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Abreviaturas.

Las abreviaturas para los aminoacidos y los péptidos derivados son los
recomendados por la Comisién sobre Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB.’
Esto surge como un intento para llevar a cabo una amplia sistematizacion de
varios tipos de abreviaturas que estan en uso.

Los simbolos elegidos son derivados de los nombres triviales o de los nhombres
quimicos de los compuestos y también representan su formula estructural.

Simbolos para aminoacidos

Phe Fenilalanina
Val Valina
Tyr Tirosina

Las abreviaturas de los aminoacidos denotan la configuracién L a menos que

se indique lo contrario al anteponer las letras D o DL seguido de un guién.

Aminoé&cidos N-alquilados.
Los N-alquilaminoacidos cada vez son mas comunes (p. €j. en un gran
grupo de depsipéptidos) y por ello se requieren simbolos especiales.
N-Metilvalina MeVal
N-Metilfenilalanina MePhe
La uniéon entre amino4cidos se da con guiones que representan el enlace
peptidico, por ejemplo: Phe-Val
Simbolos sugeridos para designar grupos sustituyentes (o protectores)

comunes en aminodacidos, péptidos y quimica de proteinas:

Z- 0 Cbz- Benciloxicarbonil-
Boc- t-Butoxicarbonil-
-OMe éster metilico
-OtBu éster terbutilico

Otras abreviaturas:

DCC N, N'-diciclohexilcarbodiimida

BOP Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-oxi-tris(dimetilamino)fosfonio
BOP-CI Cloruro de N, N’-bis(2-ox0-3-oxazolidinil)fosfinilo

HOBt 1-hidroxibenzotriazol

HMPA Hexametilfosforamida
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1. Introduccion.

Las cianobacterias de origen marino producen un elaborado arreglo de
metabolitos secundarios los cuales exhiben un amplio espectro de
bioactividades, presentando algunos de estos compuestos toxicidad? variable
mientras que otros pueden ser empleados a favor de la salud humana®, de tal
forma que las cianobacterias se reconocen como una fuente potencial de
farmacos.

Dentro de los metabolitos que usualmente llegan a producir las
cianobacterias encontramos a péptidos y depsipéptidos bioactivos. Estos
metabolitos pueden ser de estructuras ciclicas, contener unidades de
aminoacidos modificados, porciones de policétidos, o bien ser una combinacion
de éstos, lo cual les confiere resistencia a la degradacion enzimética y
contribuye a una gran variedad de actividades biologicas. En especifico, los
depsipéptidos son compuestos consistentes en cadenas de aminoacidos que
alternan con &cidos carboxilicos via enlaces ésteres y amidas.

Los productos conocidos como Ulongamidas A-F (1- 6) son seis nuevos
depsipéptidos ciclicos aislados de la cianobacteria marina Lyngbya sp, del
canal Ulong en Palau Archipiélago de la Micronesia (Oceania), cuyas
estructuras, caracterizacién y estereoquimica fue determinada por Moore* y su
equipo de colaboradores. La cantidad obtenida de estos compuestos partiendo
de ~40 g de cianobacteria oscila entre los 0.3-1.1 mg. (Figura 1)
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Figura 1. Ulongamidas A-C (1-3).



Figura 1. Continuacién Ulongamidas D-F (4-6).

Todos estos compuestos con excepcion del depsipéptido 6, el cual carece de
un aminoacido de tipo aromatico, muestran actividad citotdxica contra lineas de
células KB (carcinoma epidérmico) y LoVo (adenocarcinoma de colon) con

valores de ICso de 1 uM y 5uM respectivamente.*



2. Antecedentes.

2.1 Productos marinos naturales.

La busqueda de productos naturales que poseen actividad bioldgica tuvo sus
primeros estudios sobre plantas y microorganismos terrestres de los cuales se
obtuvo resultados fructiferos de los mas notables son la aspirina, la penicilina y el
taxol.

El rumbo contemporaneo para el descubrimiento de farmacos de fuentes

naturales se ha dirigido al medio marino que produce numerosos, aunque con
frecuencia, complejos compuestos quimicos. Esto no debe de sorprendernos si
tomamos en cuenta que mas del 70% de la superficie terrestre es agua y con los
océanos siendo mas del 95% de la biosfera.
A partir de 1975 se han tomado tres vias paralelas para la busqueda de productos
naturales marinos: toxinas marinas, bioproductos marinos y ecologia quimica
marina. Hasta el afio 2001 tan solo se tiene determinada la estructura quimica de
cerca de 13,000 nuevos compuestos.

Los microorganismos marinos tales como actinomicetos y cierto tipo de
hongos son bien conocidos por su produccion de metabolitos bioactivos. Las
cianobacterias también han sido identificadas como uno de los grupos de
microorganismos biolégicamente mas prometedores de los cuales se pueden
aislar nuevos productos naturales que son bioquimicamente activos. Las
cualidades medicinales de las cianobacterias fueron apreciadas desde 1500 A.C.,
cuando la especie Nostoc fue usada en el tratamiento de gota y varias formas de
cancer. No obstante hasta antes de 1990 se tienen investigaciones limitadas sobre

el aislamiento de compuestos bioactivos de este microorganismo.’

Dentro de los metabolitos bioactivos de las cianobacterias cabe destacar:

a) Didemnina B (7) es un lipopéptido ciclico y fue el primer producto natural marino
en ser evaluado en pruebas clinicas en humanos para el tratamiento de varios
tipos de cancer, con resultados desafortunados en la fase I, sin embargo se
trabaja en analogos sintéticos de este.® (Figura 2)



b) La Boroficina (8) dentro de su estructura contiene boro y exhibe una potente
citotoxicidad contra lineas celulares LoVo y KB.” (Figura 2)

c) Cianovirina (9) es una proteina de 101 aminoacidos que ha mostrado potente
actividad contra virus de inmunodeficiencia.® (Figura 2)

d) Dolastatina 10 (10) es un pentapéptido modificado citotoxico que ha sido

recomendado para pruebas clinicas fase Il como anticancerigeno.® (Figura 3)
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Figura 2. Estructuras quimicas de la Didemnina B (7), la Boroficina (8) y la Cianovirina (9).
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Figura 3. Estructura quimica de la Dolastatina 10 (10).

2.2 Via metabodlica secundaria.

En los ultimos 50 anos se han aislado y caracterizado los productos
microbianos (ej. pigmentos, alcaloides, toxinas, antibioticos, carotenoides,
lipopéptidos, etc.) que no muestran una funcidén obvia en la vida del organismo que
los produce (conocidos como metabolitos secundarios). En el mundo marino, la
cianobacteria es una fuente prolifera de tales compuestos, muchos de los cuales
muestran actividad biolégica como antibidticos, anticancerigenos, antivirales entre

otras.

El metabolismo primario de los microorganismos se caracteriza por tener como
productos finales energia e intermediarios para la sintesis de macromoléculas
esenciales tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Sin embargo existen
ciertos organismos que poseen genes para producir metabolitos secundarios en
adicion a los genes necesarios para su crecimiento. En estos organismos ciertos
pasos del metabolismo primario carecen de regulacion con la consecuente
acumulacién de intermediarios y productos finales del metabolismo primario, que
sirven como subsidiarios de otras vias para formar metabolitos secundarios.’

(Esquema 1)

La diversidad estructural de los productos naturales generados por los
microorganismos parece ser predominantemente el resultado de modificaciones y

reacciones de combinacion de la via metabdlica primaria.
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Esquema 1. Vias para los metabolitos secundarios microbianos en la que se incluyen rutas

produccion de lipopéptidos.

metabdlicas para varios antibiéticos producidos por actinomicetos y se postula la ruta para la



2.3 Aminoacidos.

En un analisis de la literatura de productos naturales derivados de
cianobacterias marinas se muestra que aproximadamente el 68% contiene
nitrégeno.® Consecuentemente los productos naturales de muchas cianobacterias

contienen fragmentos de aminoacidos naturales o sus derivados.
- Quimica y estereoquimica de los aminoacidos. "%

Los aminoacidos son los bloques de construccidn de los péptidos y se
componen de un atomo de carbono que tiene enlazado un grupo carboxilo, un

grupo amino, un atomo de hidrégeno y una cadena lateral R1. (Figura 4)

H R H R

Figura 4. Estereoquimica de los aminoacidos.

El aminoacido mas simple es la glicina cuya cadena lateral es otro atomo de
hidrégeno dando lugar a un compuesto aquiral, pero se tienen dos posibles
configuraciones de sustituyentes alrededor del atomo de carbono a central para
todos los otros aminoacidos, haciendo que existan en dos formas estereoquimicas
conocidas como L-isomeros para los aminoacidos encontrados en las proteinas y
D-isomeros para aquellos que tienen la configuraciéon opuesta. Los aminoacidos
naturales son designados de esta forma por que tienen la misma configuracién
que el L-gliceraldehido, el cual arbitrariamente fue designado como la forma L.

Dos isobmeros de configuracion o quiralidad opuesta se relacionan como
imagenes en un espejo y son referidos como enantiomeros; son idénticos en todos
los aspectos, excepto que en solucion estos rotan el plano de la luz polarizada en
direcciones opuestas. El enantiomero que desvia la luz polarizada a la derecha se



conoce como dextrorrotatorio (+) y el que lo hace hacia la izquierda es
levorrotatorio (-). Cabe indicar que no hay una correlacion entre la direccion de la
rotacion optica (RO) y la configuracion del isémero.

De acuerdo con el sistema de nomenclatura de Cahn-Ingold-Prelog, los L-
aminoacidos son de configuracion (S) con excepcion de la cisteina y sus
derivados. Cuando la configuracion de un aminoacido no es indicada se asume

qgue se trata del enantiomero L.

- Naturaleza iénica de los aminoacidos. '@

Cada uno de los grupos funcionales de los aminoacidos puede existir en forma
protonada o desprotonada. (Figura 5)

| pH |
0.1 <13 2.3 5.95 9.6 >10.6 14
pl
———————————————— OH® °
pKa 2.3 CO,H ——_—> CO, COze
H® OH®
— NH® O
HG—NH; HC—NH; - HC—NH, pKa 9.6
STCI (T i
CO,Pg’ CO,Pg’
HC—NH.® CI® HC—NH,
o) NH CO,Pg’
X
Ri (a) \c|:/ CHR, R (b)
CO,H _cH co® Na®
R NHPg? |
HC—NHPg? HC—NHPg’
(e)
Ri (o) Ry (d)

Figura 5. Naturaleza i6nica de los aminoacidos (los valores de pKa corresponden a la Val). Pg =
grupo protector. (a) Insoluble en disolvente organico y soluble en solucion acida; (d) insoluble en
disolvente organico y soluble en solucién alcalina; (b), (c) y (€) soluble en disolvente organico.



El estado i6nico de un grupo funcional es dictado por dos parametros: su
naturaleza quimica y el pH del medio. Con cambios en el pH cada grupo puede
perder o ganar un proton. La constitucion quimica del grupo determina sobre cual

intervalo de pH ocurre esto.

El pKa corresponde al pH al cual la mitad de las moléculas estan protonadas y la
otra mitad no. Los pKa’'s de los grupos funcionales estan influenciados por los
grupos adyacentes y los grupos cercanos.

El aminoacido es una molécula cargada en todos los valores de pH; es un
cation a pH acido, un anion a pH alcalino y predominantemente un ion de ambos
tipos o zwitterion a pH’s entre los dos valores de pKa. Un punto medio sobre la
escala de pH en el cual el aminoacido no migra en un campo eléctrico es referido
como punto isoeléctrico (pl). Estas caracteristicas pueden ser aplicadas como el
primer paso de cualquier purificacion basandonos en la solubilidad de los

aminoacidos y sus derivados.

2.4 N-metilaminoacidos y métodos de N-metilacion.

En varios de los depsipéptidos producidos por cianobacterias marinas se
encuentran fragmentos que corresponden a aminoacidos modificados; en el caso
de las Ulongamidas A-F (1- 6) se tienen aminoacidos N-metilados, por lo cual es

necesaria una revision sobre las metodologias de N-metilacién.' (Esquema 2 y 3)



2 N NaOH, CH,l

1)  Ph(CH,)SO,NH-CHR-COOH Ph(CH,)SO,N(CH,)-CHR-COOH
65 °C, 20-60 min

(a) 12 NHCI, 100 °C, 8 h
(b) Na/ NH, ,
HN(CH,)-CHR-COOH
(c) 5.6 NHBr/ AcOH, 70 °C, 2 h
(d) 2 N HBr/ AcOH, 24 h (a) Método de Fischer y Lipschitz, 1915
(b) Método de Vigneaud y Behrens, 1937
. PhCHO acuoso ) HCHO acuoso
2)  NH,-CHR-COOH PhCH,NH-CHR-COOH
(a) OH', NaBH, HCOOH, A
(b) OH', H,-Pd(C)
(c) pH 6.5, NaCNBH,
' H2 .
PhCH,N(CH,)-CHR-COOH ———— > HN(CH,)-CHR-COOH
Pd(C)
(a,b) Método de Quitt, 1963
. Ag,0, CH,l .
3) RCONH-CHR-COOH RCON(CH,)-CHR-COOCH,
DMF, 23 045 °C
R = OCH,Ph
NaOH-EtOH (1:3) RCON(CH,)-CHR-COOH
Método de Olsen, 1970
, NaH, CH,| ,
4) RCONH-CHR-COOH RCON(CH,)-CHR-COOCH,
THF-DMF (10:1), 80 °C
(a) 2 N NaOH-MeCH, 35 °C; R = 0OCH,Ph '
RCON(CH,)-CHR-COOH
(b) NNaOH-THF; R =Ph, CH,
5.6 NHBr/ AcOH; R = OCH,Ph HN(CH3)—CHR'-COOCH3
Método de Coggins y Benoiton, 1971
i NaH, CH,| i
5) RCONH-CHR-COOH RCON(CH,)-CHR-COOH
THF, 23 °C

R = OCH,Ph, OtBu; 5 °C para R" = CH,0Bzl, CH,OtBu

Método de Benoiton y colaboradores, 1973-1976

Esquema 2. Revision de métodos de N-metilacion de aminoacidos.
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El siguiente analisis sobre las técnicas de N-metilacion y la pureza enantiomérica
de los productos se basa en el Esquema 2. Antes de llevar a cabo la
monometilacion del aminoacido, el grupo amino debe ser protegido. El grupo
protector debe ser facil de eliminar posteriormente.

El primer grupo protector utilizado para preparar N-metilaminoacidos es el p-
toluensulfonilo. La metilacion del tosilaminoacido produce el tosil-N-
metilaminoacido, el cual al ser tratado con sodio en amoniaco liquido libera el p-
toluensulfonilo y genera el N-metilaminoacido deseado.'> Otros métodos para
remover el grupo tosilo resultan en la parcial racemizacién del compuesto.™

Un segundo grupo protector utilizado es el bencilo, el cual se introduce al
aminoacido por reaccién con benzaldehido a pH alcalino.” La metilacién es

llevada a cabo mediante el procedimiento de Eschweiler-Clarke' '

el cual emplea
formaldehido acuoso y acido férmico. Sin embargo, ambos pasos de esta sintesis
resultan en la parcial racemizacion del N-metilaminoacido.

