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INTRODUCCION

Los fosfatos orgénicos, también llamados organofosfatos o ésteres fosfato son una
familia de compuestos especialmente importantes desde el punto de vista
biolégico, ya que forman parte de los nucleétidos, los cuales a su vez conforman a
los &cidos nucleicos (ADN y ARN). También se encuentran presentes en los
fosfolipidos y en moléculas como el adenosin trifosfato (ATP) y el guanosin
trifosfato (GDP). Asimismo, son ampliamente usados como plastificantes,
insecticidas, herbicidas y agentes nerviosos.

En el presente trabajo nos enfocamos en la obtencién de cianofosfatos, los cuales
utilizaremos como intermediarios para sintetizar analogos del fosfoenolpiruvato
(PEP). La importancia de este grupo de moléculas recae en la actividad que tienen
sobre la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), ya que se caracterizan por ser
metabolitos activadores o inhibidores de esta enzima. La PEPC se encuentra en
todas las plantas, asi como en algunas bacterias y algas verdes y se encarga de la

fijacion del CO, atmosférico. Lo anteriormente descrito es de gran relevancia, ya

gue un inhibidor eficiente de esta enzima podria ser usado como un herbicida

especifico.

Cabe resaltar que los cianofosfatos o cianihidrin fosfatos, son intermediarios
versatiles en quimica organica sintética, especialmente en la preparacion de
nitrilos saturados y a.B—insaturados, en la arilacion regioespecifica tipo Friedel-
Crafts de compuestos aromaticos, en la sintesis cetonas B-ciano a,p—insaturadas,
nitrilos y-hidroxi a,pB—insaturados, acidos a-hidroxicarboxilicos y en la preparacion

de derivados de indol.

Con la idea de variar el estado de oxidacion del carbono del carboxilo, en el grupo
de investigacion de Blas Flores se propuso la reduccion del nitrilo en los
cianofosfatos usando DIBAL-H, para obtener un aldehido, no obstante, la reaccién
no se lleva a cabo bajo varias condiciones. Por tal motivo, decidimos probar la
hidrdlisis basica de estos compuestos para poder sintetizar los analogos de PEP.

El resultado de esta reaccion fue inesperado, ya que se obtuvieron a-lactamas.



1. ANTECEDENTES

1.1. Compuestos organofosforados.

Desde las investigaciones sisteméticas de August Michaelis hacia finales del siglo
XIX, el estudio de compuestos organicos fosforados ha sido desarrollado a un
ritmo cada vez mayor.! Se pueden identificar varias épocas en afos
subsecuentes, donde importantes descubrimientos ocasionaron que se haya
incrementado el interés de los compuestos fosforados. Como por ejemplo, el
hallazgo de las propiedades tOxicas e insecticidas de tales compuestos por
Gerhard Schrader y sus colaboradores en los afios de 1930.2 Desde ese

momento, se cred toda una nueva industria.

La mayoria de los compuestos de fosforo usados comercialmente son inorganicos,
pero los compuestos organicos de fosforo han incrementado su importancia cada
dia. Actualmente son utilizados como antioxidantes y estabilizadores en la
industria de aceites y plasticos, ademas su uso se ha extendido en numerosas
areas, tales como, resistencia a la corrosion, retardantes del fuego, extraccion y
complejacién, asi como productos quimicos agricolas. Todas estas aplicaciones
industriales, ademas del incremento del uso de compuestos de fosforo en sintesis
organica, han ocasionado la ampliacion de la literatura de la quimica del

organofosforo.

1.1.1. Nomenclatura de compuestos organofosforados.

Nombrar los compuestos de fésforo es un ejercicio muy frustrante para la mayoria
de los quimicos. Mucha de la confusion esta relacionada por el uso extensivo de
nombres triviales, particularmente de los acidos de fésforo y sus ésteres, algunos
de los cuales son propensos a equilibrios tautoméricos. Se debe tener cuidado

cuando se busca en la literatura vieja. Por ejemplo, el compuesto R,P(O)OH es

llamado acido dialquilfosfinico, acido dialquilfosfonico y acido alquilfosfonoso en la

literatura britanica.



La nomenclatura se ha facilitado desde la publicacién de reglas convenidas entre

los comités de la Chemical Society y de la American Chemical Society. Un

resumen de los puntos mas importantes se presenta en la siguiente tabla.

Tabla 1
Nomenclatura de compuestos organofosforados

R,P trialquilfosfina

R,PO oxido de trialquilfosfina

Trivalentes

Derivados fosforosos P(OH),
(RO),P trialquil fosfito
(R,N),P triamida hexa-alquilfosforosa®
(RO),PCI dialquil fosforocloridito
ROPCI, alquil fosforodicloridito
(HO),PSH acido fosforotioso
(R'0),PSR? S-alquil 0,0-dialquil

fosforotioato

Derivados fosfinosos H,POH
R',POR? alquil dialquilfosfinito
R,PCI cloruro dialquilfosfinoso®

R12PSR2 alquil dialquilfosfinotioito

R' PNR®, amida N,N-dialquil

dialquilfosfinosa

Derivados fosfonosos HP(OH),
R'P(OR?), dialquil alquilfosfonito
RPCI, dicloruro alquilfosfonoso®

RP(SH)OH &acido alquilfosfonotioso

Pentavalentes

Derivados de acido fosfarico (HO),PO
(RO),PO trialquil fosfato
(R,N),PO triamida hexa-alquilfosférica

(RO),POCI dialquil fosforocloridato

Derivados de acido fosfinico
H,P(O)OH
RlZP(O)OR2 alquil dialquilfosfinato
R,P(O)NH, amida dialquilfosfinica




(RO)POCI, alquil fosforodicloridato
(R'0),PONR?, N,N-dialquil
dialquilfosforoamidato
(RO),P(O)SR S-alquil O,0O-dialquil

fosforotiolato

R,P(O)SH acido dialquilfosfinotidlico
R,P(S)SH acido dialquilfosfinoditioico

R,PSCI cloruro dialquilfosfinotioico

Derivados de acido fosfénico

HPO(OH),
1 2 - . .
(R"0),P(O)R" dialquil alquilfosfonato
1 2 - . .
(R",N)P(O)R" diamida N,N-tetra-alquil
alquilfosfénica
(R'O)R*P(O)F alquil
alquilfosfonofluoridato
(R'O)R’P(0)SR’ O-alquil S-alquil

alquilfosfonotioato

Fosforanos

X.P pentahalofosforano
R,P=NH iminotrialquilfosforano

R,P=CR alquilidenotrialquilfosforano

Anillos

=) » () b
| | |

1,3,2-dioxafosforinano

Fosfetano Fosfolano Fosforinano

2 Dichos compuestos son frecuentemente nombrados como derivados de fosfinas.

Sin embargo, una manera facil de nombrar y clasificar a los compuestos

organofosforados es mediante su nimero de coordinacion, el estado de oxidaciéon



del fésforo central y del nimero de enlaces C-P3. Esto elimina la confusion del uso
de la nomenclatura no sistematica y ayuda a promover la comprensién de la
quimica, asi como la comunicacién. La tabla 2 muestra estructuras de compuestos

de fésforo tricoordinado y tetracoordinado, asi como los nombres de los ésteres

provenientes de los acidos precursores.

