilamt nis fue de 60 horas ys Que se obtuviercn




TARLA 2 (@-ALQUILAMINGACIDCS)

2) BalCH);. § K0

3 {C 25Q al de izc R*
- 1
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PATC CE FUSION DET
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FNTO OF FUSION DEX.
PROCUCTO REPCRTADOD (€} 363-3S1 (331
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rendinlentes cuantiiatives de les amlnodcldes después de su puriflcacléa a
travées de upa columna de intercazbie iéalco.

Los reactives utllizados para la sintesis de las hidantoinas se pueden
adquirir ficilmeate y el nmaterial y equipc que se¢ utillzd fue el basico de
un laboraterto de gquiaica corgianica.

a1



6. CONCLUSIONES

Se realisd la sintesis, alslamlento, purificacléa y caracterizacdn de
eetilalanine (33} y s—metilmetionina (49) por roapimlento hidrolitico de

= orr

Sa efectud 1la preparaciéna de las hidantoinas intermediarias
S-et1l-S-wetilhidantoine (454} y S—metil-S-(metiltlcetil)hidantoina (43R).

El tlempo de hidrélisis de las hidantoinas de 60 boras fue el mis
do para la obt én de lcs «—alqullaamincécidos.

Anque los ¢ o la &n de los pusden
considerarse como busncs se podrian sejorar alargando los tlempos de
T éa en la 4n de las h) o 1a teaperatura.
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