Los alcoxicarbonilos terbutoxicarbonilo (Boc) y benciloxicarbonilo (Z) son
posteriormente introducidos. Inicialmente una vez protegido el grupo amino del
aminoacido, este se metila con yoduro de metilo y 6xido de plata.'” El producto de
esta reaccion es el éster metilico del derivado N-metilado. La metilacion
empleando yoduro de metilo e hidruro de sodio en dimetilformamida también
produce derivados esterificados.' Desafortunadamente la saponificacién de un
éster de un N-metilaminoacido-N-protegido resulta en una ligera racemizacion de

éste.’®

Un método directo para preparar Z- y Boc-N-metilaminoacidos de pureza
enantiomérica aceptable fue desarrollado a inicios de 1970 cuando se mostro que
la metilacion de estos derivados con yoduro de metilo e hidruro de sodio genera el
producto sin la esterificacion del grupo carboxilo, cuando la reaccion se hace en
tetrahidrofurano a temperatura ambiente.?’ Esta ha sido desde entonces la técnica
seleccionada para preparar estos derivados y cabe destacar que ventajosamente
la metilacién de los Z-derivados es mas rapida que la de Boc-derivados.
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, (CH,),SO,, KOH ,
6) RCONH-CHR-COOH > RCON(CH,)-CHR-COOCH,

n-Bu,N*HSO,, THF

R =0OCH,Ph
R’ O
' (CH,0),, p-TsOH 10% Pd/C, H, '
7)  PgNH-CHR-COOH > ——— > XN(CH,)-CHR-COOH
CgH, N o CH,OH
Pg/ Ay
Pg =2, Boc X =H, Boc

Esquema 3. Revision de métodos de N-metilacion de aminoacidos mas recientes.

Entre los métodos de N-metilacion mas recientes encontramos el que se lleva
a cabo con Z-derivados en THF empleando yoduro de metilo e hidréxido de
potasio, en presencia de un catalizador de transferencia de fases sdlido-liquido®’
(bisulfato de tetrabutilamonio); donde se obtiene un derivado esterificado.

Otro método consiste en la reduccion de oxazolidinonas N-protegidas por
medio de hidrégeno en presencia de Pd/C.?

2.5 Sintesis de péptidos.

En la practica un dipéptido es formado por la combinacion de dos aminoacidos
enlazados por la reaccion del grupo carboxilo de uno de los aminoacidos con el
grupo amino de un segundo aminoacido. Por convenio, las estructuras peptidicas
se escriben de forma que el grupo amino se encuentre a la izquierda y el grupo
carboxilo a la derecha. Los extremos izquierdo y derecho del péptido se

denominan N-terminal y C-terminal respectivamente.?
- Estrategias en sintesis de péptidos.

Debido a que los aminoacidos poseen dos o tres grupos funcionales capaces
de sufrir reacciones, el objetivo de una sintesis es formar el enlace deseado y
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evitar a su vez reacciones sobre los otros grupos funcionales. La reactividad de un
grupo funcional depende de su electrofilia o nucleofilia; y puede ser suprimida si
se combina con un protector adecuado. Un grupo protector adecuado es aquel
que es estable a la quimica que sera sometida la molécula y que puede ser
removido preferentemente sin reacciones paralelas. La eleccion entre proteger o
no tiene implicaciones con la accesibilidad de los materiales de partida, la
solubilidad de reactivos y productos, los métodos de acoplamiento, la cantidad de
reacciones paralelas y la facilidad de la purificacion de intermediarios y productos.

El objetivo de la sintesis de péptidos es sencillamente conectar aminoacidos
en la secuencia prescrita por la formacién de los enlaces amida entre ellos. Se han
disefiado una serie de métodos y reactivos muy efectivos para la formacién de los
enlaces peptidicos, estos han hecho que la union de aminoacidos por enlaces
amida no sea dificil.

La sintesis de un dipéptido de secuencia prescrita requiere al menos tres
operaciones:

1.- Proteccion del grupo amino del aminoacido N-terminal y del grupo carboxilo del
aminoacido C-terminal (hay que tomar en cuenta la proteccion de los grupos de
las cadenas laterales de los aminoacidos en caso de que estos sean susceptibles
de reaccionar).

2.- Union de ambos aminoacidos protegidos mediante enlace amida empleando
agentes acoplantes o técnicas de acoplamiento.

3.- Eliminacion de los grupos N y C-protectores (desproteccion de los grupos de
las cadenas laterales en caso de que se tengan).

2.6 Proteccion del grupo amino.
Los grupos amino son usualmente protegidos por formacién de derivados con
alcoxicarbonilos. El grupo Z fue descubierto por Bergmann y Zervas® en 1932, es

uno de los grupos de proteccidon de aminas mas habituales, se elimina facilmente

por reacciones distintas de la hidrdlisis, tal como la hidrogendlisis en presencia de
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paladio, o por tratamiento con bromuro de hidrégeno en acido acético. Los Z-
derivados se obtienen por la reaccion de Schotten-Baumann la cual envuelve la

acilacion del aminoacido con el cloruro de alcoxicarbonilo. (Figura 6)

N - T R e

HC
ee /
<N HNT cof R0 NH - cdy

Figura 6. Proteccion del grupo amino por formacion de uretanos.

Otro grupo N-protector relacionado, que ha sido empleado desde inicios de
1950, es el Boc. Su incorporacién a los aminoacidos no se lleva a cabo por la
reaccion de Schotten-Baumann, sino por acilacion con dicarbonato de diterbutilo a
pH medianamente basico. Los Boc-aminoacidos fueron los primeros derivados
utilizados que son sensibles a acidos mas débiles que el bromuro de hidrégeno;
de hecho, el Boc se puede eliminar con acido trifluoroacético en diclorometano.

2.7 Proteccion del grupo carboxilo.

Los grupos carboxilo de los aminoacidos se protegen normalmente como
eésteres. Los aminoacidos son esterificados haciéndolos reaccionar con alcoholes,
esta reaccidn es catalizada por acidos, y es reversible. El cloruro de hidrogeno es
el catalizador clasico en la preparacién de ésteres metilicos y etilicos. EI método
es atribuido a Fischer, aunque fue usado por Curtius en 1880." (Figura 7) La
desproteccion del éster se lleva a cabo mediante saponificacion en base diluida.
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Tz 2 HX CﬁH " < C|:2H OR
H(?\I/HC\CO? P — %C\OH: %C—OH — &N
) g
HOR, +
H,O

Figura 7. Proteccion del grupo carboxilo por esterificacion de aminoacidos con alcohol, catalizada
por acido.

Los ésteres de bencilo son una opcion muy popular ya que se pueden eliminar
por hidrogendlisis. Asi, un péptido sintético N-protegido con Z y C-protegido como

éster de bencilo, puede desprotegerse completamente en una unica operacion.

Los ésteres terbutilicos no se pueden preparar por el método general de
esterificacion debido a la naturaleza poco reactiva del alcohol terbutilico. La
formacion de estos compuestos se efectua por reaccion del aminoacido con
isobuteno en diclorometano generalmente, y es catalizada por acido sulfurico

concentrado. (Figura 8)

H,C
>:CH2

HyC A R

3 + Cl)‘) 2 CHj
R H,SO, CH3 CH OC—CH
2 — = % G /7N / R ®_~ \ 3
| CH.CI ® o C—CH HsN

® HC 22 | ® s CHy

H3N/ \CO? Presion "y CH, o

Figura 8. Proteccion del grupo carboxilo de los aminoacidos como su éster terbutilico.

Los ésteres terbutilicos se pueden eliminar por hidrdlisis acida con acido
trifluoroacético en condiciones suaves y no son afectados por la reaccion de

hidrogendlisis en presencia de paladio o platino.
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2.8 Proteccion del grupo hidroxilo de la tirosina (11).

OH
11
I
H,C C
’ \C|:H/ SoH
NH,

Figura 9. Estructura quimica de L-tirosina.

El grupo hidroxilo de 11 es muy reactivo, por lo que usualmente se protege
durante una sintesis. La parte fendlica es un buen aceptor de cationes y el anién
fendlico es mejor nucledfilo que un grupo a-amino, debido a esto la tirosina
desprotegida invita a reacciones paralelas durante las reacciones de
acoplamiento, asi como durante las reacciones de desproteccién por hidrodlisis

acida.

Algunos grupos protectores son sensibles a acidos y/o a nucledfilos, mientras que
otros sufren transposiciones durante su desproteccion con acidos fuertes y forman
subproductos tales como 3-benciltirosina (13) (Figura 10).?° Es posible minimizar
la reaccion de alquilacidon por la via intermolecular por el uso de anisol o benceno,
los cuales compiten con los reactivos y los productos de reaccion por las especies

alquilantes. Sin embargo, es mas dificil interferir con la via intramolecular.
Por lo tanto las principales consideraciones a tomar en la proteccién del hidroxilo

de 11 son la estabilidad del grupo protector y su tendencia a alquilar la posicion

orto del anillo cuando es removido.
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CH
Il Ha
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CH,
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H,C C H,C _C H,C 14
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12 13

Figura 10. (A) Transposicion al fenol sustituido durante la debencilacién acida de O-benciltirosina
(12). La alquilacion también puede ocurrir por reaccién intermolecular. (B) La alquilacion no ocurre
durante la hidrdlisis acida de 2-bromobenciloxicarboniltirosina (14). El oxicarbonilfenol producido es

un nucledfilo mas débil que el fenol y el catidon que se genera esta mas lejos del nucledfilo.

Entre algunos ejemplos de grupos protectores tenemos el ciclohexilo®® que
posee una adecuada estabilidad y menor tendencia como agente alquilante, su
desventaja radica en que el derivado necesario no es facil de preparar. Un
homdélogo menor no ciclico de éste es el 3-pentilo®, cuya eliminacién se efectua
con HF. Otro grupo protector que se ha empleado es el 2-bromobenciloxicarbonilo.

En nuestro caso revisando la literatura se opté por la O-proteccién por

formacion del éter metilico.?®
2.9 Formacion de enlaces peptidicos.'®
La formacion de un enlace peptidico es efectuado por la abstraccion de una

molécula de agua de los grupos amino y carboxilo de dos derivados de
aminoacidos. (Figura 11)
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acido activado

Base I
H> H // 0 = R A
R 2
S [ /\
/ _2 R C\NH CH\C/ Y INeH”
R—C CcC—0 ” 15 :
\ 7/ I
o Y
A
o} R, 0 0 R, o)
C| !:H NH c! |C| CH NH |C!
NG RN N T N
g Y@‘/ R NH w/ CH Pg | R NH @T CH Pg
B o) R, o) R,
Dipéptido Dipéptido
Cc
E

H
R R l .
N—C N—C b @ N—C
! ) NI LN
R\~ 0 R™ N\~ TOH RN\~ 0
Oxazolona Aquiral Oxazolona

Figura 11. Pg= grupo protector. A) Formacién del enlace peptidico (reaccién intermolecular), B)
Formacion de oxazolona (reaccion intramolecular), C) Obtenciéon del dipéptido a partir de L-
oxazolona, D) Enolizacion que genera b-oxazolona cuando R=alquilo, E) Obtencion del dipéptido a

partir de b-oxazolona cuando R=alquilo.

El grupo carboxilo de uno de los aminoacidos se encuentra activado por un grupo
electroatractor “Y” que incrementa la electrofilia sobre el atomo de carbono del
carbonilo y dirige la reaccidn hacia la formacion del dipéptido (A). Aunque debido a
la naturaleza del componente activado (15) y que hay otro nucledfilo cercano que
puede reaccionar con el electréfilo, se puede dar una reaccion paralela que lleva a
la formacion de un compuesto ciclico denominado oxazolona. Cualquier base (B)

promueve la ciclizacién.
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Cuando 15 posee un grupo R = alquilo, se forma la oxazolona, la cual puede ser
enolizada creandose una molécula aquiral, donde la reaccion inversa genera los
dos enantiomeros de la oxazolona (D). La subsecuente reaccion de acoplamiento

con este nuevo isdmero produce un diastereoisomero no deseado (E).

En el caso de tener a 15 con un grupo R = alcoxido, se eliminan los pasos (D) y
(E), y se disminuye la formacion de la oxazolona (B). La parcial supresion de la
ciclizacion se debe a la reduccion de la nucleofilia del atomo de oxigeno del
carbonilo, promovida por el oxigeno adyacente. Si se llega a formar algo de
oxazolona esta no produce el otro enantiomero; ademas de ser mas susceptible a
la reaccion de acoplamiento (C).*® Esto nos lleva a la obtencién de un solo
diastereoisomero, cuando la reaccion de acoplamiento es efectuada con N-

alcoxicarbonilaminoacidos.
2.10 Agentes acoplantes.*

El procedimiento seguido para combinar dos residuos de aminoacidos y formar
un péptido es conocido como método de acoplamiento. Cuando el acoplamiento
se efectua por la adicion de un solo compuesto a una mezcla de dos reactantes,

éste es referido como agente acoplante.

- Uso de N, N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC)

Las carbodiimidas son los agentes acoplantes mas comunes, previamente
eran usados en sintesis de nucleotidos y fueron introducidas en el trabajo con
péptidos por Sheehan y Hess®' en 1955. La carbodiimida mas conocida es la N,
N’-diciclohexilcarbodiimida (16), esta produce un subproducto insoluble

denominado N, N’-diciclohexilurea (17). (Figura 12)
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Figura 12. Estructuras quimicas de N, N’-diciclohexilcarbodiimida (16), N, N'-diciclohexilurea (17) y
HOBt (21).

La desventaja del uso de 16 es que el intermediario activo de su reaccion con
aminoacidos (18) tiende a la transposicion y forma la N-acilurea (19), o se cicliza
como oxazolona (20) (Figura 13). El uso de aditivos como el HOBt* (21) (Figura
12) en una mezcla que contiene reactantes y carbodiimida, mejora
significativamente la eficiencia del acoplamiento. El aditivo 21 suprime la
formacion de 19 y la isomerizacion de 20. Fue introducido por Konig y Geiger en
1970.

0 R,
|c! c|:H RMN=C=NR, R; = R, = ciclohexilo
RO™ ONH  “COH o
®
R;N=—C=—NHR,
R4
ﬁ Tz R N——%———N/ ﬁ Tz
N=
c \\\\\\ G CH_ O _NHR,

CH \
R0 NH COO\_/ R,0 NH e wr>c

18
ﬁ Tz /
C CH _NR; _NHR
R0 N \ﬁ/ ?’\ﬁ/ 4 !
19 O O N
c/ \c
R0\ 0
O 20

Figura 13. Reacciones paralelas por el uso de DCC en reacciones de acoplamiento.
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- Otros agentes acoplantes.