Tabla 2

Nomenclatura de compuestos organofosforados

NuUmero de Numero de enlaces C-P
coordinacion 0 1 2 3
P(OH), P(OH),R P(OH)R,
Q 0 :
/P\ /P\ ,P\
HO v OH HO v R R Y R
Acido Acido Acido
fosforoso alquilfosfonoso | dialquilfosfinoso
P(OH),OR P(OH)(ORMR? oR
3 Monoalquil Monoalquil L o f3
P(OR")R Fosfina
fosfito alquilfosfonito (ORIR o
Alauil terciaria
P(ORY),R? a
P(OR),OH dialquifosfinito
. . , Dialquil
Dialquil fosfito
alquilfosfonito
P(OR),
PHR,
Trialquil fosfito PH,R
. o Fosfina
PH, Fosfina primaria .
secundaria
Fosfina




(HO),PO

Acido fosférico

(HO),P(O)R
Acido
alquilfosfénico

(HO),P(O)OR
Monoalquil

4 fosfato

(HO)P(O)(OR),

Dialquil fosfato

(HO)P(O)R'(OR?)
Alquil
alquilfosfonato

(HO)P(O)R,
Acido
dialquilfosfinico

(RO),PO

Trialquil fosfato

P(O)R'(OR?),
Dialquil
alquilfosfonato

(R°0)P(O)R’,
Alquil
dialquilfosfinato

P(O)R3
Oxido de
fosfina

terciaria

1.2. Fosfatos.

La importancia del fosforo y en particular de los fosfatos o ésteres fosféricos, es de

suma importancia para los sistemas biologicos. Muchos de estos compuestos con

relevante importancia biolégica son: los fosfolipidos, los cuales constituyen las

membranas celulares?®; el trifosfato de adenosina (ATP),

que esta involucrado

como agente de fosforilacion en muchas rutas bioquimicas; los nucledtidos, los

cuales conforman a los acidos nucleicos (ADN y ARN)® y el inositol-1,4,5-trifosfato,

. . - .z 2+
gue es un mensajero secundario encargado de la movilizacion del Ca™ 8. Estos

son solo algunos ejemplos de sustancias biolégicamente importantes y en la

Figura 1 se muestran dichos compuestos.




NH,
N
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guanosina
(Nucledtido)
Q Q OPOz%

I Nt/
P< N
Woﬁ/\dé_ o >N HO OH
@)
W( 20,P0 OH

o OPO,>

Fosfaditilcolina

(Fosfolipido) Inositol-1,4,5-trifosfato

Figura 1. Algunos fosfatos con relevancia biologica

1.2.1. Estructura quimicay reactividad.

Para comenzar, hay varios tipos de fosfatos. El acido fosférico contiene tres
grupos hidroxilo, por lo que puede generar tres esteres por reemplazo de uno, dos

o tres de ellos por alcoholes.

Q Q Q Q
Ho”Ff\OH RO’I?\OH RO” IID\OH RO” 1 OR
OH OH OR OR
Acido fosforico Esteres fosforicos

Figura 2. Acido fosforico y sus respetivos ésteres

Sin embargo, es importante conocer que el acido fosférico es muy &cido, como
también lo son los ésteres mono y dialquilicos. En disolucién acuosa tienden a
existir como aniones, donde el grado de ionizacién exacto depende de la acidez
del medio. Por ejemplo, un monoalquiléster podria existir como dianion,

monoanién, éster neutro y protonado.



@) ) 0O

P, <=——= P
R /I\ H R /l\ - R /I\ -
0" L0 0”10 07170

Esquema 1. Equilibrio de un monoalquiléster en disolucion acuosa

Otra caracteristica de los fosfatos, es que son hidrolizables, como otros ésteres,
para generar el &cido y el alcohol correspondientes. Sin embargo, el
comportamiento hidrolitico de los fosfatos es intermedio entre los ésteres
carboxilicos y los sulfonatos. Es importante resaltar, que en los ésteres
carboxilicos el ataque nucleofilico sucede generalmente en el  carbono
carbonilico, mientras que en los sulfonatos tiene lugar en el carbono alquilico, de
lo que resulta que el punto de degradaciéon es diferente. Cabe destacar, que es
dificil la ruptura del enlace carbono-oxigeno, porque el anién carboxilato es
fuertemente basico y, por tanto, un mal grupo saliente. Tal ruptura se ve
favorecida en los sulfonatos, porque el anion sulfonato es débilmente basico,

debido a ésto es un grupo saliente muy bueno.

0 0
I
R)Lé()R, Ar—clsl)—O%R

‘Nu ‘Nu

Figura 3. Ataque nucleofilico en un éster carboxilico y en un sulfonato

Por lo tanto, el comportamiento hidrolitico de los fosfatos puede producir la ruptura
en ambas posiciones. Debido a que el acido fosférico es de acidez intermedia
entre los acidos carboxilico y sulfonico, por esta razon el anién fosfato es un grupo
saliente superior al carboxilato, pero inferior al sulfonato.” Otro aspecto a
considerar, es que el fésforo de un fosfato esté unido a cuatro grupos, pero puede

aceptar mas, como lo demuestran compuestos pentavalentes como el PCl,, de

10



modo que el ataque nucleofilico al fésforo compite con el ataque al carbono

alquilico.
@ Nu:
R%O’IID\OH N
OH
0
P
R-0%1 OH
‘Nu OH
Ruptura C-O Ruptura P-O

Figura 4. Comportamiento hidrolitico de los fosfatos

Ademas estd documentado que los ésteres fosforicos se degradan a &cido
fosfoérico con facilidad en disoluciones acidas, sin embargo, en disolucion alcalina

s6lo se hidrolizan los trialquilfosfatos®, (RO),PO, saliendo Unicamente el grupo
alcoxi. Los mono y dialquilésteres, (RO)PO(OH), y (RO),PO(OH), son inertes al

alcali, incluso después de un tratamiento prolongado. Este comportamiento tiene
una explicacion razonable. Los ésteres mono y dialquilicos contienen grupos —OH
acidos unidos al fosforo, que existen en forma anionica en disolucion alcalina, por
lo tanto la repulsion entre cargas iguales impide el ataque del i6n hidroxido a estos

aniones-?®

1.2.2. Importancia industrial.

Los fosfatos no solo tienen un papel importante desde el punto de bioldgico,
también son de gran relevancia en la vida diaria, ya que sus aplicaciones son
numerosas en diversas areas. Son ampliamente usados como insecticidas®tt12,
herbicidas, agentes nerviosos, se encuentran como aditivos en fluidos
hidraulicos®'4, plastificantes!®, ademas son extensamente utilizados como
retardantes del fuego en varios productos industriales y de consumo, tal como,

plasticos, equipos electronicos, muebles, textiles, y materiales de

11



construccion.1617:18 En |a figura 5, se muestran las estructuras de algunos fosfatos

ampliamente utilizados.

0]

\O/\/O\/\O/FI’\O

r

0O

Tris(2-(2-metoxietoxi)etil)fosfato

Lu ﬁlﬁi

Tris(3,5-dimetilfenil)
fosfato

SO

Tris(1,3-dicloro-2-propil)
fosfato

Retardantes del fuego
3.5.0 Q.0
oo 0"40 ~
O b

Trifenil fosfato (TPP)

=

™

=
Tricresil fosfato (TCP)

0] 0]

1
Po
/\/\O/(F;\o/\/\ Yo/é O/ﬁ/

tri-n-butll fosfato (TnBP) triisobutll fosfato (TiBP)

Aditivos para fluidos

)

WO
C')WO/\ O’(')\o/\/\/\/\

Trietil fosfato
(TEP) Octil difenil fosfato

/\O/

Tris(2-etilhexil)fosfato (TEHP)

Plastificantes

(@] (0]
P P
/\O/ |\O/\ N i~ e
o (0] 5 (0]
: NO, Cl Cl
Paraoxon Diclorvos
Q Q Q
~ /||3 o N~ ~oo X o~
O 0O
Monocrotofds Mevinfos

