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INTRODUCCION

La sintesis de péptidesy protefnas es una de las funciones primordiales de la célula viva, v,
{a serie de intrincadas reacciones gue Is c8lula tiene que levar a cabo para lograr su propésito, son -
alin poco sonocidas; menos aln, pero no por ese menos interesantes, |o son las relacionadas con la -
pstructura y funcién de péptidos biologicamente activos.

¢Comao funciona una hormona v como podemos regular o modificar su accidn? Por qué -
las enzimas actian como potentes agentes cataliticos espectficos? Cudl eslarazan dela intensaac -
tividad de las toxinas bactsrianas; por ejemplo, las endotoxinas? £ Cudl es el papel de los péptidos -
v proteinas en el control de la funcion genética? )

Estas v muchas mds preguntas podran ser mejor comprendidas cuando podamos identificar
y sintetizar, primerc los productos activos, y posteriorments, compuestos anélogoes de los mismos. -
Por ejemplo, se podria sintetizar un anélogo de la Insulina que mostrara una actividad més prolonga-
da y con menos efectos colaterales para el tratamiento de la diabetes.

Muchao antes de gue la biosintesis de proteinas fuera relativamente comprendida, a princi -
pios de siglo, los quimicos Fisher y Forneau (1) lograron en 1901 la sintesis del péptido glicil-glicina
v desde entonces, se ha visto un esfuerzo constante por desarrollar nueves y mejores métodos de sin
tesis.

De los avances mds notables gue fueron logrados en la década de 1950, tenemos la sirtesis-
del nonapéptido oxitocing, efectuada por Du Vigneaud et al, {(2).

Desde entonces, el interés por la sintesis de péptidos fue incrementando y muchos cientffi-
€0s se pusieron a tratar de encontrar solucionss a la multitud de problemas que esto representa,

Se logré entonces la sintesis de la hormona adrenocortico trépica, conteniendo 39 residuos
de aminodcides,

A principios de 1963 y como resultade del trabajo en equipo de varios investigadores, tres-
grupos de cientificos: el primero en Estados Unidos, ef sequndo en Alemania v el tercero en China, -
tuvieron éxito en sintetizar una protefna comparativamente simple, la insuling, que es una harmona
pancredtica constituida por dos cadenas de aminodcidos con 21y 30 residuos respectivamente,

Estos fueron por supuesto logros de gran trascendencia, ya que representan enormes canti-
dades de tiempo, energia, esfuerzo y materiales, ademds de una astuta planeacion para la resolucion-
del problema.



Desde la sintesis convencional de péptidos por métodos cldsicos, hasta que en 1965 se logrd
fa s{ntesis de la insulina se ha trabajado con un nuevo enfogue del problema gue eventualmente ha-
sido Hlevado hasta la sintesis automdatica de polipéptidos, suefio largamente acariciado por varios- -
cientificos, que ahora es un hecho.

Se trata del proceso desarrollado por Merrifisld (3,4}, quien ided el proceso por fase sBlida.
La idea bdsica partia de la posibilidad de anclar un amincécido a un soporte s8fido vy de una manera
progresiva, paso a paso, afadirle fos residuos hasta lograr el péptido deseado, que entonces serfa se -
parado del material de soporte, aislade v purificado. De esta manera todos los reactivos usados, sub-
productos y contaminantas, serian faciimente removidos por javados v simple filtracidn, reduciendo
considerablemente el tiempo necesario empleado para la sintesis, dando rendimientos més altosy -
productos mas puros.

La primera parie de este trabsjo presenta la teoria del Método de Merrifiald v como segun-
da parte la descripcidn detallada de la sintesis de un dipépiido. Ei trabajo experimental del autor— -
consistio en Hevar a eabo la sintesis por fase solida del dipéptido glici—L—fenilalanina,

Estd dirigido a los estudiantes de las Ciencias Biomédicas interesados en el probiema de la-
sintesis de péptidos, ya sea por su importancia intrinseca, o probablemente, como un paso interme-
dio para logros de mayor trascendsncia.