A finales de 1970 se introdujeron agentes acoplantes que incorporan a 21 en
su estructura, estos resultaron mas eficientes y son ademas utiles para incorporar
aminoacidos impedidos estéricamente, incluyendo los N-metilados. Su actividad
es unica ya que no reaccionan con grupos carboxilo sino con aniones carboxilato,
y no reaccionan con grupos amino si el anion esta presente. Las reacciones de
acoplamiento por lo tanto son iniciadas al transformar los acidos carboxilicos a sus

aniones carboxilato en presencia de aminas terciarias.

El primero de la nueva generacién de agentes acoplantes adoptado fue el BOP
(22) (Figura 14) que fue introducido por Castro® en 1975. El compuesto 22 es

cristalino, no higroscopico y puede prepararse facilmente en grandes

cantidades.®* %

® —P(NMe,);

N/\ PF6@ (r\ N_!%_N\/:‘D
7 A J

N @)
22 23

Figura 14. Estructuras quimicas de los agentes acoplantes BOP (22) y BOP-CI (23).

En 1980 Palomo-Coll*® desarrollaron el BOP-CI (23) (Figura 14) el cual es
conocido como un poderoso reactivo para acoplar aminoacidos o péptidos N-
alquilados o estéricamente impedidos.
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2.11 Formacion de dicetopiperazinas a partir de dipéptidos protegidos como

ésteres.'*®

Una cadena peptidica consiste en una sucesion de atomos -C(=0)-N-C°- los
cuales son coplanares. El enlace C-N es mas corto que el de una amida normal,
esto se debe al movimiento parcial de los electrones 1T entre el C=0 y el enlace C-
N, lo que da al ultimo el caracter de un doble enlace (~ 40%), haciéndolo incapaz
de rotar libremente. El protdn del grupo NH y el atomo de oxigeno se encuentran

en el mismo plano pero en una relacion trans. (Figura 15)

NH

HN

P

0]

trans . . .
Dicetopiperazina

Figura 15. Formas cis y trans del enlace amida de un dipéptido protegido como éster y su

ciclizacion a dicetopiperazina.

Debido al caracter de doble enlace del enlace peptidico, los dipéptidos tienden a
acomodarse en las posiciones cis o trans. En la posicion cis los grupos amino y

carbonilo se encuentran cercanos el uno del otro, no asi en la posicion frans.

Los dipéptidos protegidos como ésteres, en los que el grupo amino esta libre,
tienden a reaccionar entre si; el producto es una dicetopiperazina la cual es un
dipéptido ciclico (Figura 15). La tendencia a la ciclizacion es mayor cuando el
aminoacido C-terminal es prolina, glicina, valina, isoleucina o un N-
metilaminoacido, los cuales se acomodan predominantemente en la forma cis, lo

cual los hace muy reactivos hacia la formacién de dicetopiperazinas.
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Las ciclizaciones ocurren mas facilmente cuando en un dipéptido protegido como
un éster se tienen aminoacidos de configuracion opuesta, cuando el grupo saliente
es un alcoxido o un ariloéxido (electroatractores); y cuando la reaccion es

catalizada por acidos suaves, asi como por bases.

La formacién de dicetopiperazinas se disminuye por esterificacion del grupo
carboxilo terminal de un dipéptido con un alcohol terciario® (el cual provee un
pobre grupo saliente), o por proteccion mediante formacién de un derivado con

carbazato de terbutilo.®
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3. Planteamiento del problema

El proyecto final del equipo de trabajo consiste en la obtencién de las
Ulongamidas A, B y C (1- 3) por dos posibles rutas convergentes en la que se
obtiene un depsipentapéptido lineal que subsecuentemente es ciclizado. Debido a
que las estructuras de las Ulongamidas antes mencionadas guardan una cierta

similitud entre si, se dividieron en dos fragmentos con grupos protectores.

El fragmento mayor conformado por el depsitripéptido 24 es comun en las
estructuras de las Ulongamidas deseadas, mientras que el fragmento menor (25-
30), que consiste en un dipéptido se tienen variaciones en los aminoacidos y

grupos protectores que lo integran. (Esquema 4)
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CHj
@) k
\ O = ) CH
HsG  CH, NH :
Z N : OH
0 g 74 / N x o

24
+
0 Ri
Rs
N
CH; O
R HsC VA
Dipéptido de la Ulongamida R, R, R, Z
A (25) i-Pr H OtBu COOBn
B (26) i-Pr  OMe  OtBu COOBn
C (27) Bh OMe OtBu COOBnN
A (28) i-Pr H NHNHCOOtBu COOBn
B (29) i-Pr  OMe NHNHCOOtBu COOBn
C (30) Bn OMe NHNHCOOtBu COOBn

Esquema 4. Fragmentos protegidos resultantes de la divisién de las Ulongamidas A, By C.

Los aminoacidos que conforman los dipéptidos se encuentran N-metilados y para
la proteccion de su grupo carboxilo se utilizaron dos diferentes grupos protectores,

38, 39

debido a las dos estrategias de sintesis convergente por un lado (Esquema 5);

y por el otro, para evitar la formacidn de dicetopiperazinas.
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* Ciclizaciéon

Y
—
NN (0]
\O HO 0
(0]
NH NH
HeC™ f o)
HsC o
Acoplamiento HyC A
CH;
* Ruta 1 Acoplamiento [ a) TFA, CH,Cl,; b) BOP, DMF, 80-90 °C ]
Dipéptido R, R, R,
25 i-Pr H OtBu
26 i-Pr  OMe OtBu
27 Bn OMe OtBu

* Ruta 2 Método azida [ a) TFA, CH,CI,; b) NaNO,, HCI, H,O; ¢) NaHCO,, CH,Cl,, H,O ]

Dipéptido R, R, R,
28 i-Pr H NHNHCOOtBu
29 i-Pr  OMe NHNHCOOtBu

30 Bn  OMe NHNHCOOtBu

Nota: una vez que se tienen ciclizadas a las OMe-Ulongamidas B y C se debe de eliminar
el grupo protector del hidroxilo de la tirosina.

Esquema 5. Rutas de sintesis convergente para la obtencion de las Ulongamidas A, By C (1-3).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general:

Obtencion de los dipéptidos intermediarios de las Ulongamidas A, By C.

4.2 Objetivos particulares:

Encontrar grupos protectores adecuados para los aminoacidos con los
cuales se trabajara (Phe, Val y Tyr).

Llevar a cabo reacciones de N-metilacién sobre los aminoacidos Phe, Val y
Tyr.

Encontrar un método apropiado para el acoplamiento de aminoacidos
impedidos estéricamente.

Caracterizar los dipéptidos obtenidos por técnicas ya conocidas (IR, RO,
EM, RMN H, RMN *C y RMN 2D).
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5. Parte experimental

5.1 Métodos generales.

El progreso de las reacciones se siguidé por cromatografia en capa fina (ccf)
usando como adsorbente gel de silice 60 F.s4 de 0.2 mm de espesor de
Macherey-Nagel, empleando como reveladores lampara de luz ultravioleta
Spectroline Model CX-20 y/o vapores de yodo.

La purificacién de los compuestos se llevo a cabo mediante cristalizacion, por
cromatografia en columna flash (empleando gel de silice de 200-400 mallas), y/o
por cromatografia en placa preparativa usando gel de silice 60 Fzs4 de 20x20x0.2
cm como adsorbente.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato electrotérmico (MEL-
TEMP) en tubos capilares y no estan corregidos.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN 'H) se

obtuvieron en los equipos Varian-Gemini (200 MHz) y Varian Unity Inova (300
MHz, 500 MHz) usando como disolventes cloroformo deuterado (CDCI3) o metanol
deuterado (CD3;0OD), y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.
Los desplazamientos quimicos se reportan en ppm a partir del TMS. Para indicar
la multiplicidad de las sefiales en 'H se utilizan las abreviaturas singulete (s),
doblete (d), triplete (1), cuadruplete (c) y multiple (m). Las sefales complejas se
indican utilizando dos 0 mas de estas abreviaturas (ejemplo dd = doble de doble).

Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN C) se
determinaron en un equipo Varian Unity Inova a 125.7 MHz.

Las rotaciones oOpticas se determinaron en un polarimetro Perkin EImer modelo

343 utilizando celdas de 1 decimetro. Para la medicion se utilizé la linea D del
sodio (589 nm), a la temperatura del comportamiento de la celda (20 °C). Las
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rotaciones especificas se indican junto con la concentracién de la muestra en
9/100 mL, asi como el disolvente empleado.

Los espectros de infrarrojo (IR) se realizaron en un espectrofotémetro Brucker
Tensor 27 mediante las técnicas de pelicula o pastilla (KBr), utilizando poliestireno
para su calibracion.

Los espectros de masas se obtuvieron en un equipo JEOL modelo IMS-
AX505HA para analisis por impacto electrénico (El) o ionizaciéon quimica (1Q). En
el caso de estudios por FAB se empleo el equipo JEOL modelo JMS-SX102A. El
valor del i6n molecular se da como M* (m/z) con su respectivo porcentaje de

abundancia.
5.2 Secado de disolventes.

Frecuentemente es necesario purificar un disolvente antes de usarlo ya que en
caso contrario este podria introducir impurezas o deterioros en una reaccion.
Usualmente el agua es la impureza mas significativa en un disolvente, por ello la
importancia de eliminarla.

- Tetrahidrofurano (THF) 4@

Se empled THF grado analitico el cual antes de ser utilizado se coloc6 unas horas
a reflujo con trozos de sodio metélico, empleando benzofenona como indicador de
sequedad. Cuando se tiene una solucién que va del azul al negro se tiene el
disolvente seco. Al incrementarse el grado de humedad del disolvente cambia el
color de la solucion a verde o café (muy humedo).

- Metanol anhidro

La técnica de secado empleada es la de Lund y Bjerrum. “®
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5.3 Rutas de sintesis.

a) Sintesis de carbazato de terbutilo.

H3C

H3C (,)
(82 %) H3C/}\O/[\NH/NH2
CHy
34

CHy o) cl
T CH,Cl,, 38-41°C
OH
) o @ e e
HC 39 32 N

CHj,
H3C\‘/O\H/O
CHj O 133

(70 %)

2 H,NNH,"H,0

75°C

b) Sintesis del dipéptido de la Ulongamida A con el grupo carboxilo

protegido como éster terbutilico.

(? o 1)NaOH/H20‘ o
+
)‘\ 2) HCl
0 cl OH OH
35 36 NH, HNYO
37 o (89 %)
1) THF, 0°C, CH,, NaH
2) HCl
Ph—\ = Z o
"{\
0 OH
38

N 91 %
He >Z (91 %)
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CH; O
HsC OH + 3
NH,
39
CH,
)}\ +
HsC CHs
42
1) H,S0,, CH,CI,
2) Pd/C, AcOEt, H,
\
CH3 CH3
H,C o CHg
CHs
NH
v
HaC 3 (72%)
Hso / — t-OBU
HSC%O
HsC

1) NaOH / H,0

P
L

2) HCl

BOP, Et,N

H;C

40

Y

CH,C,

OH (88 %)
HN

1) THF, 0°C, CH|, NaH
2) HCI

CHj

t-OBu

(64 %) 25
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c) Sintesis del dipéptido de la Ulongamida B con el grupo carboxilo
protegido como éster terbutilico.

on OH
HCI / MeOH
o © > o 4+ 35
it
5 __CHy
OH
44 L _H
NH, T
" Na,CO, , H,0 / CHCI,
(94 %)
CHy
o~ OH
\
0 o)
1) KOH, THF
OH  10% (") BTBA, (CH,),SO, o)
N 2) NaOH / MeOH HN
He >z >z 45
46 (89 %)
(92 %)
__CHg
BOP, Et,;N %
CH,CI,
HyC CH, 26
0
t-OBu
|
N CHy; O o
e Nz (58 %)
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d) Sintesis del dipéptido de la Ulongamida C con el grupo carboxilo
protegido como éster terbutilico.

1) H,SO,, CH,CI
38 4 42 _0.CHC 2 + 46
2) Pd/C, AcOEt, H,

t-OBu
o AT
3 BOP-CI, Et,N
5 __CHg (92 %) CH,Cl,

27 e

t-OBu

N
(65 %)
N CHg

He >z

e) Sintesis del dipéptido de la Ulongamida A con el grupo carboxilo
protegido con carbazato de terbutilo.

CHy O
1) CH,Cl,, HOBY, 0°C, DCC
41 + 34 > /NH t-OBu + 38
2) Pd/C, AcOE, H, HaC NH W/
NH 48 0]
HyC”
(91 %)
BOP, Et,N
CH,CI,
HsC CHy
0 0
NH J}\
28 N SNH t-OBu
N CHy O
N 3
HaC z (35 %)
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f) Sintesis del dipéptido de la Ulongamida B con el grupo carboxilo protegido
con carbazato de terbutilo.

CHs
o
H3C CH4
BOP, Et,N 0 0
46 + 48
CH,Cl, NH
T SNH t-OBu
N CHy O
He” >Z

29

Y

(40 %)

g) Sintesis del dipéptido de la Ulongamida C con el grupo carboxilo
protegido con carbazato de terbutilo.

1) GH,Cl,, HOBt, 0°C, DCC o
38 + 34 > + 46
2) Pd/C, MeOH, H, NH 1-OBU
NH Y
NH (@]
Hye™ 49
. __GH
BOP-CI, Et;N
CH,CI,
o) o)
30
NH
N SNH t-OBu
CHy O
HC” Z (63 %)
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5.4 Métodos de sintesis

e Yoduro de metilo (CHal)*’

En un matraz de tres bocas que tenia un equipo de destilacién acoplado, un
termdémetro y un embudo de adiciéon de 250 mL, se colocaron 200 g (1.2 mol) de
yoduro de potasio en 108 mL de agua destilada. Se inicié la agitacion magnética y
se afadieron 15 g (0.15 mol) de carbonato de calcio, tras lo cual la mezcla se
calentd en canastilla a 60-65 °C. La temperatura se mantuvo en el rango
mencionado y se agregd de forma gradual 118 mL (1.25 mol) de sulfato de
dimetilo empleando el embudo de adicién en un periodo de dos horas de forma
que el yodometano comenzara a destilar. Una vez terminada la adicion de sulfato
de dimetilo la temperatura se incrementé a 65-70 °C por cerca de 40 min. para
completar la destilacion del yoduro de metilo. El producto se sec6 con cloruro de
calcio, se decantd sobre un matraz de fondo redondo para realizar una nueva
destilacion, en la cual se adicionaron unos cristales de yoduro de potasio. El
yodometano fue recibido en un matraz bola sumergido en un bafio de hielo. El
punto de ebullicion del compuesto es 41-43 °C (en el laboratorio fue de 32-33 °C a
585 mmHg). La cantidad que se obtuvo del compuesto en forma de liquido
incoloro fue 135.8 g (79 %).

o Fenilcarbonato de terbutilo (33)*?