Insecticidas

Figura 5. Algunos fosfatos ampliamente utilizados
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Es importante mencionar que el uso de los organofosfatos se extiende hasta el
campo de la medicina. Por ejemplo, una nueva clase de medicamentos basados
en dialquil fenil fosfatos son administrados para retardar el progreso de la
enfermedad del Alzheimer?®?; el fosfato de tedizolid funciona como antibiético para
el tratamiento de infecciones agudas de la piel?®?; diquafosol para el tratamiento
del sindrome del ojo seco?? y el agente inmunosupresor FR901483 que es usado

en pacientes trasplantados, para asi prevenir el rechazo del érgano.?®

N=N 0 0
NS /N\
Fo 7 N HNT HNT
N
o)\ T 9 ¢ 9 oo
9 B n\“\ozFl’\O/IID\O/I?\O/I?\O
HO/Fl’\OAQ Q O 0" 0" o /
OH 0% Ho' “oH HO  OH
Fosfato de tedizolid Diquafosol
o]
1
Ho 0
OH %
OH -~ oo
N H O/O
\O Di-ciclohexil fenil fosfato
(Medicamento para retardar el
FR901483 progreso del Alzheimer)

Figura 6. Fosfatos con importancia en medicina

1.2.3. Cianofosfatos.

Otra clase de fosfatos muy utiles, son los cianofosfatos o cianihidrin fosfatos, que
son intermediarios versatiles en quimica organica sintética®*, especialmente en la
preparacion de nitrilos saturados?® 1y a,B—insaturados?® 2 a partir de compuestos
carbonilicos por eliminacién reductiva del grupo fosfato, en la arilacion

regioespecifica tipo Friedel-Crafts de compuestos aromaticos, en la sintesis

13



cetonas B-ciano a,p—insaturadas, nitrilos y-hidroxi a,p—insaturados?’, acidos a-

hidroxicarboxilicos?® 3 y en la preparacion de derivados de indol.?°

CgH17 CgH17 CgHq7

_ DEPC _ Smlz
L|CN

(EtO),

NC OP(O)(OEt), CN

S S
NC OP(O)(OEt), HO COOH
20% HCI 3
02N 02N

Esquema 2. Utilidad de los cianofosfatos en sintesis organica

Otro grupo de fosfatos de gran relevancia son los analogos del fosfoenolpiruvato
(PEP), ya que tienen la particularidad de inhibir o activar a la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC). Sin embargo, antes de adentrarnos en el
estudio de estos compuestos, es importante mencionar las caracteristicas de esta

enzima, asi como revisar algunos conceptos clave.

1.3. Metabolismo en plantas.

La fotosintesis es el proceso que alimenta casi la totalidad del mundo vivo de
forma directa e indirecta. Se consideran dos etapas en la fotosintesis: las
reacciones de la fase luminica, en la cual la energia solar es captada y
transformada en energia quimica, y el ciclo de Calvin, en el cual se utiliza energia
guimica para elaborar moléculas organicas que sirven de alimento. En la ultima
etapa referida, se realiza la conversién de diéxido de carbono en compuestos

organicos sencillos, proceso que se denomina asimilacion o fijacion de CO,,. Este
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proceso se atribuye a la accion de la enzima denominada rubisco (ribulosa 1,5-

bisfosfato carboxilasa).

Es importante mencionar que el ciclo de Calvin se divide en tres etapas: fijacién

del CO, para obtener 3-fosfoglicerato, reduccion del 3-fosfoglicerato a

gliceraldehido 3-fosfato y regeneracion del aceptor, la ribulosa 1,5-bisfosfato.*°

CH,0—P)
ADP (o
ap | Co,
Fase 3: CHOH 3)
regeneracion (3) g (3)
del aceptor CHOH Fase 1:
Produccién .
de energfa a (5) }I}xbfu](;sa 1,5-
través de - O‘i ,;])m
glucdlisis; CHO 4 CO0
sintesis 20 \
de almidén (1) CHOH CHOH
2 CH,0—(P) CH0—(P
Gliceraldehido 3-fosfato 3-Fosfoglicerato
(6) (6)
Fase 2:
reduccién
P,
|6) ATP
NADP ADP (6)
(6) NADPH +H (6)
(6)

Figura 7. Ciclo de Calvin®. Los numeros entre parentesis indican la estequiometria

de las reacciones

Otro aspecto que debemos considerar es que el CO, requerido para la fotosintesis

entra en la hoja a través de los estomas, los poros de la superficie de la hoja. Sin
embargo, los estomas también son las principales avenidas de transpiracion, por

lo cual se origina la pérdida de agua de las hojas por medio de la evaporacion.

 Tomado de Lehninger Principios de Bioquimica. 15



Otro punto que debemos tener en cuenta, es que las plantas han sido clasificadas
segun el tipo de metabolismo que se lleva a cabo en ellas, ya sea como plantas
C,, C,, y CAM. Para comprender el significado e importancia que tiene esta

clasificacion es necesario explicar el funcionamiento de los metabolismos, asi

como el proceso denominado fotorrespiracion.

Las plantas C, se designan de esta manera, porque el producto obtenido de la
reaccion de fijacion de CO, en el ciclo de Calvin es un compuesto de tres atomos

de carbono, el 3-fosfoglicerato, el cuél es un precursor de biomoléculas complejas,
entre ellas glucidos, polisacaridos y metabolitos derivados de los mismos. Como
ejemplos de este tipo de plantas tenemos al arroz, la cebada, y los brotes de soja.

No obstante, diversas plantas que crecen en los tropicos, asi como las plantas
cultivadas en zonas templadas pero de origen tropical, tales como el maiz, la cafa
de azucar y el sorgo, han desarrollado un mecanismo para evitar la

fotorrespiracion, un fendmeno ineficiente donde la rubisco consume O, y se
produce CO,. En esta via, la fijacion del dioxido de carbono produce un

compuesto de cuatro atomos de carbono. Las plantas que utilizan este proceso se

conocen como plantas C,. Ellas se caracterizan por que el proceso de fijacion del
CO, ocurre en dos tipos distintos de ceélulas fotosintéticas, células de la vaina
fascicular y células mesofilas (Figura 8). Las células de la vaina fascicular estan
organizadas en laminas fuertemente comprimidas alrededor del tejido vascular.
Mientras que las células mesodfilas se encuentran ubicadas mas proximas a la
superficie de la hoja. En este metabolismo, el ciclo de Calvin va precedido de la

incorporacion de CO, en células mesdfilas. Este primer paso es llevado a cabo por
la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), que adiciona CO, al

fosfoenolpiruvato (PEP) para formar oxalacetato.®! La caracteristica distintiva de la

PEPC es tener mayor afinidad por el CO,, que la rubisco y ninguna afinidad por el

0,.
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Figura 8. Anatomia y representacion del metabolismo C,°

Finalmente tenemos el metabolismo CAM, que es caracteristico de plantas

originarias de ambientes aridos, tal como el cactus y las pifias tropicales. Debido a

gue este método se descubrié en plantas de la familia de las Crasulaceas, se

denomina metabolismo acido crasulaceo. Es similar al metabolismo C,, ya que el

dioxido de carbono también se incorpora primero para producir intermediarios

organicos antes de ingresar al ciclo de Calvin. La diferencia es que la fijacion del

carbono y el ciclo de Calvin tienen lugar en las mismas células, pero en momentos

diferentes, ya que la fijacion de CO, ocurre en la noche para evitar perdida de

agua por evaporaciéon, mientras que el ciclo de Calvin se efectla en el dia.

¢ Tomado de Biologia Campbell.
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(I)I 0 O O OH O 0O
. 0 - -
OH 0] 0 @)

3-fosfoglicerato Oxalacetato Malato Piruvato

Figura 9. Compuestos representativos involucrados en los metabolismos

mencionados

1.3.1. Caracteristicas de la PEPC.

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC; EC 4.1.1.31) es una enzima
citoplasmatica que se encuentra en todas las plantas, asi como en algunas
bacterias, cianobacterias y algas verdes.®? La reaccidon que cataliza es la B-
carboxilacion irreversible de PEP para dar oxalacetato y fosfato inorganico®, la

cual se muestra en el siguiente esquema.3*

9 O 0] 0]
0 P PEPC -0 '
IS A- - _ P\
mJ\o o O + HCOy — o + 'O/(')- o

Fosfoenolpiruvato Oxalacetato

AG= -7.2 kcal/mol

Esquema 3. Reaccion de PEP catalizada por PEPC

Posee varios sitios alostéricos y es regulada conjuntamente por el pH, por
metabolitos activadores e inhibidores, asi como por la fosforilacion de un N-
terminal del residuo de serina; esto es de gran importancia, pues la enzima
fosforilada aumenta su actividad por PEP.3®> Sin embargo, el estado de agregacion
de la PEPC de diferentes plantas, entre ellas el maiz, depende de su

concentracion, asi como del pH, la presencia de ligantes y cosolutos.