La sintesis del dipéptido se resefia con el mayor detalle posible, dando especial atencién a -
las dificultades téenicas encontradas v las soluciongs que se dieron para ailanar estos problemas.
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DESCRIPCION DEL METODO DE MERRIFIELD

El método consiste en una sintesis en fase solida, es decir, el aminodcido: se mantiene uni -
do a una rasina inscluble; después de la adicion de cada aminodcida: a la cadena peptfdica, el com -
plejo péptido-resina debe ser purificado de la contaminacidn causada por el exceso de reactivosy —
productos secundarios de la reaccién por simple filtracién,

Al terminar de afiadir e Gitimo aminodcider, se separa el péptido de 13 resina bajo condicio
nes de hidrélisis lo suficientemente suaves para que no afecten al enlace peptidico y razonablemen -
teespecificas para evitar reacciones laterales indeseables.

El péptido, en solucibn, es separado de la resina insoluble por filtracidn y de ser necesario-
cristalizado o purificads pnr los métodos clésicos de cromatografia o contracorriente.

EL SOPORTE SOLIDO.

Para la sintesis por fase sdlida se requiere de un soporte que tenga las siguientes caracter(s -

ticas:

A} Ser completamente insoluble en todos los solventes usados,

B) Tener una configuracitn fisica y quimica estable,

€ Proveer de una superficie amplia de reaccitn,

D) Poderse substituir facilmente con un grupa reactivo, al cual |s cadena peptidica pusdaan -
clarse por medic de un enlace covalante,

E) Proveer de un enlace de f4cil formacidn pero estable a través de la reaccidn de sintesis.

F) Estructira que permita un lavado sencille y filtracidn répida.

Después de un largo proceso de pruebas fueron investigados muchos polimeros y modos de
acoplamiento, entre eflos: celulosa, alcohol polivinilico, polimetacrilato v poiiestirene sulfonado.

El polimero que di6 mejores resultados y cubri6 todos los requisitos, fue ef’copolimero clo
rometilado de estirenc y divinilbenzeno. Esta resina ademds tiene la propiedad de hincharse en sol -
ventes no polares, dada la estructura semejante a un gel porose que permite la rdpida penatracion de
los reactivos, debido a una permeabilidad aumentada, Bajo ciertas condiciones, virtualmente todos y
cada uno de los anillos arométicos pueden ser substitufdes,



Esto significa que si las condiciones lo requieren puede prepararse una resina en donde las -
reacciones no s6lo ocurran en la superficie de la misma, sino también en e interior de la red de po -
liestireno {matriz}, teniendo la ventaja de que puedan acomodarse un mayor nlmero de molesde - -
péptidos por unidad de peso del polimero.

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA RESINA (5}
Poliestireno.

El estireno polimeriza bajo una gran variedad de condiciones para dar poliestireno, que ~ -
es un polimero de alto peso melecular, soluble en soiventes aromdtices,clorinados v de los llama —
dos polfmeras por agregacidn, '

El mondmero estireno puede ser polimerizado solo, {polimerizacién masiva) en solucién o-

como una emulsién o suspensién en agua. En todes los casos, la velocidad de palimerizacion aumenta
muy rdpidamente con un aumento en la femperatura, o bien por el uso de catalizadores,

POLIMERIZACION DEL ESTIREND

CHCH) —————> ~C H~CH)~CH~CH)~CH-CHy~CA-
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ESTIRENG POLIESTIREND

Para la preparacidn de resinas, gensralmente se emplea un capolimero de estireno y DVB -
fue, al polimerizar, io hace en forma de una red tridimensional, enlazada a intervalos por unidades -
de DVB que guedan incorporadas entre 2 cadenas lineales dei poliestireno.
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El copolimero asi obtenido no se fundird v serd insoluble en todos los solventes, aunque -
se hincharé en solventes organicos como benzeno o tolueno, pero no en agua o soluciones acuosas, -
Cada partfcula de esta resina podria considerarse como una “‘molécula gigante”, en donds las cade -
nas esiabonadas dei pol{mero se extenderian en cada particula en todas direcciones.