Se llevd a cabo la destilacién de quinolina a presién reducida colectando la
fraccion de 113-114 °C a 17 mmHg. En un matraz de fondo redondo de 100 mL de
dos bocas con un termémetro se colocaron 10 mL (0.106 mol, 7.9 g) de terbutanol
(31) y 12.6 mL (0.106 mol, 13.8 g) de quinolina en 20 mL de diclorometano. Se
inicié la agitacidon magnética y se adicion6 de forma lenta 13.4 mL (0.106 mol) de
clorocarbonato de fenilo (32) cuidando de mantener la temperatura entre 38-41 °C.
Una vez terminada la adicién se colocd una trampa de humedad y se dej6 en
agitacion magnética toda la noche a temperatura ambiente. Se evaporé el
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disolvente en el rotavapor. El residuo se diluye con 50 mL de diclorometano, se
lavé con HCI 1N (2 x 30 mL) y con H»>O destilada (2 x 30 mL). La fase organica se
secd con NaSO4 y el exceso de diclorometano se evapor6 en el rotavapor. Se
realiza una destilacién a presion reducida en la cual se colect6 un aceite
ligeramente amarillo, que destilé a 69 °C a una presion de 0.35 mmHg, que
corresponde al fenilcarbonato de terbutilo (14.4 g, 70%).

o Carbazato de terbutilo (34)*2

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se colocaron 14.4 g (0.074 mol) de
fenilcarbonato de terbutilo (33) junto con 7.2 mL (0.148 mol) de hidrazina
monohidratada. Se inici6 la agitacion magnética y el calentamiento con parrilla
hasta disolver el fenilcarbonato de terbutilo (aprox. 75 °C). Una vez disuelto se
quita el calentamiento y se deja en agitacion magnética toda la noche. La mezcla
de reaccion se adiciond sobre una solucién de 8.8 g de NaOH en 50 mL de agua
destilada, se extrajo con éter etilico (6 x 25 mL), los extractos se secaron con
Na,SO4, posteriormente el disolvente se evapord en el rotavapor. La purificacion
del residuo se llevd a cabo por recristalizacion de diclorometano/hexano. El
producto se obtuvo en forma de cristales blancos (8g, 82 %) con un p.f. de 41-43
°C (Iit.** p.f. 41-42 C).

o N-(benciloxicarbonil)-L-fenilalanina (37)**  [ZNPhe]

En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 100 mL provisto de agitacion
magnética, tapon de hule y termémetro se disolvieron 5 g (0.03 mol) de L-
fenilalanina (35) en 10 mL de H,O destilada y 17.5 mL de solucién de NaOH 2N.
La mezcla de reaccidén se enfrio a 0°C empleando un bafo de hielo-sal y se le
agrego6 de forma simultanea con agitacidn magnética cada 10 minutos y dividido
en cinco porciones, un total de 17 mL de solucion de NaOH 2N y 4.7 mL (0.033
mol) de cloruro de benciloxicarbonilo (36), cuidando que la temperatura se
mantuviera por debajo de 10 °C. Una vez terminadas las adiciones se dejo con
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agitacion magnética a temperatura ambiente toda la noche. Se comprobé que el
pH de la mezcla de reaccién fuera bésico y se realizan extracciones con
diclorometano (2 x 40 mL). La fase organica se desecha mientras que la fase
acuosa se lleva a pH 2 empleando HCI concentrado (acidificar de forma lenta con
agitacion magnética vigorosa, checando que el pH no varie por lo menos en 15
minutos) y se realizan nuevamente extracciones con cloruro de metileno (3 x 60
mL). Los extractos organicos se secaron con Na,SO4 anhidro y se eliminé el
disolvente con el empleo del rotavapor. El producto se cristalizé de la mezcla de
disolventes CH.Cl./hexano, obteniéndose 8.03 g (89%) en forma de cristales
blancos que tienen un p.f. = 86-88 °C (lit.** 87-88 °C).

IR (pelicula) cm™': 3500-2500, 3323, 3032, 1716, 1519, 1218, 1056, 741, 698
EM (IE): m/z (%) 299 (M*, 2), 91 (100), 109 (73), 148 (64)
[a]p® = + 5.05 ¢ (c=5, AcOH)  (lit.**® [a]p®= + 5 ¢, c=5 en AcOH)

¢ N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanina (38) [ZNMePhe]

En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 250 mL provisto de una
trampa de humedad, tapén de hule y termémetro, se colocaron 6 g (0.02 mol) de
ZNPhe (37) en 60 mL de THF al cual se le afnadieron 10 mL (0.16 mol) de CHal.
Se mezclé de forma homogénea empleando una parrilla de agitacion magnética y
posteriormente la mezcla se enfri6 a 0 °C utlizando un bafo de hielo
seco/acetona. Una vez alcanzada la temperatura se agregaron lentamente
mediante espatula 3.2 g (0.08 mol) de NaH (disperso en aceite mineral al 60%), al
terminar las adiciones se deja '2 hora mas en el bafio a 0 °C y posteriormente en
agitacion por 16-18 horas a temperatura ambiente. Se eliminé el disolvente
empleando el rotavapor, el residuo se diluyé con 100 mL de H»O, y se extrajo con
diclorometano (3 x 30 mL). La fase organica se desechd mientras que la fase
acuosa se acidulé con HCI 5N hasta pH 2; posteriormente se extrajo con CHxCl, (3
x 40 mL). Los extractos organicos se lavaron con disolucidén saturada de NaHSO3
(2 x 50 mL) y con agua destilada (1 x 50 mL), posteriormente se secaron con
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Na.SO, y finalmente se evaporaron. El producto resulto un semisélido blanco
(5.79, 91 %).

Nota: en caso de observarse dos fases es posible que se tenga aceite mineral
residual, el cual se elimina por cromatografia en columna empleando como
eluyente acetato de etilo/hexano (1:9, e incrementando la proporcion de AcOEt

una vez eliminado el aceite mineral).

IR (pelicula) cm™: 3500-2500, 3031, 1756, 1700, 1634, 1452, 1138, 1037, 750,
698

EM (FAB): m/z (%) 314 (M+H, 35), 91 (100), 154 (42), 270 (38)

[a]p®® = - 65.9 °(c=1.8, EtOH)  (lit." [0]p?® = -67 °, c=1.8 en EtOH)

e N-(benciloxicarbonil)-L-valina (40)*’  [ZNVal]

En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 250 mL adaptado con un
termémetro y dos embudos de adicién, se colocaron 10 g (0.085 mol) de L-valina
(39), 20 mL de agua destilada y 45 mL de solucién de NaOH 2M, con lo que se
observé la disolucién del a-aminoacido después de iniciada la agitacion
magnética. La mezcla se enfrié en un bano de hielo-sal a 0 °C y posteriormente se
adicionaron de forma simultanea con agitacién vigorosa 13.2 mL (0.094 mol) de
cloruro de benciloxicarbonilo (35) y 47 mL de solucién de NaOH 2M, divididos en
cinco porciones, una cada 10 minutos por medio de los embudos de adicién. Una
vez terminadas las adiciones se deja en agitacibn magnética toda la noche a
temperatura ambiente. Se asegurd que el pH de la mezcla de reaccion fuera
basico y se extrajo con diclorometano (2 x 50 mL). La fase organica se desechd y
la fase acuosa se acidific6 con HCI 5N hasta pH 2. Se efectuaron nuevamente
extracciones con cloruro de metileno (3 x 50 mL), los extractos organicos se
secaron con NaxSOy4 y el disolvente se evapord en el rotavapor. El producto se
cristaliza de acetato de etilo/hexano, obteniéndose 18.86 g (88%) en forma de
solido blanco que tiene un p.f. = 62-64 °C (lit.*” 60-62 °C).

37



IR (pelicula) cm™: 3500-2500, 3325, 3035, 2967, 1714, 1525, 1458, 1221, 1096
EM (IE): m/z (%) 251 (M*, 9), 91 (100), 108 (93), 162 (30), 107 (26)
[a]o® = + 6.3 °(c=4, CHCl3)  (lit.*® [a]p®= + 6.5 , c=4 en CHCl3)

¢ N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-valina (41) [ZNMeVal]

Se colocaron 10.4 g (0.0414 mol) de ZNVal (40) en 120 mL de THF dentro de
un matraz redondo de tres bocas de 250 mL provisto de una trampa de humedad,
tapon de hule y termdmetro; se adicionaron 20.7 mL (0.33 mol) de CHsl. La
mezcla se agitdé empleando una parrilla de agitacion magnética. Se enfri6 a0 °C y
se anadieron lentamente mediante espatula 5 g (0.1243 mol) de NaH (disperso en
aceite mineral al 60%), al terminar las adiciones se dejé 2 hora mas en el bafio a
0 °C y posteriormente con agitacion por 16-18 horas a temperatura ambiente. Se
evapordé el disolvente empleando el rotavapor, el residuo se diluyé con 60 mL de
H.O y se extrajo con diclorometano (3 x 40 mL). La fase organica se desech6
mientras que la fase acuosa se acidificd con HCI 5N hasta pH 2, posteriormente se
hicieron nuevas extracciones con CHxCl, (3 x 50 mL). Los extractos organicos se
lavaron con disolucion saturada de NaHSO3; (2 x 50 mL) y con agua destilada (1 x
50 mL), posteriormente se secaron con Na.SO, y finalmente se evaporaron en el
rotavapor. El producto se recristalizé de acetato de etilo/hexano dando un sélido
cristalino blanco (8.6 g, 78 %) que tiene un p.f. = 67-68 °C (lit.*® 68-69 °C).

IR (pelicula) cm™: 3500-2500, 3034, 2967, 1740, 1705, 1677, 1454, 1306, 1156
EM (FAB): m/z (%) 266 (M+H, 48), 91 (100), 222 (33), 154 (21)
[a]p®® = -83.6 °(c=1, EtOH)  (lit.*® [a]p®® = -82.6 °, c=1 en EtOH)
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o Ester terbutilico de N-metil-L-valina (43)*°  [NMeValOtBu]
- Ester terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-valina ~ [ZNMeValOtBu]

Se condensaron 100 mL de 2-metilpropeno (42) por medio de una trampa de
hielo seco-acetona. En un matraz de fondo redondo de 250 mL se agregaron 8.6 g
(0.0324 mol) de ZNMeVal (41) en 40 mL de diclorometano. Se procedié a enfriar el
matraz en un bafo de hielo seco-acetona hasta una temperatura de -70 °C, tras lo
cual se adicioné de forma rapida los 100 mL de 2-metilpropeno; en seguida se
anade de forma cautelosa 15 gotas de acido sulfurico concentrado. El matraz se
tap6 y sellé perfectamente para evitar la salida del alqueno; la mezcla de reaccion
se dej6 en agitacion magnética durante 7 dias a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo el matraz se introdujo nuevamente en un bafno de hielo
seco-acetona por un periodo de 10 minutos antes de abrirlo. La mezcla de
reaccion se traté con 120 mL de solucion saturada de NaHCO3; y se extrajo con
cloruro de metileno (3 x 60 mL). La fase acuosa se deseché mientras que la fase
organica se secO con Na,SO, y se evapord. El residuo se purificO por
cromatografia en columna empleando como eluyente acetato de etilo/hexano
(5:95). Se obtuvieron 9.4 g (90%) de ZNMeValOtBu como un aceite ligeramente
amarillo.

IR (pelicula) cm™: 3033, 2971, 1730, 1706, 1453, 1399, 1369, 1307, 1142
EM (FAB): m/z (%) 322 (M+H, 35), 91 (100), 266 (82), 220 (46)
[a]p?® = -68.5 °(c=1, CHCl3) (lit.*° [0]p?® = -67.2 °,c=1 en CHCl3)

- Ester terbutilico de N-metil-L-valina  [NMeValOtBu]
Se colocan 6.4 g (0.02 mol) de ZNMeValOtBu disueltos en 30 mL de acetato
de etilo en un matraz de hidrogenacién de 125 mL, bajo atmdsfera de nitrégeno se

adicionaron 0.96 g (15 % "/w) de Pd sobre carbono al 10%. La mezcla se agit6
bajo atmésfera de hidrogeno, por un periodo de 16-18 horas a temperatura y
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presion ambiente. Se filtr6 a través de celita para eliminar el catalizador, se
evapord el disolvente a una temperatura no mayor de 30 °C y una presién no
menor de 20 mmHg (debido a lo volatil del compuesto). La cantidad obtenida de

NMeValOtBu fue 2.7 g (72 %) como un aceite ligeramente amarillo.

Nota: el compuesto no se pudo purificar debido a su alta volatilidad por lo tanto la
cantidad de disolvente residual puede variar dando a lugar que los valores de
rotacion éptica y rendimiento varien entre los experimentales y los descritos en la
literatura.

IR (pelicula) cm™: 3344, 2969, 1726, 1457, 1367, 1252, 1155
EM (FAB): m/z (%) 188 (M+H, 55), 73 (100), 136 (82), 154 (67)
[a]o®® = + 3.7 °(c=1, CHCl3)  (Iit.* [a]p® = +4.4 ° c=1 en CHCls)

o Ester terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanil-N-metil-L-
valina (25)

En un matraz de fondo redondo de 10 mL provisto de una trampa de humedad
se colocaron 0.1812 g (0.579 mmol) de ZNMePhe (38) y 0.1083 g (0.579 mmol) de
NMeValOtBu (43) en 5 mL de diclorometano; enseguida se agregan 0.17 mL
(1.215 mmol) de trietilamina. La mezcla se enfrié a 0 °C en un bafo de hielo-sal y
se le anadieron 0.2817 g (0.6368 mmol) de BOP. La reaccion se deja en agitacion
magnética 2 hora mas a la misma temperatura y posteriormente 16-18 horas a
temperatura ambiente. Se evaporé el disolvente en el rotavapor, y el residuo se
diluy6é con 12 mL de acetato de etilo, se lavdé con HCI 1N (2 x 6 mL), con solucién
saturada de NaHCOg3 (2 x 6 mL) y con salmuera (1 x 8 mL). La fase organica se
secd con Na>SO, y se evapord. El compuesto se purificd por cromatografia en
placa preparativa empleando como eluyente acetato de etilo/hexano (1:9). Se

obtuvieron 0.1799 g (64%) del dipéptido 25 como un aceite ligeramente amarillo.
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IR (pelicula) cm™: 3030, 2969, 1730, 1704, 1654, 1452, 1397, 1369, 1156, 751,
699

EM (FAB): m/z (%) 483 (M+H, 48), 47 (100), 223 (35), 296 (32), 268 (17)

[a]p® = - 145.1 ° (c=1, CHCly)

e Clorhidrato del éster metilico de L-tirosina (44)°"

En un matraz de fondo redondo de 500 mL se colocaron 5 g (0.0276 mol) de L-
tirosina (11) y 200 mL de metanol anhidro, saturado con cloruro de hidrégeno. La
mezcla se calentd a reflujo por 16-18 horas. Se evapora el disolvente y el residuo
se recristaliza de metanol-éter etilico. Se obtuvieron 6 g (94 %) del compuesto
como un sélido blanco con un p.f. = 188-190 °C (descompone) (lit.°* 189-190 °C).