18



1.3.2 Uso de anélogos del PEP.

Los analogos de un sustrato son herramientas muy utiles para el estudio del
mecanismo de accién enzimatica. Su uso puede proporcionar datos sobre la
naturaleza quimica de los residuos involucrados en la unién del sustrato, asi como
la topografia del sitio activo. De igual manera se pueden determinar los grupos

funcionales y las caracteristicas del sustrato relevantes para la unién o catalisis.

Numerosos analogos del PEP han demostrado tener actividad frente a la PEPC,
resultando gran parte de ellos inhibidores de la enzima3®, mientras que s6lo unos
cuantos han mostrado ser activadores. A continuacion se muestran algunos

inhibidores que se han utilizado para el estudio de la PEPC.

o X 3 P oA
0”1 OH _P. WAO/ | “OH
HO 0”1 OH OH

o) OH OH o)

Acido

o o Fosfomalato Fosfoglicolato
1-(fosfonoxi)ciclopropanocarboxilico

Br
o 2 R o %
° O’Z_\O' © o (F';TO‘ 0740
o 0 o

E-Metilfosfoenolpiruvato Z-Metilfosfoenolpiruvato Fosfoenol-3-bromopiruvato

E-3-Cianofosfoenolpiruvato Dimetilfosfoenolpiruvato

Figura 10. Algunos inhibidores de la PEPC

Aunqgue la lista de inhibidores de la PEPC es bastante amplia, también existen

sustratos que funcionan como activadores de la enzima. Estas sustancias son: el
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2,4-dihidroxifosfinoilmetil-2-propeonato,®” el sulfoenolpiruvato®® y el fenilfosfato,*®

cuyas estructuras se muestran la siguiente figura.

H H H H
NS TS ¢ e W
P I N A- YN A - P\
(0] CI)_O (0] C”) (@) oo
o] o] O
2,4-dihidroxifosfinoilmetil-2- . .
I |prl%>;ec;solarlgl[me| Sulfoenolpiruvato Fenilfosfato

Figura 11. Algunos activadores de la PEPC

En lo que concierne a los grupos funcionales relevantes de los analogos, se
menciona la importancia de los grupos carboxilo y fosfato.*® Por ejemplo, el acido
1-(fosfonoxi)ciclopropanocarboxilico, resulté ser un potente inhibidor competitivo
de enzimas que utilizan PEP,* aparentemente debido a la similitud estructural y

electronica entre el ciclopropano y el doble enlace C-C en el PEP.

1.4. Lactamas.

Las amidas ciclicas son llamadas lactamas, el nombre sistematico es aza-2-
cicloalcanonas.*? Se clasifican de acuerdo al tamafio del anillo de la lactama. En la
siguiente figura se muestra cada categoria, asi como su respectiva foérmula

estructural.*®

0]
(0] Rg Q 1 R” R1
@] R® o) R7 8 _R R10 N
R4 /R1 R N Rg 2
R® N 7 2 R
R®*——N R3-7—N 5 2 R 6 3R R® R3
R . R R R 7
R2 R RZ R1 R4 R3R R5 R4 R RG R5R4
o-lactama [-lactama Y-lactama d-lactama &-lactama

Figura 12. Tipos de lactamas
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Sin embargo, las lactamas de cuatro y cinco miembros o anillos mas grandes, se
encuentran en muchas é&reas de la quimica organica. Sus usos van desde
precursores de alcaloides, sustancias activas de farmacos, hasta mondémeros en
importantes polimeros.** Como ejemplos de farmacos tenemos al antibiético
penicilina V,* el Lotensin®, usado para el tratamiento de la hipertension arterial e

insuficiencia cardiaca*® y a Eliquis®, utilizado como anticoagulante.*’

OEt

DU Sotie ey

HO/& ©

Penicilina V Lotensin® Eliquis®

Figura 13. Farmacos basados en lactamas

1.4.1. a-Lactamas.

Las a-lactamas o aziridinonas, son anillos de tres miembros que contienen la
funcién amida. Su estructura general y la numeracién de los atomos del anillo se
muestran en la Figura 14. Aunque las lactamas no son compuestos naturales,

existen compuestos que se han sintetizado, aislado y caracterizado.

0]

2
R3S4-N!

Rz R

ol-lactama

Figura 14. Estructura general de una a-lactama
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La primera a-lactama estable que se prepard, fue la 1-tert-butil-3-fenillaziridinona,
fue reportada en 1962.8 Pero antes de llegar a esta estructura, se plantearon

varias alternativas, que incluyeron la oxiranimina y la oxaziridina.

_tBu
(@] N Il‘Bu
/ﬁ /Z{ N\
N (0]
Ph “tBu Ph Ph -0
ol-lactama oxiran-2-imina oxaziridina

Figura 15. Isémeros estructurales de las a-lactamas

1.4.1.1. Propiedades y reactividad.

Casi todas las a-lactamas son lo suficientemente estables para ser aisladas, son
sélidas con puntos de fusién por encima de los 100 °C. Ademas se disuelven

facilmente en disolventes organicos polares y no polares.

El anillo de la a-lactama 4 contiene alrededor de 41 kcal-mol™ de energia torsional,
lo cual influencia profundamente su estructura y reactividad. Estructuras
cristalograficas y computacionales revelan que contienen un enlace C=0 y un
nitrégeno piramidal. Esto sugiere que existe una minima resonancia entre el par
solitario del nitrégeno y el grupo carbonilo. Una segunda consecuencia de la
tension del anillo es su facilidad para reaccionar con nucledfilos para dar
productos en los que el anillo se ha abierto. Los nucleofilos se agregan
rapidamente al carbono carbonilico C2 o al carbono C3 para producir derivados

del &cido 2-aminocarboxilicos 6 o amidas secundarias 5, respectivamente.*®
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Nu NHR'
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Esquema 4. Productos del ataque nucleofilico en C2 y C3 en una a-lactama

La estabilidad térmica de este tipo de compuestos se determina calentado a reflujo
la a-lactama en una serie de disolventes a base de alcanos, con lo cual se observa
incremento en el punto de ebullicion. Sin embargo, a una temperatura suficiente
alta se logra la apertura del anillo. Tras el calentamiento suficiente en disolventes
no nucleofilicos, la a-lactama se fragmenta al isocianuro y aldehido o cetona
correspondientes (Esquema 5). También son susceptibles de sufrir isomerizacion

catalizada por bases para producir amidas a,B-insaturadas (Esquema 6).

NR'

(0] o
calor
[ — . 1
R37ﬂN\ R3JO oilge * RINC

R2

Esquema 5. Descomposicion térmica de a-lactamas
o o]

base R2
RZ—AN. . NHR'
\R']

Esquema 6. Isomerizacion de a-lactamas catalizada por bases
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Métodos de sintesis.

Actualmente hay dos métodos usados para sintetizar a-lactamas: ciclacion por
deshidrohalogenacion de a-halo amidas y cicloeliminacion de amidas N-sulfoniloxi

sustituidas.

Deshidrohalogenacioén de a-halo amidas.

Las a-bromo amidas son frecuentemente empleadas en la ciclacion por
deshidrohalogenacion, en comparacién con las a-cloro amidas. Las bases
utilizadas son: tert-butdxido de sodio, hidréxido de potasio e hidruro de sodio.

e) (0]
X ] base
R3))J\NHR 4>HX R3—£ \N\ ;
R2 - R2 R

Esquema 7. Sintesis de a-lactamas via deshidrohalogenacion de a-halo amidas

Cicloeliminacion de amidas N-sulfoniloxi sustituidas.