IR (pastilla, KBr) cm™: 3341, 3008, 2705, 2627, 1743, 1590, 1514, 1449, 1226, 840
EM (IE): m/z (%) M* no observable, 107 (100), 88 (75), 136 (54), 195 (25)
[a]o® = + 73.7 °(c=3, piridina)  (lit.°' [a]p®® = +75.6 ° c=3 en piridina)

o Ester metilico de N-(benciloxicarbonil)-L-tirosina (45)°>  [ZTyrOMe]

En un matraz de fondo redondo de 500 mL se colocaron 6.3 g (0.027 mol) del
clorhidrato del éster metilico de L-tirosina (44) en 200 mL de cloroformo;
enseguida se agregd una solucion de 5.8 g (0.054 mol) de Na,CO3 en 30 mL de
agua destilada. La mezcla se enfri6 en un bafio de hielo-sal a 0° y se le
adicionaron simultaneamente 3.8 mL (0.027 mol) de cloruro de benciloxicarbonilo
(35) y 25 mL de una solucién de Na,CO; 2M en un periodo de una hora;
posteriormente se dejé en agitacibn magnética a temperatura ambiente por 18
horas. Una vez transcurrido el tiempo se virtié en 120 mL de agua destilada y se
dejé con agitacion magnética 15 minutos mas; se separo la fase organica, se secé
con NaxSO4 y se evapord. El producto se purificd por cromatografia en columna
usando como eluyente acetato de etilo/hexano (2:8) e incrementando la proporcién
al final (4:6). La cantidad obtenida de ZTyrOMe una vez recristalizado de
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AcOEt/hexano fue 8.3 g (92 %) en forma de un sdélido blanco con un p.f. = 92-93
°C (Iit.>® 91-92 °C).

IR (pelicula) cm™': 3348, 3031, 2954, 1700, 1221, 1058
EM (IE): m/z (%) 329 (M*, 5), 178 (100), 107 (83), 91 (56)
[a]p®® = -10.8 °(c=0.5, MeOH)

¢ N-(benciloxicarbonil)-N,O- dimetil-L-tirosina (46) [ZNMeTyr(OMe)]

Se colocaron 4.2 g (0.0127 mol) de ZTyrOMe (45) en 80 mL de THF dentro de
un matraz de fondo redondo de tres bocas de 250 mL provisto de una trampa de
humedad y dos tapones de hule. Se agregd en porciones y con agitacion
magneética 7.2 g (0.128 mol) de KOH finamente dividida, seguido de 0.42 g (10 %
“/w) de bisulfato de tetrabutilamonio. Luego en un periodo de 20 minutos se
adicionaron 7.2 mL (0.076 mol) de sulfato de dimetilo. La mezcla se dej6 en
agitacion magnética por una hora. La mezcla de reaccion se filtré y la fase liquida
se lavo con HCI 1 N (2 x 30 mL), con solucién saturada de NaHCO; (2 x 30 mL) y
salmuera (1 x 40 mL); se secd con Na,SO4 y se evapord. El compuesto se purificd
por cromatografia en columna usando un eluyente de AcOEt/hexano (1:9)
obteniendo 4.1 g (90 %) de un aceite ligeramente amarillo.>* Para llevar a cabo la
reaccion de hidrélisis del éster metilico se colocaron los 4.1 g (0.0115 mol) del
compuesto anterior en 65 mL de metanol dentro de un matraz de fondo redondo y
se afnadieron 40.3 mL (0.023 mol) de NaOH 0.5745 M; la reaccion se dej6é con
agitacion magnética durante 20 minutos. El disolvente se evaporé en el rotavapor,
el residuo se diluyé con 80 mL de agua destilada, se acidulé con HCI 5N hasta pH
2 y se extrajo con diclorometano (3 x 40 mL); los extractos se secaron con Na,SO4
y se evaporaron. El producto obtenido de ZNMeTyr(OMe) fue de 3.5 g (89%) como

un aceite ligeramente amarillo.
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IR (pelicula) cm™: 3500-2500, 3033, 2955, 2938, 1738, 1704, 1515, 1248, 1142,
1034

EM (IE): m/z (%) 343 (M*, 8), 121 (100), 178 (42), 91 (37)

[a]p® = - 52.2 °(c=2.23, CHCl3)  (lit.?' [a]p®' = - 48 °, ¢=2.23 en CHCl3)

 Ester terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N,O-dimetil-L-tirosil-N-metil-L-
valina (26)

En un matraz de fondo redondo de 10 mL provisto de una trampa de humedad
se colocaron 0.2153 g (0.627 mmol) de ZNMeTyr(OMe) (46) y 0.1173 g (0.627
mmol) de NMeValOtBu (43) en 5 mL de diclorometano; enseguida se agregaron
0.18 mL (1.318 mmol) de trietilamina. La mezcla se enfri6 a 0 °C en un bafio de
hielo-sal y se anadieron 0.3 g (0.69 mmol) de BOP, dejando en agitacion
magnética 2 hora mas a esta temperatura y posteriormente 16-18 horas a
temperatura ambiente. Se evapor6 el disolvente, el residuo se diluyé con 12 mL de
acetato de etilo. Posteriormente se realizaron lavados con HCI 1N (2 x 6 mL),
solucién saturada de NaHCO;3; (2 x 6 mL) y con salmuera (1 x 8 mL). La fase
organica se secd con Na,SO, y se elimind el disolvente en el rotavapor. El
compuesto se purificé por cromatografia en placa preparativa empleando como
eluyente acetato de etilo/hexano (1:9). Se obtuvieron 0.186 g (58 %) del dipéptido

26 como un aceite ligeramente amarillo.

IR (pelicula) cm™: 3032, 2967, 2935, 1730, 1704, 1654, 1512, 1453, 1397, 1368,
1248, 1156, 1036

EM (FAB): m/z (%) 513 (M+H, 46), 91 (100), 326 (62), 254 (45)

[a]p®® = - 126.5 ° (c=1, CHClI5)
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o Ester terbutilico de N-metil-L-fenilalanina (47) [NMePheOtBu]
- Ester terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanina [ZNMePheOtBu]

Antes de efectuar la reaccion de esterificacién se condensaron 30 mL de 2-
metilpropeno (42) empleando una trampa de hielo seco-acetona. En un matraz de
fondo redondo de 250 mL se colocaron 3.2 g (0.01 mol) de ZNMePhe (38) en 20
mL de diclorometano. Se enfria el matraz en un bafio de hielo seco-acetona hasta
una temperatura de -70 °C, tras lo cual se adiciona de forma rapida los 30 mL de
2-metilpropeno condensados antes y se anade de forma cautelosa 15 gotas de
acido sulfarico concentrado. El matraz se tapé y sell6 perfectamente para evitar la
salida del alqueno; la mezcla de reaccién se deja en agitacidn magnética durante
7 dias a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo el matraz se introdujo
nuevamente en un bafo de hielo seco-acetona por un periodo de 10 minutos
antes de abrirlo. La mezcla de reaccion se traté con 30 mL de solucion saturada
de NaHCO; y se extrajo con cloruro de metileno (3 x 25 mL). La fase acuosa se
desechd mientras que la fase organica se sec6 con Na,SO,4 y se evapord en el
rotavapor. El producto se purificé por cromatografia en columna empleando como
eluyente acetato de etilo/hexano (5:95). Se obtuvieron 3.3 g (87%) de
ZNMePheOtBu como un aceite ligeramente amarillo.

IR (pelicula) cm™: 3030, 2977, 1733, 1706, 1453, 1398, 1368, 1255, 1139, 749,
699

EM (IE): m/z (%) 369 (M*, 0.1), 91 (100), 224 (53), 268 (34)

[a]p® = - 49.4 ° (c=0.5, CHCl5)

- Ester terbutilico de N-metil-L-fenilalanina  [NMePheOtBu]
En un matraz de hidrogenacién de 125 mL se colocaron 3.3 g (8.9 mmol) de

ZNMePheOtBu disueltos en 50 mL de acetato de etilo. A esta solucion se le
adicionan bajo atmoésfera inerte 0.5 g (15 % "/,) de Pd sobre carbono activo al

44



10%. La mezcla se agita bajo atmodsfera de hidrégeno por un periodo de 16-18
horas a temperatura y presion ambiente (585 mmHg). Se filtra a través de celita
para eliminar el catalizador, se evapora el disolvente en el rotavapor y se deja
secando por una hora a una temperatura de 30 °C y una presion de 24 mmHg. La
cantidad obtenida de NMePheOtBu fue 1.93 g (92 %) en forma de un aceite

ligeramente amarillo.

IR (pelicula) cm': 3334, 3029, 2976, 1726, 1454, 1367, 1252, 1154, 742, 700
EM (FAB): m/z (%) 236 (M+H, 100), 180 (95), 134 (50), 88 (10)
[a]p® = + 28.6 °(c=3.3, AcOEY)

« Ester terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N, O-dimetil-L-tirosil-N-metil-L-
fenilalanina (27)

En un matraz de fondo redondo de 25 mL provisto de una trampa de humedad
se colocaron 0.343 g (1 mmol) de ZNMeTyr(OMe) (46) en 5 mL de diclorometano;
enseguida se agregaron 0.16 mL (1.2 mmol) de trietilamina y 0.28 g (1.1 mmol) de
BOP-CI. La mezcla se enfrid a 0 °C en un bafo de hielo-sal; despues de 5 minutos
se anaden 0.2585 g (1.1 mmol) de NMePheOtBu (47) disueltos en 2 mL de cloruro
de metileno y 0.14 mL (1 mmol) de trietilamina. La reaccién se dej6 con agitacién
magnética 20 minutos mas a esta temperatura y posteriormente 2 horas a
temperatura ambiente. Se evapora el disolvente en el rotavapor, el residuo se
diluyé con 12 mL de acetato de etilo y se lavd con solucién de HCI 1N (2 x 8 mL),
con salmuera (1 x 15 mL), con solucién saturada de NaHCO; (2 x 8 mL) y
nuevamente con salmuera (1 x 10 mL). La fase organica se secé con NaxSO, y se
evapord en el rotavapor. El compuesto se purificé por cromatografia en placa
preparativa empleando como eluyente acetato de etilo/hexano (2:8). Se obtuvieron
0.3614 g (65 %) del dipéptido 27 como un aceite ligeramente amarillo.
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IR (pelicula) cm™: 3030, 2976, 1731, 1701, 1654, 1513, 1451, 1368, 1248, 1152
EM (FAB): m/z (%) 561 (M+H, 82), 91 (100), 326 (74), 395 (47)
[a]p® = - 120 °(c=1, CHCl3)

e Terbutilcarbazato de N-metil-L-valina (48) [NMeValNHNHBoc]
- Terbutilcarbazato de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-valina [ZNMeValNHNHBoc]

Se preparé una solucibn de DCC de 4.3 g (0.02 mol) en 15 mL de
diclorometano.”® En un matraz de fondo redondo de 100 mL se colocaron 5.3 g
(0.02 mol) de ZNMeVal (41), 2.64 g (0.02 mol) de carbazato de terbutilo (34) y 3 g
(0.02 mol) de HOBt en 60 mL de cloruro de metileno. La mezcla se agité y se
enfrid entre 0-5 °C por empleo de un bafo de hielo-sal, tras lo cual se anadi6 la
solucién de DCC dividida en tres porciones cada 10 minutos, cuidando que la
temperatura no se incremente en un lapso de una hora. Posteriormente se deja
con agitacion magnética a temperatura ambiente durante 16-18 horas. Se elimina
el disolvente en el rotavapor, el residuo se diluyé con 100 mL de acetato de etilo y
se filtré el precipitado. Al filtrado se le hicieron lavados con HCI 1N (2 x 20 mL),
con solucién saturada de NaHCO3 (2 x 20 mL) y con agua destilada (1 x 40 mL).
La fase organica se sec6 con NaxSO4 y se evapord. El compuesto se recristalizd
de acetato de etilo/hexano obteniéndose 5.72 g (75 %) en forma de polvo blanco
con un p.f. =91-93 °C.

IR (pastilla, KBr) cm™: 3314, 3252, 3044, 2966, 1731, 1680, 1656, 1478, 1390,
1364, 1180, 1151, 765, 705

EM (FAB): m/z (%) 380 (M+H, 57), 91 (100), 324 (88), 248 (83), 57(28)

[a]p® = - 82.3 °(c=1, CHCl5)
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- Terbutilcarbazato de N-metil-L-valina  [NMeValNHNHBoc]

Se colocaron 3.85 g (0.01 mol) de ZNMeValNHNHBoc disueltos en 40 mL de
acetato de etilo dentro de un matraz de hidrogenacion de 125 mL y posteriormente
se adicionan bajo atmdsfera inerte 0.578 g (15 % “/y) de Pd sobre carbono activo
al 10%. El matraz se agita bajo atmosfera de hidrégeno por un periodo de 16-18
horas a temperatura y presion ambiente (585 mmHg). Se filtra a través de celita
para eliminar el catalizador, se evapora el disolvente y el producto se recristaliza
de acetato de etilo/hexano. La cantidad obtenida de NMeValNHNHBoc fue 2.26g
(91%) en forma de polvo blanco que tiene un p.f. = 143-144 °C.

IR (pastilla, KBr) cm™: 3330, 3247, 2979, 2804, 1736, 1671, 1529, 1369, 1242,
1167

EM (IQ): m/z (%) 245 (M*, 8), 246 (M+H, 100), 102 (98), 190 (44)

[a]p® = - 59.5 ° (c=1, CHCl5)

e Terbutilcarbazato de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanil-N-metil-
L-valina (28)

En un matraz de fondo redondo de 25 mL provisto de una trampa de humedad
se colocaron 0.3314 g (1.059 mmol) de ZNMePhe (38) y 0.2594 g (1.059 mmol) de
NMeVaINHNHBoc (48) en 10 mL de diclorometano, se agregaron 0.31 mL (2.2
mmol) de trietilamina. La mezcla se enfria a 0 °C en un bano de hielo-sal y se
anadieron 0.515 g (1.164 mmol) de BOP. La reaccion se dejo bajo agitacion
magnética 2 hora mas a la misma temperatura y posteriormente a 16-18 horas a
temperatura ambiente. Se evapora el disolvente, el residuo se disolvié en 12 mL
de acetato de etilo, se lavé con HCI 1N (2 x 6 mL), con soluciéon saturada de
NaHCO; (2 x 6 mL) y con salmuera (1 x 8 mL). La fase organica se secd con
Na>SO4 y se elimind el disolvente en el rotavapor. El compuesto se purificd por
cromatografia en placa preparativa empleando como eluyente acetato de
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etilo/hexano (3:7). Se obtuvieron 0.202 g (35 %) del dipéptido 28 en forma de

espuma blanca.