El uso de amidas N-sulfoniloxi sustituidas 7, como sustratos para la eliminacion, es
una muy buena aproximacion, ya que son facilmente preparadas a partir de acidos
hidroxamicos y se obtienen rendimientos altos de las a-lactamas después del

tratamiento con bases (Esquema 8).

0 o) 0
R3S0,CI
re M on 2, rRe M osoRe _Base A
R NEts R r2” MR
7

Esquema 8. Preparacion de a-lactamas via amidas N-sulfoniloxi
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1.4.1.3. Aplicaciones.

Como se ha mencionado anteriormente, las a-lactamas son muy reactivas hacia
los nucledfilos, con lo cual se produce la apertura del anillo. Con el propésito de
aprovechar sintéticamente la utilidad de la apertura del anillo, es importante
controlar la regioquimica de la adicion nucleofilica. En diversos estudios, se
observa que nucledfilos fuertes (alcéxidos, amoniaco y metilsulfiniimetiluro) atacan
el carbono C2, mientras que nucledfilos débiles (agua, alcoholes, haluros y

algunas aminas) atacan el carbono C3 (Esquema 9).5°

Nucledfilos H o
fuertes _N
. =R X Nu
NU'QO Ataque C2 RZ\\ 3
RWAN\ ] Nucledfilos o)
s R débiles :
R > Nu N/R
Ataque C3 N H
R® R2?

Esquema 9. Regioquimica de la adicion nucleofilica

Por lo tanto, la reaccion en donde el ataque nucleofilico ocurre en el carbono C2
es muy interesante, ya que de este modo se puede aprovechar la apertura del
anillo de las a-lactamas para producir aminoacidos y derivados, lo cual se ha

aprovechado en la sintesis de péptidos.>!

Otra aplicaciéon donde podemos encontrar el uso de a-lactamas, es en reacciones
de cicloadicion. Por ejemplo, la 1-tert-butil-3,3-dimetilaziridinona con DMF produce

una oxazolidin-4-ona.>?

o
DMF 0 0o
\ -
~tBu )hN\

Me,N tBu

Esquema 10. Reaccidén de cicloadicion
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2. JUSTIFICACION

Entre las plantas C, podemos encontrar algunas especies de importancia

econémica como el maiz, la cafia de azucar y sorgo. Sin embargo las plantas
indeseables también se hacen presentes en esta clasificacién, por lo tanto se
considera interesante la obtencidén de analogos del fosfoenolpiruvato que tengan la
caracteristica de ser inhibidores de la fosfoenolpiruvato carboxilasa y que

pudieran funcionar como herbicidas selectivos.

3. HIPOTESIS

Mediante una reaccion de reduccion con DIBAL-H, se espera que el grupo nitrilo
de un cianofosfato sea transformado a un aldehido, con lo que se obtendra el
analogo de fosfoenolpiruvato planteado.

4. OBJETIVOS

Sintetizar cianofosfatos con diferente geometria, para posteriormente ser utilizados

como materia prima en la obtencién de analogos del fosfoenolpiruvato.

Caracterizar por métodos espectroscopicos y espectrometria de masas los

productos finales e intermedios obtenidos.
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5. RUTA SINTETICA

Los compuestos objetivo se plantearon considerado la reactividad de los
cianofosfatos frente al DIBAL-H. Bajo esta premisa, se decidid sintetizar
cianihidrinas con diferente geometria, para esto se buscaron condiciones
experimentales que nos permitieran obtener los mejores rendimientos posibles. Es
importante notar que la ruta sintética propuesta no se encuentra reportada en la

literatura y se muestra en el siguiente esquema.

e) N N
1) NaHSOs4 7 1) Na 7 0
{S 2) NaCN OH 5 pocioE O—F-OFt
(CHy), 2INa CH, JPOCIOED \_ 4y ) Okt

(CHa)n

n=1,2,3
DIBAL-H
CHO O B CHO O
O-P-OH - oMes O-P-OEt
(CH,), OH (CH,), OEt

Esquema 11. Ruta sintética propuesta
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6. PARTE EXPERIMENTAL

La masa de las sustancias se determind en una balanza analitica Denver
Instrument modelo APX-100.

Los reactivos usados fueron de la marca Aldrich y J. T. Baker, mientras que los

disolventes de la marca J. T. Baker.
Para el secado del THF se utiliz6 sodio metalico y benzofenona como indicador.

La evaporacién de disolventes se realiz6 a presion reducida por medio de un
rotavapor Blchi R-210 adaptado a una bomba de vacio de la misma marca,
modelo V-700 y con un condensador en espiral de la marca Cole Palmer modelo
C1283-60 conectado a un dedo frio.

El Kugelrohr utilizado para la purificacion de los productos es de la marca Aldrich y
fue conectado a una bomba de vacio marca Blichi, modelo V-700.

El punto de fusion de los productos finales se determiné en un aparato Mel-Temp®
1201D de la marca Electrothermal, empleando capilares de vidrio con una longitud

de 75 mmy con un diametro de 1.40-1.60 mm.

El monitoreo de las reacciones se llevo a cabo mediante cromatografia en capa
fina (CCF), empleando placas de aluminio Alugram® Xtra SIL G/UV,,, de la marca
Macherey-Nagel. Se utilizé6 yodo como revelador.

La caracterizacion espectroscopica, espectrométrica y de analisis elemental se

realizo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI).

Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrofotometro Perkin-

Elmer FTIR / FIR Spectrum 400, usando la técnica ATR. La frecuencia de las
~ -1

sefiales se reporta en cm ™.

Los espectros de RMN de H, 13C y 3P se efectuaron en un espectrometro de 9.4

T marca Varian, modelo VNMRS y en un espectrémetro de 7.2 T marca Varian,

modelo Unity Inova. Para los experimentos de 'H y '3C se usé TMS como

referencia interna, mientras que para el nicleo 3'P se ocup6 H,PO4 al 85% como
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referencia. Se utiliz6 como disolvente CDCI, y DMSO-d6 de la marca Cambridge

Isotope Laboratories. Los desplazamientos quimicos se muestran en ppm.

Los espectros de masas se realizaron por introduccion directa en un
espectrometro de masas marca Thermo, modelo DFS (doble sector) con entrada
para sonda directa y acoplado a Cromatografo de Gases marca Thermo, modelo
Trace GC Ultra (columna capilar DB5). Las técnicas de ionizacion fueron: impacto

electrénico y bombardeo con atomos rapidos, con deteccion de iones positivos

(FABM).

El analisis elemental se realiz6 en un analizador Perkin Elmer 2400 para CHNS,
usando cistina como compuesto de calibracion.

6.1. Sintesis de cianihidrinas.>®

o) N
1) NaHSOs4 7
2) NaCN j OH
a
(CHy), (CH2),
n=1,2,3

En un matraz de bola de tres bocas de 250 mL, se coloca 51 mmol de la cetona
ciclica correspondiente, enseguida se adiciona lentamente 100 mL de una

disolucion de bisulfito de sodio (NaHSO3) al 20%. Posteriormente se agrega 20

mL de una disolucién acuosa que contiene 102 mmol de cianuro de sodio (NaCN).
La mezcla de reaccidn se agita vigorosamente con un agitador mecanico a
temperatura ambiente, por un periodo de 16 a 20 horas. La reaccidon se monitorea

por cromatografia en capa fina, utilizando un sistema de elucion 95:5 CH,Cls-

MeOH, se utiliza yodo como revelador. El producto se extrae con AcOEt (3x80

mL), la fase organica se seca con Na,SO, anhidro y finalmente se evapora el

disolvente. El producto es purificado por destilacion a presion reducida en un

Kugelrohr.
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6.2. Fosforilacién de cianihidrinas.