IR (pastilla, KBr) cm™: 3285, 3032, 2970, 1738, 1702, 1632, 1477, 1457, 1233,
1162, 751, 699

EM (FAB): m/z (%) 541 (M+H, 4), 91 (100), 409 (93), 410 (25)

[a]p® = - 157.7 ° (c=1, CHCly)

e Terbutilcarbazato de N-(benciloxicarbonil)-N,O-dimetil-L-tirosil-N-metil-
L-valina (29)

En un matraz de fondo redondo de 25 mL provisto de una trampa de humedad
se colocaron 0.298 g (0.868 mmol) de ZNMeTyr(OMe) (46) y 0.2128 g (0.868
mmol) de NMeValNHNHBoc (48) en 10 mL de diclorometano; se agregaron 0.25
mL (1.82 mmol) de trietilamina. La mezcla se enfria a 0 °C en un bafo de hielo-sal
y se adicionaron 0.422 g (0.954 mmol) de BOP. La reaccién se dej6 con agitacion
magnética 2 hora mas a esta temperatura y posteriormente a 16-18 horas a
temperatura ambiente. Se evapord el disolvente en el rotavapor, el residuo se
disolvié en 12 mL de acetato de etilo, se lavé con HCI 1N (2 x 6 mL), con solucién
saturada de NaHCO; (2 x 6 mL) y con salmuera (1 x 8 mL). La fase organica se
secd con Na,SO4 y se evapord en el rotavapor. El producto se purific6 por
cromatografia en placa preparativa empleando como eluyente acetato de
etilo/hexano (3:7). Se obtuvieron 0.196 g (40 %) del dipéptido 29 en forma de

espuma blanca.

IR (pastilla, KBr) cm™: 3286, 3033, 2969, 1742, 1701, 1632, 1512, 1462, 1246,
1162

EM (FAB): m/z (%) 571 (M+H, 7), 439 (100), 91 (94), 274 (34), 154 (29)

[a]p® = - 138.2 ° (c=1, CHCly)
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e Terbutilcarbazato de N-metil-L-fenilalanina (49) [NMePheNHNHBoc]

- Terbutilcarbazato de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanina
[ZNMePheNHNHBoc]

Se prepard una solucion de DCC de 2.48 g (0.012 mol) en 10 mL de
diclorometano. En un matraz de fondo redondo de 100 mL se agregaron 3.8 g
(0.012 mol) de ZNMePhe (38), 1.59 g (0.012 mol) de carbazato de terbutilo (34) y
1.85 g (0.012 mol) de HOBt en 30 mL de cloruro de metileno. La solucién se agit6
magnéticamente y se enfrié entre 0-5 °C en un bafio de hielo-sal. Enseguida se
anadio6 la solucién de DCC dividida en tres porciones cada 10 minutos cuidando
que la temperatura no se incremente en un lapso de una hora, posteriormente se
deja con agitacibn magnética a temperatura ambiente durante 16-18 horas. Se
evapord el disolvente en el rotavapor, el residuo se diluyé con 100 mL de acetato
de etilo y se filtré el precipitado. El filtrado se lavé con HCI 1N (2 x 20 mL),
solucion saturada de NaHCO; (2 x 20 mL) y con agua destilada (1 x 40 mL). La
fase organica se secd con NaSO4 y se evapord. El producto se recristalizé de
metanol/acetato de etilo obteniéndose 2.6 g (51 %) en forma de cristales incoloros.

IR (pastilla, KBr) cm™: 3290, 3031, 2978, 1683, 1492, 1454, 1368, 1245, 1160,
745, 699

EM (FAB): m/z (%) 428 (M+H, 7), 91 (100), 372 (28), 296 (19)

[a]p® = - 65.4 °(c=1, CHCl5)

- Terbutilcarbazato de N-metil-L-fenilalanina  [NMePheNHNHBoc]

La hidrogendlisis de ZNMePheNHNHBoc se debe llevar a cabo una vez que se
vaya a realizar su acoplamiento con ZNMeTyr(OMe) (46) y la cantidad a emplear
debe de tomarse en cuenta para los calculos estequiométricos ya que este
intermediario no se caracterizd ya que es inestable; se asumié que la ruptura del
grupo protector benciloxicarbonilo (Z) ocurre en un 100 %. En un matraz de fondo
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redondo de 25 mL se colocaron 0.4953 g (1.16 mmol) de ZNMePheNHNHBoc en
10 mL metanol; bajo atmésfera de nitrégeno se adicionaron 74 mg (15 % “/u) de
Pd sobre carbono activo al 10%. El matraz se agité bajo atmdsfera de hidrégeno
por un periodo de dos horas a temperatura y presion ambiente (585 mmHg). Se
filtra a través de celita para eliminar el catalizador, se evapora el disolvente y se
deja secar el compuesto 2 hora en bomba de vacio.

e Terbutilcarbazato de N-(benciloxicarbonil)-N,O-dimetil-L-tirosil-N-metil-
L-fenilalanina (30)

En un matraz de fondo redondo de 25 mL provisto de una trampa de humedad
se colocaron 0.3314 g (0.966 mmol) de ZNMeTyr(OMe) (46) en 6 mL de
diclorometano; se agregaron 0.15 mL (1.06 mmol) de trietilamina y 0.2705 g (1.06
mmol) de BOP-CI. La mezcla se enfria a 0 °C en un bafo de hielo-sal y despues
de 5 minutos se anadieron 0.3398 g (1.16 mmol) de NMePheNHNHBoc (49)
disueltos en 3 mL de cloruro de metileno y 0.13 mL (0.966 mmol) de trietilamina.
La reaccion se dej6é agitando durante 20 minutos mas a la misma temperatura y
posteriormente 2 horas a temperatura ambiente. Se evaporo6 el disolvente en el
rotavapor, el residuo se disolvié en 12 mL de acetato de etilo, se lavé con HCI 1N
(2 x 8 mL), con salmuera (1 x 10 mL), con solucién saturada de NaHCO3 (2 x 8
mL) y nuevamente con salmuera (1 x 10 mL). La fase organica se secd con
Na>SO4 y se evaporé en el rotavapor. EI compuesto se purificé por cromatografia
en columna empleando como eluyente acetato de etilo/hexano (25:75). Se
obtuvieron 0.3736 g (63 %) del dipéptido 30 en forma de espuma blanca.

IR (pastilla, KBr) cm™: 3295, 3031, 2976, 1700, 1648, 1511, 1486, 1456, 1368,
1246, 1160, 747, 699

EM (FAB): m/z (%) 619 (M+H, 18), 487 (100), 91 (98), 322 (46)

[a]p® = - 111.6 ° (c=1, CHCly)
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6. Discusion de resultados.

6.1 Analisis de los métodos de sintesis.

El objetivo de la sintesis de péptidos es la obtencibn de un solo
diastereoisbmero. La isomerizacién puede ocurrir en cualquier paso de la sintesis,
en la preparacion de los derivados de aminodcidos, en el acoplamiento o en la
desproteccion; por ello se debe tener especial cuidado en la eleccién de la
metodologia para llevar a cabo estas transformaciones. Los parametros que
influyen en el grado de racemizacién de aminoacidos son complejos y entre estos
destacan su estructura, disolventes, la base organica empleada, la temperatura y

la estequiometria.

Por otro lado como primer paso en la purificacidn de los derivados de
aminodcidos y de los dipéptidos, se utilizaron sus caracteristicas de solubilidad.
(Figura 5)

e N-proteccion de L-Phe y L-Val.

El empleo del grupo protector benciloxicarbonilo y su eliminacién se ha
reportado como libre de reacciones paralelas.®® La N-proteccién con Z se efectud
sobre los aminoacidos L-Val y L-Phe, donde se tiene como primer paso la
formacién del ion carboxilato y subsecuentemente la reaccion de la amina con el
cloruro de benciloxicarbonilo, el cual debe ser agregado de forma lentaa 0 °C y
con agitacién vigorosa. Una vez transcurrido el tiempo de reacciéon se tiene al
aminoacido N-protegido en forma de anién, que finalmente es acidificado. La
sintesis de ZNVal (40) se lleva a cabo sin contratiempos.

El anillo aroméatico de L-fenilalanina no contiene sustituyentes que incrementen su
reactividad, éste es resistente a la oxidacion y a las condiciones usuales de
hidrogendlisis aplicadas en la remocién del grupo Z. La ZNPhe (37) debe
acidificarse lentamente debido a que se ha reportado en la literatura® que se
puede tener una mezcla de ZNPhe y su sal de sodio con un p. f. = 126-128 °C, en
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comparacién con ZNPhe puro que muestra un p. f. = 87-88 °C; por ello la

necesidad de un tratamiento exhaustivo con acido clorhidrico.
e N-metilacion de ZNPhe y ZNVal.

Los N-metilaminoacidos son de interés en la incorporacion dentro de los
péptidos por que un enlace amida metilado cambia su conformacién a un enlace
cis, lo cual prolonga la vida de la molécula en sistemas biol6gicos debido a que el
enlace no es susceptible a las proteasas que usualmente hidrolizan los enlaces
peptidicos.

Si se llevara a cabo la metilaciéon de los aminoacidos sin un grupo N-protector
con yoduro de metilo o sulfato de dimetilo en medio alcalino, se obtendria la sal
cuaternaria.

La reaccibn de N-metilacion trascurre usando una proporcion 1:8:4
(aminoéacido N-protegido, yoduro de metilo e hidruro de sodio), en donde para un
maximo desemperio el NaH debe de ser agregado a la mezcla después del yoduro
de metilo. Para evitar reacciones de isomerizacion se debe de adicionar la base en
condiciones de temperatura baja de 0 a 5°C. Una vez que ha transcurrido el
tiempo de reaccion, se realiza la acidificacion del producto y se lleva a cabo un
lavado con solucion de bisulfito de sodio que se emplea para remover el yodo del

medio.

El método de N-metilacibn de Benoiton a baja temperatura no genera el
producto esterificado y en un analisis hecho por él, con ZNAIa® a las condiciones
de reaccion dadas, se ha observado que después de 5 dias de reaccion la

esterificacién se ha llevado a cabo solo en un 33%.
La pureza enantiomérica (porcentaje de isomero D < 0.1) en la obtencion de

ZNMeVal y ZNMePhe por la técnica de Benoiton esta ampliamente respaldada;'"

%8 en nuestro caso esta se comprobd mediante comparacién de las rotaciones
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opticas. Una vez N-metilado el aminoacido, el grupo protector necesita ser
removido, la remocidn se llevo a cabo mediante hidrogendlisis, lo cual es preferible
al uso de acido bromhidrico en &acido acético, debido a que este ultimo
procedimiento genera racemizacién en la desproteccion de derivados de N-

metilaminoéacidos.'®
e N-proteccion y N, O-dimetilacion de L-Tyr.

- N-proteccion de L-tirosina

En el caso de L-Tyr no se pudo seguir la metodologia empleada en la
proteccién de L-Phe y L-Val con el grupo Z, debido a que en esas condiciones se
da la formacién de N, O- dibenciloxicarbonil-L-tirosina.>® Por lo que se recurrié a la
formacion del compuesto del correspondiente éster metilico 44, con lo cual mejora
la solubilidad de la L-tirosina 11 en disolventes organicos; posteriormente se
realiz6 la proteccién con Z empleando cloruro de benciloxicarbonilo y una base
mas débil (NaCO3).

- N-metilacion y O-proteccién.

La presencia de un grupo hidroxilo en el anillo aromatico de L-Tyr lo hace
susceptible a las reacciones de sustitucion electrofilica aromatica, y ademas
debido a su caracter acido es facilmente desprotonado y el anién fenéxido compite
con el grupo a-amino como nucledfilo.>’ Por todo esto es necesario efectuar la
proteccién del hidroxilo del compuesto 45, esto se logr6é por la formacién de un
éter metilico. La eleccion de este grupo protector se basa en que en un solo paso
se da la O-proteccion y la N-metilacién; asi, tratamiento de 45 con sulfato de
dimetilo e hidréxido de potasio finamente dividido en presencia de un catalizador
de transferencia de fases, da rendimientos satisfactorios. El catalizador utilizado
fue bisulfato de tetrabutilamonio, que a pesar de ser un compuesto i6nico se
disuelve en medios no polares, debido a los cuatro grupos alquilo unidos al
nitrégeno que apantallan la carga positiva e imponen su caracter lipofilico al ion

tetrabutilamonio. Las sales de amonio cuaternario catalizan la reacciéon entre un
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anion y un sustrato organico transfiriendo el anién desde la fase acuosa, donde no
puede contactar con el sustrato, a la fase organica, donde estd débilmente
solvatado y en un estado altamente reactivo.

Cabe destacar que también se encontr6 que la reaccion de dimetilacion se
puede dar por el empleo de yoduro de metilo e hidruro de sodio en THF a 23 °C,
sin embargo no se dan datos sobre la estequiometria seguida® y las condiciones
de reaccion; al intentarlo en el laboratorio solo se obtuvieron compuestos con
metilaciones incompletas aun empleando condiciones de metilacién exhaustiva.'®

El siguiente paso una vez efectuada la reaccion de dimetilacion, es una
reaccion de saponificacion la cual se realiza en un disolvente acuoso-organico
(metanol) para solubilizar los reactivos y los productos. En la saponificacion la
integridad quiral del aminoacido puede verse afectada, por lo tanto se requieren
periodos cortos de reaccion, una solucién alcalina diluida y bajas temperaturas.

e C-proteccion.

La proteccion del grupo carboxilo de un aminoacido se lleva a cabo
comunmente por esterificacion; los ésteres pueden ser facilmente removidos. Los
ésteres utilizados en este trabajo fueron el éster terbutilico y el grupo

terbutilcarbazato.
- Proteccion como ésteres terbutilicos.

La reaccién de esterificacion de 41 es muy lenta debido al impedimento
estérico que involucra el tener un N-metilaminoacido N-protegido en comparacion
al aminoé&cido libre cuya reaccién de esterificacion se lleva a cabo en 4 horas.®' Lo
mismo ocurre con la esterificacion del compuesto 38.

El empleo de ésteres terbutilicos en la C-proteccién de aminoacidos provee la
ventaja adicional de que da estabilidad a los aminoacidos como bases libres, una
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vez eliminado el grupo N-protector (Z), lo que da pie a su almacenaje y uso directo

en acoplamientos.®” Esto se observa con los compuestos 43 y 47.
- Proteccién con carbazato de terbutilo.

El uso del grupo C-protector carbazato de terbutilo en el aminoacido terminal
de los dipéptidos 28, 29 y 30 se debié a estudios previos con otros dipéptidos
reportados en la literatura.>®
La proteccidén del grupo carboxilo por formaciéon de derivados con carbazato de
terbutilo se hizo con los compuestos 48 y 49, utilizando DCC, como agente
condensante y se adicioné HOBt para incrementar la eficacia de la carbodiimida y

disminuir la generacién de N-acilurea.

e Sintesis de dipéptidos.

La presencia de cadenas laterales con grupos voluminosos en los aminoacidos
disminuye la velocidad de formaciéon del enlace peptidico, eso mismo sucede
cuando se llevan a cabo acoplamientos con N-metilaminoéacidos. A pesar de que
estos Ultimos tienen un incremento de nucleofilicidad de cerca de 1-1.5 unidades
mMAas que un grupo amino pero que debido al sustituyente metilo, el centro
nucleofilico esta mas impedido estéricamente. %

La sintesis de los dipéptidos fue una de las partes mas dificiles del proyecto,
para ello se probaron tres agentes acoplantes distintos.

- DCC.

Al inicio del proyecto solo se tenia DCC y al utilizarlo en la sintesis del
dipéptido 25, partiendo de los fragmentos 38 y 43, se obtuvo como producto un
derivado de N-acilurea (50), favorecida porque el nucledfilo (residuo amino) esta
muy impedido y el acoplamiento es demasiado lento (Figura 16). La estructura
quimica de 50 esta apoyada por su espectro de RMN 'Hy su EM (IE, M* = 519).
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Figura 16. Estructura quimica del derivado de N-acilurea (50) obtenido en el intento de
acoplamiento del dipéptido 25 con DCC.

- BOP.

Debido a la falla en la sintesis del dipéptido 25 con DCC se empled el agente
acoplante BOP (esquema 6), el cual da rendimientos de bajos a moderados en la
sintesis de los dipéptidos 25 (64 %), 26 (58 %), 28 (35 %) y 29 (40 %). La
estequiometria seguida fue 1:1:2.1:1.1 (residuo N-terminal, residuo C-terminal,
trietilamina, BOP). Cuando se realiza la sintesis de los dipéptidos 27 y 30, los
rendimientos son bajos, 30% y 11%, respectivamente; por ello se decidié buscar

otro agente acoplante.
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Esquema 6. Formacion del enlace peptidico empleando el agente acoplante BOP, partiendo de un

N-(benciloxicarbonil)aminoacido; el dipéptido se puede originar a partir de dos posibles

intermediarios (A) y (C).'®
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- BOP-CI.

El uso de BOP-CI (1.1 equivalentes) como agente acoplante de aminoacidos
impedidos estéricamente permitié un rango de temperatura de 0-5 °C y la sintesis
de dipéptidos entre 4-20 horas. El uso de trietilamina (2.2 equivalentes) como base
permitié la obtencién de dipéptidos en rendimientos favorables.®®

El BOP-CI incrementé los rendimientos de sintesis de los dipéptidos 27 (65%)
y 30 (63%). La estequiometria empleada para 27 fue 1:1.1:2.1:1.1 (residuo N-
terminal, residuo C-terminal, trietilamina, BOP-CI) y 1:1.2:2.1:1.1 para 30. Se ha
mencionado en la literatura que un probable paso en el mecanismo de reaccién de
BOP-CI como agente acoplante consiste en una asistencia electrofilica por parte
de una oxazolona.®* (Esquema 7)

ﬁ pu
R1/ C\N/ e R{
|  Dipéptido <|3| Ry
CHj ,/\N_T_N/\‘ /« HT
\< |

. 51
Et;N"H

Esquema 7. Formacion del enlace peptidico empleando el agente acoplante BOP-CI, donde se ha
propuesto la asistencia electrofilica por parte de una oxazolona en uno de los intermediarios (51).
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Al analizar los resultados obtenidos con los agentes acoplantes BOP y BOP-CI
en la sintesis de dipéptidos, se destaca la eficacia de éste ultimo. Probablemente
la utilizacion de este agente acoplante en la sintesis de 25, 26, 28 y 29 incremente
el rendimiento pero debido a cuestiones de tiempo ya no se pudo corroborar en el
laboratorio.

En la sintesis de dipéptidos se tienen reacciones que envuelven la remocion
de protones. Las bases usadas para este fin son usualmente aminas terciarias, las
cuales son nucleéfilos débiles que no compiten por los electréfilos envueltos en las
reacciones. El uso de aminas terciarias involucra dos puntos importantes que es
su fuerza como base y el impedimento estérico alrededor del atomo de nitrégeno.
La fuerza de la base depende de los sustituyentes sobre el atomo de nitrégeno y
se incrementa con grupos electrodonadores. La abstraccién de protones se da
mas facil en aminas terciarias menos impedidas estéricamente. Nuestros
acoplamientos se llevaron a cabo empleando trietilamina, con la cual los pioneros

en sintesis de dipéptidos también obtuvieron resultados favorables.

6.2 Analisis de resonancia magnética nuclear.

Los derivados de aminoacidos y dipéptidos muestran en sus espectros de
RMN de protones la presencia de mas de un conférmero en solucién, esto basado
en la diversidad de sefiales observadas, por lo tanto se hace necesario un
apartado especial para el andlisis detallado de los espectros de RMN. En principio,
se deben considerar las variaciones criticas que dependen del equilibrio
conformacional, como una consecuencia del disolvente y que depende en gran
medida de la polaridad, formacién de puentes de hidrégeno, protonacién o
desprotonacién; o bien debido a cambios en la temperatura. Esta bien establecido
que la preferencia del conformero mas estable usualmente se incrementa a bajas

temperaturas.
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e Derivados de aminoacidos.

Considerando una molécula que contiene un grupo electrodonador conectado
a un grupo electroatractor por un enlace sencillo, éste llega a poseer caracter de
doble enlace debido a la presencia de las llamadas estructuras candnicas (Figura
17). El uso de disolventes polares puede incrementar el caracter de doble enlace.

A A
) /Y _ \+ /Y
AT VAN

B/ Cz B A

Figura 17. Caracter de doble enlace dado por las estructuras canonicas.
N-(benciloxicarbonil)-L-fenilalanina (37)

En el compuesto 37 cuando tanto la amina como el grupo acido estan libres la
formacién de un zwitterion es comun, para este caso la estructura conformacional
se reduce a una sola. Los datos espectroscépicos de RMN del compuesto 37 se

muestran a continuacion:

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz):
a) 7.11-7.33 (m, 10H)
b) 3.19 (dd, 1H, J=5.0,-13.4) y
3.12 (dd, 1H, J=6.6, -13.4)
c) 4.70 (ddd, 1H, J= 8.2, 5.0, 6.6)
d) 5.18 (d, 1H, J = 8.2) seinal que disminuye
un poco con DO

e) 5.09 (s, 2H)

f) No observable
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En el espectro de resonancia magnética de protén destaca que el metileno b se
observa como la parte AB de un sistema ABX 6= 3.19, &= 3.12 y dx= 4.70, cuyas
constantes de acoplamiento se muestran al lado de la estructura del compuesto
37.

N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanina (38)

Cuando tenemos el derivado N-metilado 38 la presencia de estructuras
alternativas tiene lugar ocasionando estructuras canonicas que tienen que ser
consideradas para explicar los diferentes espectros de resonancia magnética
protonica.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 38 se observa que algunas de las
senales aparecen duplicadas debido a la presencia de formas canbnicas y que
usando los datos de la integracién fueron detectadas con una relacion 40/60.
(Esquema 8)

Los datos mas importantes para el compuesto 38 son:
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O\{N\

(O o}

b’) 3.32 (dd, 1H, J= 4.6, -14.4) *)3.36 (dd, 1H, J= 4.8, -14.4)
3.03 (dd, 1H, J= 7.6, -14.4) 3.13 (dd, 1H, J= 7.6, -14.4)

¢) 4.88 (dd, 1H, J= 4.6, 7.6) ') 4.93 (dd, 1H, J= 4.8, 7.6)

d’) 2.858 (s, 3H) ") 2.789 (s, 3H)

) 5.03 (s, 2H) ") 5.114 (s, 2H)

RMN 'H (CDCI,, 200 MHz)
a) 7.19-7.32 (m, 10H)

f) No observable

Esquema 8. Estructuras canénicas de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanina (38).

El espectro de RMN 'H de este compuesto se encuentra en el anexo A como

figura 18.
N-(benciloxicarbonil)-L-valina (40)
Para el caso del producto 40 se observan sefales que proporcionan datos tal

como se describen a continuacion:
RMN 'H (CDCI3, 200 MHz):

y Z o a) 0.934 (d, 3H, J=6.8) y 1.008 (d, 3H, J = 6.8)
b
’ ’ b) 2.23 (m, 1H)
¢ o  ©435(d, 1H, J=46,88)

d HN g d) 5.25 (d, 1H, J = 8.8) sefal que disminuye un poco

)\ 0O con DO
O O

e) 5.13 (s, 2H)
f) 7.36 (s ancho, 5H)
¢ 9) No observable
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Una observacion relevante en el espectro de RMN 'H relacionada con los metilos
del grupo isopropilo, es aquella en la cual ambos metilos presentan diferentes
desplazamientos quimicos para cada uno de ellos debido a que estos grupos son
considerados diastereotopicos, tal como se observa en las proyecciones de
Newman del compuesto 40. (Esquema 9)

BnOOCNH H HOOC NHCOOBn H COOH

Me Me Me Me Me Me

COOH H NHCOOBN

Esquema 9. Proyecciones de Newman para N-(benciloxicarbonil)-L-valina.

Como se observa en el esquema 9, ambos metilos estdn sujetos a diferentes
medios magnéticos originados por los grupos que los rodean y consecuentemente
al ser diastereotopicos ambos serdan magnéticamente no equivalentes
presentando respectivamente para cada uno de ellos un doblete con acoplamiento
~7Hz.

N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-valina (41)

Un fenémeno similar al anterior se presenté tambien para el compuesto 41.

a a
HyC b CHj RMN 'H (CDCls, 200 MHz):
a) 0.93 (d, 3H, J=6.6) y 1.05 (d, 3H, J = 6.6)
HSS\N {__OH ,  D)225(m, 1H)

c) 4.35 (d, 1H, J=10.6)

o/ko © d) 2.95 (s, 3H)
e) 5.18 (s, 2H)

41 °© f) 7.36 (s ancho, 5H)

f g) No observable
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En el inciso a) correspondiente a los desplazamientos quimicos se pueden notar
las sefales debidas a los metilos diastereotopicos, los cuales presentaran

consecuentemente diferentes desplazamientos quimicos.

Ester terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-valina (precursor de 43)

a a
HsC._ b _CHs Para este compuesto la interpretacion del espectro
de RMN 'H se presenta con varias alternativas en
c Y . . . .
Hsc\N O CHs la interpretacion debido tanto a la presencia de
)\ w<CH3 metilos diastereotdpicos del grupo isopropilo, asi
@) CH -
o/ o 8 como a las formas candnicas resultantes, y que a
través del espectro de resonancia magnética de
e protén fueron calculados en una relacion 1:1.
f (Esquema 10)
a a’ a a
HyC_ b _CH, G b _CH,
c’ g CHj3 d
HaC 0 CH
N 3 HaC o) ¢ " _CHjg
)k CHy — ——-— 9"
-0 0 CHs o o
e e
f f
RMN 'H (CDCI,, 200 MHz)
a’) 0.864 (d, 3H, J= 6.8) a”") 0.93 (d, 3H, J= 6.8)
b) 2.16 (m, 1H)
0.889 (d, 3H, J= 6.8) 1.006 (d, 3H, J= 6.8)
d) 2.91 (s, 3H)
c’) 4.19 (d, TH, J=10.8) c”) 4.40 (d, 1H, J=10.6)
f) 7.35 (s ancho, 5H)
e’)5.13 (d, 1H, J=-12.6) e”)5.16 (s, 2H)
5.22 (d, 1H, J= -12.6) ") 1.426 (s, 9H)
g’) 1.446 (s, 9H)

Esquema 10. Estructuras candnicas del éster terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-valina

El espectro de RMN 'H de este compuesto se ubica en el anexo A como figura 19.
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Ester terbutilico de N-metil-L-valina (43)
El compuesto 43 proporciona sefiales en RMN que se resumen a continuacion:

a a RMN 'H (CDCls, 200 MHz):

HyC. b CHs a) 0.945 (d, 3H, J=6.8) y 0.95 (d, 3H, J=6.8)

b) 1.85 (m, 1H)

c f
LN o CHs ¢)2.76 (d, 1H)
e
d i w<CH3 d) No observable
43 e) 2.37 (s, 3H)
f) 1.49 (s, 9H)

Una vez mas en el inciso a) se detectan sefiales que identifican a los metilos
diastereotdpicos y que muestran diferentes desplazamientos quimicos.

Clorhidrato del éster metilico de L-tirosina (44)

Uno de los primeros derivados aqui sintetizados de L-tirosina fue el compuesto 44,
el cual presenta las siguientes caracteristicas espectroscépicas en resonancia

magnética de protén:

RMN 'H (CD;0D, 200 MHz2):

a) 6.77 (doblete escindido, 2H)
b) 7.06 (doblete escindido, 2H)
c)3.08 (dd, 1H, J=7.4,-14.6) y
3.17 (dd, 1H, J= 6.0, -14.6)

d) 4.23 (dd, 1H, J=6, 7.4)

e) 3.803 (s, 3H)

f) No observable

g) No observable
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En el espectro de RMN 'H fue relevante que el metileno ¢ se observa como la
parte AB de un sistema ABX &a= 3.17, dg= 3.08 y dx= 4.23, cuyas constantes de

acoplamiento pueden ser leidas al lado de la estructura de 44.

Ester metilico de N-(benciloxicarbonil)-L-tirosina (45)

Cuando se analiza el espectro de RMN 'H para el compuesto 45, se hizo las

siguientes observaciones:

OH RMN 'H (CDCl,, 200 MHz):
a) 6.7 (doblete escindido, 2H)
b) 6.94 (doblete escindido, 2H)
b c) 3.00 (dd, 1H, J=8.2, -12.0) y
3.06 (dd, 1H, J=8.2, -12.0)
N _CHs . d)4.62(td, 1H, J= 8.2, 8.2)
e) 3.72 (s, 3H)
f T g f) 5.23 (d, 1H, J = 8.2)
g) 5.07 (d, 1H, J=-12.4) y
45 5.1 (d, 1H, J = -12.4)
h) 7.34 (s ancho, 5H)

i) No observable

De la misma manera que ocurre en el compuesto 44 el metileno marcado como ¢
para el producto 45 se observa como la parte AB de un sistema ABX da= 3.06, dg=
3.00 y dx= 4.62, con constantes de acoplamiento bien definidas. Se muestra el
espectro de RMN 'H de este compuesto y sus expansiones en el anexo A como

figura 20.
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N-(benciloxicarbonil)-N,O- dimetil-L-tirosina (46)

CHj
o~ i
a
b
0
c d
OH®
46
N 0
H3C/ T
f
0

a’) 6.8 (d escindido, 2H)
b’) 7.09 (d escindido, 2H)
¢’) 3.05 (dd, 1H) y 3.31 (dd, 1H)
d’) 4.88 (dd, 1H)

) 2.79 (s, 3H)

g’) 5.12 (s, 2H)

RMN 'H (CDCI,, 200 MHz)
e) No observable

h) 7.31 (m, 5H)

) 3.78 (s, 3H)

Para efectuar las reacciones posteriores
encaminadas a la obtencion de los dipéptidos
intermediarios de las Ulongamidas B y C fue
necesario trabajar el compuesto 45 como su
derivado OMe y NMe (46) debido a
caracteristicas de estabilidad del producto. En
el espectro de RMN 'H del compuesto 46 se
observo que algunas de las sefiales de los
protones aparecen duplicadas debido también
a las formas canbnicas previamente
discutidas y que se presentan en una relacién
58/42. (Esquema 11)

a”’) 6.77 (d escindido, 2H)

b"") 7.03 (d escindido, 2H)

¢’’) 2.99 (dd, 1H) y 3.24 (dd, 1H)
d”) 4.83 (dd, 1H)

) 2.85 (s, 3H)

g9”’) 5.0 (d, 1H) y 5.09 (d, 1H)