N N
OH = O-P—OEt
2) POCI(OEt |
(CH)n ) (OE), (CH,), OEt
n=2,3

En un matraz de bola de 50 mL se pesa 20 mmol de la cianidrina correspondiente,
se coloca un refrigerante en posicién de reflujo y en la parte superior se pone un
septum. Se purga el sistema y se pone atmdésfera de nitrégeno. Luego se adiciona
30 mL de THF seco y enseguida 22 mmol de sodio metalico. La mezcla de
reaccién se calienta a reflujo y con agitacion constante hasta que aparezca
turbidez. Posteriormente se adiciona 21 mmol de dietil clorofosfato y la reaccion
permanece de 16 a 18 horas a reflujo. La reaccion se monitorea por cromatografia
en capa fina, utilizando un sistema de elucion 7:3 hexano-AcOEt, se utiliza yodo
como revelador. El producto se separa y se purifica mediante destilacion a presion

reducida en un Kugelrohr.

6.3. Sintesis de cianofosfatos en un paso.>

0 N
Q M 7 0
_p- eCN _ I
+ Eto-P~0Et + NaCN -~ O-P-OFt
(CHa)n cl (CHy), OEt
n=1,2,3

En un matraz de bola de tres bocas de 500 mL se coloca 102 mmol de NaCN,
posteriormente se agrega 250 mL de acetonitrilo, 51 mmol de dietil clorofosfato y
finalmente 51 mmol de la cetona ciclica correspondiente. La mezcla de reaccion
se agita vigorosamente con un agitador mecanico y a temperatura ambiente de 18
a 22 horas. La reaccion se monitorea por CCF, utilizando un sistema de elucion
7:3 hexano-AcOEt, se utiliza yodo como revelador. El compuesto es separado

filtrando la mezcla de reaccion sobre celita en un embudo de vidrio sinterizado y
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finalmente se evapora el disolvente. El producto es purificado por destilacién a

presion reducida en un Kugelrohr.

6.4. Reduccioén de cianofosfatos con DIBAL-H.

N

/

70 DIBAL-H N
O-P—OEt > No hay reaccién
CH,), OEt

(CH2)n
n=1,2

En un matraz de bola de 50 mL se pesa 4.5 mmol del cianofosfato
correspondiente, se tapa el matraz con un septum, se purga el sistema y se coloca
atmosfera de nitrogeno. Se adiciona 10 mL de tolueno seco con una jeringa y el
matraz se coloca en un bafo de hielo seco/acetona durante 20 minutos. Luego se
agrega con jeringa 4.5 mmol de DIBAL-H. La reaccion se deja en agitaciony a -78
°C durante una hora. La reaccion se sigue por CCF, utilizando un sistema de

elucion 8:2 CH,Cly-acetona, se utiliza yodo como revelador. Para el trabajo de

separar la reaccion, se emplearon diferentes metodologias con el fin de aislar el

producto.
a. Uso de celita

Se adicionan 1 g de celita, 3 mL de AcOEt, 1 mL de MeOH y 0.5 mL de agua.
La mezcla de reaccion se deja en agitacion y a temperatura ambiente durante
30 minutos. Se filtra el contenido del matraz sobre celita en un embudo de

vidrio sinterizado. Finalmente se evapora el disolvente del filtrado obtenido.
b. Adicién de metanol, tolueno y agua.®®

Se agrega una disoluciéon que contiene 7.7 mL de MeOH en 10 mL de
benceno, seguida de una disolucién que contiene 4.3 mL de agua en 10 mL de
MeOH. La mezcla de reaccidn se deja en agitacién durante 1 hora. Luego se
filtra el contenido del matraz en un embudo de vidrio sinterizado y se evapora

el disolvente del filtrado obtenido. El compuesto se redisuelve en 30 mL de éter
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etilico y se lava con HCI al 5% (2x30 mL). La fase organica se seca con
Na,SO, anhidro y se evapora el disolvente.

c. Adiciéon de HCI diluido.

Se adiciona 10 mL de una disolucion 1 M de HCI. La mezcla de reaccion se
deja en agitacién y a temperatura ambiente durante 30 minutos. Pasado este
tiempo, se filtra el contenido del matraz en un embudo de vidrio sinterizado con

celita, luego se separan las fases. La fase acuosa se lava con CH,Cl, (3x10

mL) y la fase organica se lava con HCI 1 M (3x10 mL). Se juntan las fases
organicas y luego se seca con Na,SO, anhidro. Finalmente se evapora el

disolvente.

6.5. Hidrélisis basica de cianofosfatos.®®

/N i (@]
(% (lP? OEt <on (}ﬁNH 3
_p_ > + P
| EtO” | "OEt
(CH,), OEt EtOH / H,O (CH,), OH

n=1,2

En un matraz de bola de 100 mL se colocan 4.5 mmol del cianofosfato
correspondiente, enseguida se adiciona 20 mL una disolucién etanol/agua
(proporcion 85:15) que contiene 178 mmol de KOH. La reaccion se calienta a
reflujo durante 20 horas. Se monitorea por cromatografia en capa fina, utilizando

un sistema de elucion 8:2 CH,Cl,-acetona, se utliza yodo como revelador.

Pasado el tiempo de reaccion se evapora el disolvente hasta sequedad, y el
compuesto obtenido se redisuelve en 40 mL de agua y se acidifica con HCI
concentrado hasta obtener un pH acido. Posteriormente se extrae el producto con

AcOEt (3x70 mL), la fase organica se seca con Na,SO, anhidro y finalmente se

evapora el disolvente. El compuesto se purifica por destilacion a presion reducida
en un Kugelrohr o por recristalizacion por par de disolventes utilizando un sistema

CH,Cl,-hexano.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

En la siguiente seccién se muestra el analisis de la ruta sintética propuesta, asi
como el estudio espectroscopico y espectrométrico de los productos obtenidos.
Debemos tener en cuenta que la sefial de 7.26 ppm en *H-RMN y la de 77.16 ppm
en 3C-RMN corresponden al CDCl3, mientras que la sefial en 2.5 ppm en *H-RMN

se atribuye al DMSO-d,.

Sintesis de cianihidrinas.

e) N

1) NaHSO, 7
2) NaCN j OH
(CHZ)n (CHZ)n
n=1,2,3

Tabla 3. Rendimientos y propiedades fisicas de los compuestos sintetizados

Estado P.e. Rendimiento
Nombre -
fisico (°C /5 torr) (%)
o o Liquido
1-hidroxiciclopentanocarbonitrilo . 81-84 56
incoloro
o o Liquido
1-hidroxiciclohexanocarbonitrilo . 92-95 49
incoloro
o o Liquido
1-hidroxicicloheptanocarbonitrilo . 124-127 62
incoloro

Este método consiste en la formacion de cianihidrinas, como primer paso de la
reaccion se hace reaccionar la cetona ciclica correspondiente con bisulfito de
sodio para asi generar in situ el producto de la adicion bisulfitica, posteriormente
se adiciona NaCN. Aunque es una metodologia sencilla, se obtienen rendimientos
moderados. ElI mayor inconveniente que presentan estos productos, es su

inestabilidad, ya que se descomponen facilmente a la cetona correspondiente.
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Las cianihidrinas sintetizadas se caracterizaron mediante RMN de 133C. A
continuacion se muestran las sefiales caracteristicas. En el anexo se muestran los
espectros realizados, los cuales incluyen las asignaciones contenidas en las

siguientes tablas.

Tabla 4. 1-hidroxiciclopentanocarbonitrilo

Estructura Sefiales
2 13C-RMN (75 MHz, CDCL) & (ppm)
QZOH 23.28, 41.01, 73.15, 122.61.

Tabla 5. 1-hidroxiciclohexanocarbonitrilo

Estructura Sefnales
N
7 13C-RMN (75 MHz, CDCL,) & (ppm)
OH
22.57, 2452, 37.86, 69.68, 122.11.

Tabla 6. 1-hidroxicicloheptanocarbonitrilo

Estructura Sefnales
N
74 13C-RMN (75 MHz, CDCI,) & (ppm)
OH
21.55, 30.49, 44.00, 72.42, 123.10.

Se puede observar que en las cianihidrinas sintetizadas tenemos el
desplazamiento caracteristico del carbono del nitrilo, el cual aparece en la region
de 120 ppm. Las sefales de carbono son menos que el niumero de atomos de
carbono presentes en cada molécula, esto se explica por la presencia de ndcleos

de carbono equivalentes.
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Fosforilacién de cianihidrinas.

N
7

2) POCI(OEt

N

1) Na W 0
O-P-OEt
)2 (CH,),, OEt

2)n

Tabla 7. Rendimientos y propiedades fisicas de los compuestos sintetizados.

Estado P.e. Rendimiento | Rendimiento
Nombre -
fisico (°C /5 torr) (%) global (%)
1-cianociclohexil dietil Liquido
_ 122-126 48 24
fosfato incoloro
1-cianocicloheptil dietil Liquido
_ 138-142 43 27
fosfato incoloro

Esta reaccidon consiste en desprotonar el —OH de la cianihidrina. Para lograr ésto

se utilizé como base sodio metalico. De esta forma se generd el alcoxido in situ,

gue luego se hizo reaccionar con clorofosfato de dietilo, para asi formar el

cianofosfato correspondiente. Se obtuvieron rendimientos moderados, pero el

rendimiento global es bajo y no se considera una buena metodologia para obtener

los compuestos de nuestro interés.

Sin embargo, buscando alternativas para obtener cianofosfatos con un buen

rendimiento, se encontré una metodologia creada por Shi® y colaboradores, en la

cual los obtienen en un sdélo paso con rendimientos altos.

decidi6 implementarla y de este modo analizar su viabilidad.

Sintesis de cianofosfatos en un paso.

0]

n=1,2,3

?
{S + Eto-F~OEt + NaCN
(CH)y cl

MeCN

Por tal motivo se

7 O

I
O—-P-OEt

|
(CH,), OEt
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Tabla 8. Rendimientos y propiedades fisicas de los compuestos sintetizados.

Estado P.e. Rendimiento
Nombre .
fisico (°C /5 torr) (%)
o _ Liquido
1-cianociclopentil dietil fosfato _ 110-115 80
incoloro
L L Liquido
1-cianociclohexil dietil fosfato _ 122-126 84
incoloro
L L Liquido
1-cianocicloheptil dietil fosfato _ 138-142 51
incoloro

Con esta técnica se lograron sintetizar cianofosfatos con mejor rendimiento, en
comparacion con la fosforilacion de cianihidrinas. Esto es de gran ventaja, ya que
obtenemos los compuestos de interés de manera directa y con una metodologia

gue implica menos tiempo de purificacion de los compuestos obtenidos.

En las tablas siguientes, se presentan los resultados del analisis espectroscopico
de los compuestos obtenidos. En el anexo se muestran los espectros realizados,

los cuales incluyen las asignaciones contenidas en este apartado.

Tabla 9. Analisis del 1-cianociclopentil dietil fosfato

Estructura Sefnales

IR (cm™): 2241.96 (CN), 1445.13 -
(CH,),-, 1271.50 (P=0), 1165.65 (P-O-
Et), 1021.68 y 1001.02 (P-O).
A 0 IH-RMN (400 MHz, CDCL) & (ppm)
QZO_Z;?H 1.38 (2t, J = 7.0 Hz, 6H), 1.89 (m, 4H),
2.22 (m, 2H), 2.46 (m, 2H), 4.19 (m, J
= 8.0 Hz, 4H).
B3C-RMN (101 MHz, CDCL) & (ppm)
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16.05, 22.60, 40.13, 64.50, 79.03,
119.15.

3IP.RMN (122 MHz, CDCL,) & (ppm) -
5.17.

EM (FAB"): 248

Tabla 10. Andlisis del 1-cianociclohexil dietil fosfato

Estructura

Sefnales

N

Y/ 9
O—IID—OE’[
OEt

IR (cm™): 2242.50 (CN), 1447.53 -
(CH,).-, 1270.70 (P=0), 1165.57 (P-O-

Et), 1025.13 y 997.14 (P-O).

IH-RMN (400 MHz, CDCL) & (ppm)
1.37 (2t, J = 7.0 Hz, 6H), 1.63 (m, 4H,),
1.84 (m, 2H), 1.96 (m, 2H), 2.28 (m,
2H), 4.19 (m, J = 8.0 Hz,4H).

B3C-RMN (101 MHz, CDCL) & (ppm)

16.10, 22.63, 24.22, 37.10, 64.48,
75.90, 118.65.

*IP-RMN (122 MHz, CDCl,) & (ppm) -
5.64.

EM (IE): 262
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Tabla 11. Analisis del 1-cianocicloheptil dietil fosfato

Estructura Sefales

IR (cm™): 2242.00 (CN), 1446.24 -
(CH,),-, 1272.68 (P=0), 1165.61 (P-O-
Et), 1011.48 y 979.77 (P-O).

IH-RMN (400 MHz, CDCL) & (ppm)

1.30 (2t, J = 7.0 Hz, 6H), 1.56 (m, 6H),

N 1.69 (m, 2H), 2,18 (m, 2H), 2.29 (m,
/0
o—'F}—OEt 2H), 4.11 (m, J = 8.0 Hz, 4H).

OEt 13C-RMN (101 MHz, CDCI,) & (ppm)

16.07, 21.36, 27.60, 40.23, 64.42,
78.73, 119.50.
SIP.RMN (122 MHz, CDCL,) & (ppm) -

5.86.

EM (FAB'): 276

Se puede observar en los espectros de 1H-RMN de los cianofosfatos sintetizados
gue se tiene el numero de protones totales presentes en cada molécula, asi como
la sefal triple y el cuarteto que son caracteristicos de los etilos unidos a los
atomos de oxigeno presentes en el fosfato. También es notorio el desplazamiento
caracteristico del carbono del nitrilo, el cual aparece en la regién de 120 ppm.
Ademas tenemos bandas caracteristicas en los espectros de infrarrojo, como lo
son: la sefial correspondiente al —CN, al grupo fosforilo (P=0) y a el enlace P-O-Et.
Finalmente, las masas moleculares de los cianofosfatos corresponden a las

esperadas.
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Reduccién de cianofosfatos con DIBAL-H.

N

/

79 DIBAL-H N
O-P—OEt > No hay reaccién
CH,), OEt

(CH2)n
n=1,2

Se busco realizar la reducciéon del nitrilo en los cianofosfatos con DIBAL-H, sin
embargo la reaccién no se llevd a cabo. En la siguiente tabla se muestran las

condiciones experimentales que se utilizaron.

Tabla 12. Condiciones de reaccion para la reduccion con DIBAL-H

Presentacion Equivalentes de _ Tiempo
STy DIBAL.H Disolvente Temperatura (horas)
1M 1 Tolueno -78 °C 1
1M 1 Tolueno -78 °C 1.5
1M 2 CH,Cl, -78 °C 2
15M 1 Tolueno 0°C 1
15M 2 Tolueno -78 °C 12
15M 4 Tolueno 78 °C 2
98 % 1 Tolueno -78 °C 1
98 % 1 Tolueno -78 °C 2
98 % 1 Tolueno 78 °C 12
98 % 1 CH,Cly -78 °C 2

La nula reactividad de los cianofosfatos a la reaccion de reduccién, la podemos
atribuir tomando como premisa la estructura y coordinacion presente en los
fosfatos, los cuales son compuestos tetracoordinados. Sin embargo, el a&tomo de
fosforo es capaz de aceptar un atomo mas, para asi alcanzar la

pentacoordinacion. Por esta razon el hidruro, no es capaz de atacar
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nucleofilicamente al carbono del nitrilo, ataca probablemente al fosforo y con esto

no procede la reaccion.