Esquema 11. Estructuras canénicas de N-(benciloxicarbonil)-N, O- dimetil-L-tirosina (46).
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Ester terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanina (precursor de

47)

o) N*\ e} N
e’ \K CHS B —— \’/ CHS
&
o-

b’) 2.94 (dd, 1H, J= 10.4, -14.4)
3.24 (dd, 1H, J= 5.6, -14.4)

¢’) 4.73 (dd, 1H, J= 4.8, 10.4)

d’) 2.842 (s, 3H)

') 5.082 (s, 2H)

) 1.418 (s, 9H)

desplazamientos

continuacioén:

O

2

RMN "H (CDCI,, 200 MHz)
a) 7.1-7.3 (m, 10H)

quimicos

El compuesto precursor de 47 presenta

mostrados a

a4

b™") 2.99 (dd, 1H, J= 10.4, -14.4)
3.30 (dd, 1H, J= 5.6, -14.4)

) 4.91 (dd, TH, J= 5.6, 10.4)

d”) 2.802 (s, 3H)

") 5.084 (d, 1H)

4.96 (d, 1H)

) 1.432 (s, 9H)

Esquema 12. Estructuras candnicas del éster terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-

fenilalanina en una relacién 1:1.
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Ester terbutilico de N-metil-L-fenilalanina (47)

Para el caso del compuesto 47, este presenta las siguientes caracteristicas en
resonancia magnética de protoén:

RMN "H (CDCl,, 200 MHz):
) ° ﬁ\f a) 7.1-7.3 (m, 5H)
a c o b) 2.93 (dd, 1H, J= 6.4, -13.4)
2.86 (dd, 1H, J= 7.6, -13.4)
NH

H.c” c) 3.32 (dd, 1H, J= 7.6, 6.4)
3 ¢ a7
d d) 2.376 (s, 3H)
e) No observable
f) 1.36 (s, 9H)

Terbutilcarbazato de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-valina (precursor de 48)
Este derivado es preparado como precursor del compuesto 48 y presenta los
siguientes datos espectroscopicos:

a a RMN "H (CDCl,, 200 MHz):
HsC._b CHg o . a)0.89 (d,3H, J=6.6)y 0.99 (d, 3H, J =
o Je s J Lo
3d N N o b) 2.31 (m, 1H)
/k h c) 4.16 (d, 1H, J = 11)
o o © d) 2.92 (s, 3H)
e) 5.17 (s, 2H)

f) 7.36 (s ancho, 5H)

g) 6.317 (senal ancha, 1H)
h) 7.94 (sefal ancha, 1H)

i) 1.452 (s, 9H)

El espectro de RMN 'H de este compuesto se ubica en el anexo A como figura 21.
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Terbutilcarbazato de N-metil-L-valina (48)

Para el compuesto 48 al igual que su precursor también se observan los metilos
diastereotépicos correspondientes al grupo isopropilo. A continuacién se dan sus
caracteristicas espectroscopicas en resonancia magnética de proton:

RMN 'H (CDCl,, 200 MHz):

a a a) 0.957 (d, 3H, J=6.8) y 1.016 (d, 3H,
HC b CHs o J=16.8)
f " b)2.1 (m, 1H)
HSdC\NH 3 NH\NHJLOJ< c) 2.89 (d, 1H, J = 4.8)
e i g d) 2.46 (s, 3H)
48 e) No observable
f) 6.42 (sefnal ancha, 1H)

g) 8.33 (senal ancha, 1H)
h) 1.476 (s, 9H)

Terbutilcarbazato de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanina (precursor de
49)

Como ultimo derivado aqui sintetizado se tiene al precursor de 49, el cual presenta
las siguientes caracteristicas en RMN de protén:

RMN 'H (CDCls, 300 MHz):
a) 7.1-7.4 (m, 10H)
b) 3.32 (dd, 1H, J= 6.9, -14.3)
3.03 (dd, 1H, J=9.35, -14.3)
C) y e) sefales sobrepuestas
O d) 2.89 (s, 3H)

a f) 6.33 (senal ancha, 1H)
g) 7.91 (senal ancha, 1H)
h) 1.45 (s, 9H)
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o Dipéptidos sintetizados.

Los espectros de RMN de 'H y "*C para los dipéptidos aqui sintetizados fueron
inusualmente complejos, exhibiendo sefiales que obligaron a detallar al maximo la
interpretacién. En un principio sugeria que la complejidad correspondia a una
mezcla de diastereoisdbmeros; después de sucesivas purificaciones, la complejidad
de sefales persistia. Posteriormente, en la literatura se encontraron péptidos que
analizados por RMN 'H revelan una notable diferencia en sus propiedades
conformacionales, ya que existen como una mezcla de rotameros detectadas en
sus espectros de RMN 'H en solucién de CDCl3.2> Como ya se examiné en los
derivados de los aminoacidos, aqui también estan presentes las formas candnicas
tipicas de los dipéptidos.

Para ilustrar el comportamiento del dipéptido 25 ante la presencia de varias
estructuras candnicas propuestas, fue necesario iniciar un estudio a través de
RMN 1D de 'H y '3C, asi como determinaciones bidimensionales que incluyen
experimentos HSQC, COSY, HMBC y NOESY.

El analisis de los espectros de RMN 1D y 2D para el dipéptido 25 se llevo a cabo
por la siguiente ruta deductiva:

1.- Checar de forma general las sefales de RMN 'H y verificar que los
desplazamientos de los hidrégenos correspondan a los esperados. Se plantea
desde el inicio la presencia de cuatro rotdmeros en soluciéon (CDCls) lo que da
origen a que el numero de sefales esperadas en algunos casos se multiplica por
cuatro. En un espectro de 'H los valores de las constantes de acoplamiento y la
multiplicidad de cada sefal nos proporciona informacion valiosa sobre la
estructura quimica del compuesto. (Figura 22 del anexo B)

2.- Completar la interpretacién espectroscopica con el andlisis de RMN *C
apoyado por el estudio DEPT para la asignacion del grado de protonacion de los
carbonos y que corresponden a los diferentes metilos, metilenos y metinos

ubicados en la molécula, en donde por comparacién con el espectro normal de '*C
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obtenemos sefiales debidas a los carbonos cuaternarios. Ademas en RMN de '°C
detectamos a través de su desplazamiento quimico a los carbonos de los
carbonilos y a los carbonos ipso de los anillos aromaticos. (Figuras 23 y 24 del
anexo B)

3.- Para asignar adecuadamente la correlacién entre protones y carbonos a través
de una ligadura o ('Jcn), se efectlio por medio del experimento HSQC (figura 25
del anexo B) para cada una de las moléculas aqui estudiadas. En la figura 26 del
anexo B se tiene una expansion del experimento HSQC donde se muestra la
correlacién entre protones y carbonos de los metilos del isopropilo del dipéptido
25.

4.- Para probar y apuntalar las correlaciones 'H/'3C también se efectto el
experimento HMBC (figura 27 del anexo B) el cual establece conectividades entre
'H/™3C a través de dos ligaduras o (3Jch) y a través de tres ligaduras o (3Jeh), 1o
cual nos permite determinar grupos vecinos dentro de la estructura del dipéptido
25. Como ejemplo tenemos la asignacion de los carbonos 27 y 32 de los metilos
del isopropilo para cada una de las formas candénicas presentes tomando como
referencia sus hidrégenos correspondientes. (Figura 28 del anexo B)

HsC CH4
N 0 32\CH/ 27
| 22 26
14 21 (l;H @) 31
e
) 24 @) 34
33

N
10N~ 11 12

O_

;-8 25
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5.- El experimento COSY (figura 29 del anexo B) muestra las interacciones entre
protones a través de dos ligaduras o (2Jun) y tres ligaduras o (*Ji). En la figura 30
del anexo B se da un ejemplo de la localizacién de los hidrégenos geminales del
carbono 7 del dipéptido 25 para las cuatro formas candénicas propuestas, donde
cada hidrégeno se presenta como un doblete.

6.- En el estudio NOESY (figura 31 del anexo B) del dipéptido 25 podemos
observar las interacciones vistas en el experimento COSY, y ademas aquellas
interacciones dipolares entre grupos cercanos espacialmente con distancias que
no exceden 2.5-2.8 A. En este experimento es inherentemente observado el
fenomeno EXSY (protones estructuralmente iguales pero con configuracién
diferente que son intercambiables por medio de un determinado equilibrio). Para
comprobar que diversidad y complejidad en el numero de sefiales observadas
para el compuesto 25 que es debido a diferentes equilibrios estructurales, fue
necesario obtener a través del experimento NOESY aquellas senales que
representan el equilibrio conformacional entre estructuras y que se obtienen a
través del experimento EXSY. (Figura 32 del anexo B)

Conjuntando todos los experimentos anteriores fue posible caracterizar cuatro
estructuras (figura 33) presentes en el dipéptido 25 que son interconvertibles a
través de un equilibrio representado en la figura 34 y que basados en la
integracion de las senales apropiadas se determin6é que estan en una proporcion
35:24:22:19.

73



27.25,2.12 (m)

19.86, 0.99 (d) 18.83, 0.76 (d)

35.50, 3.26 (dd) y 2.93 (dd) 62.77, 4.70 (d)

31.02, 2.879 (s)

27.96, 1.372 (s)

81.27
170.24

56.4, 5.38 (1)

29.73,2.923 (s)

Abundancia 35%

27.85, 2.07 (m)

19.08, 0.65 (d) 18.77, 0.58 (d)

65.31, 3.87 (d)

35.75, 3.13 (dd) y 2.98 (dd)
29.55, 2.88 (s)

» O 27.96, 1.365 (s)

- 1 81.60
169.30

57.78, 5.03 (dd)

29.50, 2.865 (s)

Abundancia 24%

Figura 33. Caracterizacion espectroscopica de las cuatro formas canoénicas detectadas para el
éster terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanil-N-metil-L-valina (25).
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1 81.50
170.20
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30.01, 2.918 (s)

Abundancia 19%

Figura 33. Continuacion caracterizacion espectroscépica de las cuatro formas candnicas
detectadas para el éster terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanil-N-metil-L-valina
(25).
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Figura 34. Interconversion entre las cuatro formas candnicas detectadas para el éster terbutilico de
N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanil- N-metil-L-valina (25).
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Dos de los cuatro rotameros tienen la caracteristica de presentar interaccion
dipolar entre los hidrégenos de los carbonos 13 y 25, mientrds que los otros dos
rotameros carecen de efecto nuclear Overhauser entre dichos hidrégenos.

Ademas para comprobar que el comportamiento espectroscopico del dipéptido
25 debido a la presencia de las estructuras canoénicas propuestas en la figura 34
se realizd un estudio a diferentes temperaturas. Los experimentos de RMN 'H a
temperatura variable ofrecen informacién acerca del equilibrio conformacional del
dipéptido 25, que nos asegura la existencia de un solo compuesto que se
encuentra en equilibrio quimico a temperaturas de 100 °C. Segun lo observado al
incrementar la temperatura y determinar un espectro de RMN 'H, la complejidad
de senfales de los protones se simplifica por la coalescencia de sefnales, debido a
la rapida interconversion entre las formas candnicas. Estos estudios se hicieron a
25, 50, 65, 80,90 y 100 °C en CDCI>CDCl». (Figuras 35-40 del anexo B)

Como se puede ver con el dipéptido 25, el andlisis de RMN 1D y 2D es
exhaustivo y puede aplicarse para comprender los casos de los dipéptidos 26, 27,
28, 29 y 30 donde también se tiene la presencia de formas candnicas en solucién
para estos dipéptidos. Solo se muestra su espectro de RMN 'H en el anexo B
como figuras 41, 42, 43, 44 y 45 respectivamente. El andlisis de su resonancia
magnética nuclear ya no se efectué de forma tan detallada, pero en los espectros
presentados se observan las sefiales caracteristicas de cada estructura, la cual es
apoyada por su EM.

7



7. Conclusiones

- Se logré la obtencion de los dipéptidos intermediarios utilizados en la sintesis de
las Ulongamidas A, By C.

- La C-proteccion del aminoacido C-terminal de los dipéptidos se realiz6 por su
conversioén al éster terbutilico o bien a su terbutilcarbazato.

- Se efectud la reacciéon de N-metilacion por el método de Benoiton para los dos
primeros aminoacidos. Para el caso del derivado de tirosina se requirié el uso de
un catalizador de transferencia de fases para lograr la N, O-dimetilacion, dando
lugar a su vez a la O-proteccion del grupo hidroxilo.

- Se llevo a cabo la N-protecciéon de los aminoacidos L-Phe, L-Val y L-Tyr con el
grupo benciloxicarbonilo de forma efectiva.

- Los agentes acoplantes BOP y BOP-CI resultaron ser los mas efectivos para el
acoplamiento de aminoacidos impedidos estéricamente en comparacion con la
DCC.

- Se caracterizé de forma completa al dipéptido 25 por RMN 2D, la estructura
del dipéptido 25 se presenta en cuatro formas candnicas en solucion (CDCls)
detectadas a través del fenomeno EXSY y apoyada por los estudios de RMN
'H a diferentes temperaturas hasta la coalescencia de las diferentes sefales
de los protones.
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8. Anexo A: espectros selectos de RMN 'H de derivados de

aminoacidos.
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9. Anexo B: espectros de RMN de los dipéptidos sintetizados.
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Figura 26. Expansion del estudio HSQC para el éster terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-
fenilalanil-N-metil-L-valina (25), donde se muestra la correlacién entre carbonos e hidrégenos de

los metilos del isopropilo.
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Figura 36. Espectro de RMN "H del éster terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanil-N-

metil-L-valina (25) a 50 °C.
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Figura 37. Espectro de RMN "H del éster terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanil-N-
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metil-L-valina (25) a 90 °C.
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Figura 40. Espectro de RMN "H del éster terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanil-N-

metil-L-valina (25) a 100 °C.
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Figura 41. Espectro de RMN "H del éster terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N,O-dimetil-L-tirosil-N-

metil-L-valina (26).
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Figura 42. Espectro de RMN "H del éster terbutilico de N-(benciloxicarbonil)-N,O-dimetil-L-tirosil-N-

metil-L-fenilalanina (27).



i %ﬁ_ . |2
S it s
. | o~

1.00

Q
ie
L !
5
et ety e
6.77

-

- -

e . ::: | -
ST L ‘ﬁ I s

j J
2 [E \ } s
~ = w
3 =
5a — —©
- 2
8g . &
e o @
n-n: = e
g.ﬂs g ;
NR#U t 4 “w
S M s - -
22288 ¢ =4 2
gnos_n__‘. = Htu't- ﬁ o~ }o‘
E..:;.:-ES’E?%
@ ‘TWDEI -
S505z002

Figura 43. Espectro de RMN "H del terbutilcarbazato de N-(benciloxicarbonil)-N-metil-L-fenilalanil-
N-metil-L-valina (28).
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Figura 44. Espectro de RMN 'H del terbutilcarbazato de N-(benciloxicarbonil)-N, O-dimetil-L-tirosil-
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