Eto\ \‘\\\O Et H-

7,

P
o0” YOR

-_— > -O

OEt
_FI,Q\OEt
/ TOR

Esquema 12. Propuesta de adicion del hidruro al &tomo de fésforo

Hidrolisis basica de cianofosfatos.

(CHZ)n
n=1,2

/N
/ 9 KOH
O—Fl’—OEt >
OEt EtOH / H,O (CH,

NH + g0

OEt

Debido a que no se lograron obtener los analogos del PEP planteados mediante la

reduccion del grupo nitrilo en los cianofosfatos, se decididé probar la hidrélisis

basica de estos compuestos, esperando obtener asi los analogos planteados. Sin

embargo, después de caracterizar y analizar los compuestos obtenidos se lleg6 a

la conclusion que bajo estas condiciones de reaccién se generaban a-lactamas.

En la siguiente tabla se muestran las propiedades fisicas y rendimientos de los

compuestos obtenidos

Tabla 13. Rendimientos y propiedades fisicas de los compuestos sintetizados

Estado P.f. Rendimiento
Nombre .
fisico (°C) (%)
1-azaspiro[2.4]heptan-2-ona Solido blanco 104-106 48
1-azaspiro[2.5]octan-2-ona Solido blanco 126-128 51
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En las tablas 14, 15 y 16 se muestran los datos espectroscopicos Yy

espectrométricos de los productos obtenidos.

Tabla 14. 1-azaspiro[2.4]heptan-2-ona

Estructura Sefales
IR (cm™): 3287.61 y 3175.13 (NH),
1699.61 (C=0)
'H-RMN (400 MHz, CDCl) & (ppm)
o 1.88 (6H), 2.16 (2H), 6.58 (1H).

A

BC-RMN (101 MHz, CDCI) & (ppm)
25.11, 40.01, 81.95, 182.68.

EM (FAB'): 112

AE: Teo. C, 55.80; H, 8.58: N, 10.84
Exp. C, 56.10; H, 8.13; N, 11.18

Tabla 15. Hidrogeno fosfato de dietilo

Estructura Sefnales
'H-RMN (400 MHz, CDCl,)) & (ppm)
o 1.34 (2t, J = 7.0 Hz, 6H), 4.10 (m, J =

1]
EtO” IID\OEt
OH

8.0 Hz, 4H), 7.93 (1H).

BC-RMN (101 MHz, CDCl) & (ppm)
16.19, 64.01.

Tabla 16. 1-azaspiro[2.5]octan-2-ona

Estructura

Sefales

0

NH

IR (cm™): 3379.37 y 3193.07 (NH),
1670.84 (C=0)

'H-RMN (400 MHz, CDCl,) & (ppm)
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1.21 (2H), 1.50 (2H), 1.68 (4H), 1.94
(2H), 3.51 (1H).

BC-RMN (101 MHz, CDCI) & (ppm)
23.32, 25.29, 38.34, 83.19, 183.10.

EM (FAB"): 125

Es evidente que se obtuvieron a-lactamas, ya que se observa la presencia en IR
de la frecuencia de estiramiento caracteristica del grupo carbonilo y la vibracion
caracteristica del enlace NH, asi como la sefial en **C-RMN para el carbono
carbonilico y en el espectro de masas se localiza la perdida de mondéxido de
carbono M*-28. Ademas la conectividad de los atomos en las a-lactamas se
corrobord con experimentos de RMN en 2D, para lo cual se utilizaron las técnicas
de COSY, HSQC y HMBC.

Aungue no tenemos evidencia experimental del mecanismo que se lleva a cabo en

la reaccidn, creemos que ocurre de la siguiente manera.

1OH-
N N
72 OH H,0
OP(O)(OE), ~ OP(O)(OEt),
HN H,N
OH L (=0 L
OP(O)(OEt), OP(O)(OEt),

O @)

OH"
(= 2e O

Esquema 13. Propuesta de mecanismo en la hidrdlisis de cianofosfatos
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8. CONCLUSIONES

- Se lograron obtener los cianofosfatos planteados con buenos rendimientos,
empleando una reaccién en un solo paso, con lo cual se evitan largos procesos de

purificacion.
- La reduccion de los cianofosfatos con DIBAL-H no procede.

- El tratamiento basico acuoso de los cianofosfatos conduce a a-lactamas, lo cual

representa un método novedoso para la obtencion de este tipo de compuestos.

9. PERSPECTIVAS

Optimizar la hidrélisis de cianofosfatos para obtener a-lactamas con mejores
rendimientos. Asimismo, utilizar este tipo de compuestos como intermediarios en
sintesis organica, como por ejemplo, para la obtencion de derivados de a-

aminoacidos.
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Espectro 3C-RMN. 1-hidroxiciclohexanocarbonitrilo
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Espectro *C-RMN. 1-hidroxicicloheptanocarbonitrilo
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Espectro *H-RMN. 1-cianociclopentil dietil fosfato
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Espectro 3P-RMN. 1-cianociclopentil dietil fosfato
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Espectro IR. 1-cianociclopentil dietil fosfato

124196 |
85 ] | |
50 | 1§020] | | | |
| \ T | | | || \ |
75 n ’m.n thoe. '||| ‘ ||I
70 ] 89215 1445.13 I ||'I || | +j]1
[ | Ia al [

L
65 5 1165 65 804 40 |
Mi2n 1000 4% |

55 | |

50|
%T | |

45

40_|

208418 | |

' / |
74 IOI | IJ\J
10— O-P-OEt N
: OEt >

I e i I
-

T
40,0 3600 3200 2800 2400 2000 1500 1600 10 1200 1000 B0

LS




8§

Espectro EM. 1-cianociclopentil dietil fosfato
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Espectro H-RMN. 1-cianociclohexil dietil fosfato
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Espectro *C-RMN. 1-cianociclohexil dietil fosfato
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Espectro 3P-RMN. 1-cianociclohexil dietil fosfato
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Espectro IR. 1-cianociclohexil dietil fosfato
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Espectro EM. 1-cianociclohexil dietil fosfato
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Espectro H-RMN. 1-cianocicloheptil dietil fosfato

1H 400 MHz
CDCI3

N
/i (|)|
O—Fl’—OEt
OEt

—4.11

—2.29
—2.18

—1.69
—1.56

- —1.30

= g ® s 38
3 -100 NN 3 3 ~100
[ [
l - 50 - 50
|
_0 —0
— 71 T T T T T T T T T T T |
425 420 4.15 4.10 4.05 4.00 2.0 1.5
f1 (ppm) f1 (ppm)
i - 100
- 50
!
-0 |
T T T T T
1.35 1.30 1.25
f1 (ppm)
iy &d T3
@ — M ™M <
™ o N o O (o)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

100

~90

80

70

~60

50

40

30

20

10

9




Espectro *C-RMN. 1-cianocicloheptil dietil fosfato
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Espectro 3P-RMN. 1-cianocicloheptil dietil fosfato
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Espectro IR. 1-cianocicloheptil dietil fosfato
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Espectro EM. 1-cianocicloheptil dietil fosfato
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Espectro H-RMN. 1-azaspiro[2.4]heptan-2-ona
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Espectro 3C-RMN. 1-azaspiro[2.4]heptan-2-ona
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Espectro IR. 1-azaspiro[2.4]heptan-2-ona
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Espectro EM. 1-azaspiro[2.4]heptan-2-ona
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Espectro *H-RMN. Hidrogen fosfato de dietilo
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Espectro H-RMN. 1-azaspiro[2.5]octan-2-ona
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Espectro 3C-RMN. 1-azaspiro[2.5]octan-2-ona
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Espectro IR. 1-azaspiro[2.5]octan-2-ona
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Espectro EM. 1l-azaspiro[2.5]octan-2-0na
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