La preparacitn del poliestireno, invariablemente se hace por suspensidn - polimerizacién; -
la mezcla de monBmeros se dispersa como pequefias gotas en una solucién acuosa v el copolimero -
es entonces obtenido en forma de pequefios globules de Tmm., o menos de didmetro.

Estos gidbulos son muy estables y faciles de manejar, svitdndose también el desperdicio pro
veniente de la desintegracidn, come |a de las resinas preparadas en forma rmasiva, ya que se puede - -
ohtener un tamafio de partfcula predeterminado segln el grado de agitacidn durante la preparacién,
Para prevenir el agregado de particulas durante su preparacidn, es conveniente ef uso de algn agen -
te emulsionants que actle como estabilizador de la syspensitn, tal como: alcohol polivinflico, ben -
tonita, aimiddn o derivados celuldsicos.

La proporcién de divinitbenzeno puede ser variada sobre un amplio rango.

El grado al cual el poliestireno se hinchard en el solvente ergénim, dependerd def grado de-
enlaces transversales. Copolimeros que contengan una afta pmperc n de divinilbenzenc absorbarén
de 0.25a 0.50 gr. de toluenc por gramo de resina. Si la proporcién de divinilbenzeno es dismi nmda
el peso del tolueno absorbido aumenta répidaments.
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Estos copolimerss de estireno v divinilbenzeno pueden obtenerse comercialmente con va-
rios grados de enlaces transversales v diferentes tamafios de globuios. El usado generalments para -
sfntesis por fase s6lida, es de globulos de 200—400 malles.

Respecto a la proporcién de divinilbenzeno mds adecuada, se ha encontrado que s propor-
cibn O/o da gl6bulos frégiles susceptibles. de ser destrufdos por la agitacion mecdnica necesaria -
para la sintesis, dificultando la operacién de filtrado; por otro lado, una proporeién mayor de Ba 16
O/ de divinilbenzeno result6 en una resina en donde los glGbulos eran muy rigidos y compaetos, —
gvitando la fécll penetracién de los reactivos y provocando una baja en la velocidad de reaccién cau-
sando que las reacciones fueran incompletas,

Los mejores resultados que se obtuvieron fueron con una proporcion de 26/o de DV B, que
una vez lavado con 1M NaOH, 1M HCI, agua, DMF, y MeOH, secado al vacio a 1009C, did par resul
tado una resina de aspecto cremoso o blanquecing con el tam afio de glabulos que varid entre 20y -
80 micras de didmetro, que es la resina generalmente usada para la sintesis por fase solida.



ACOPLAMIENTO DE LA CADENA PEPTIDICA AL SOPGRTE SOLIDO:
ESTERIFICACION

Para lograr un acoplamiento adecuado a la resina clorometilada, se requieren nuevamente -
ciertas particularidades:

A} El enlace debe permanacer estable durante todas las reacciones del process, por lo cual-
debe ser un enlace de tipo covalente en lugar de una de tipo idnico,

B) Reconocer que el proceso es diferente y distinta al proceso de cromatografia por inter -
vambio i6nico. el s

€} En principio, el aminodcido puede ser acoplado ya sea por sl grupo carboxilo o amino, v
gl péptido formado desde el grupo C — Terminal o N — terminal,

En la préetica, sin embargo, se encadena el grupo cerboxilico del aminodcido C — terminal-
al pol{mero con ef objeto de minimizar el peligro de racemizaci6n.

D) Los enlaces més adecuados pueden ser, por consiguiente, enlaces a través da ésteres, ami-
das v tal vez hidrazidas; pueden ser empleados por su estabilidad, pero deben ser capaces de permitir
posieriorments un desacoplamiento de la resina al terminarse la sintesis bajo condicionas de hidréli-
sis selectiva que no rompa Ios anlaces peptidicos o algunos otros sitios sensibles de la cadena peptidi
3.

REACCION DE ESTERIFICACION -

e R : /
(CH3)3C—0—C—NH—CI1—‘CDO” (CHACH IgN*H % cicH, O @

g Mo ~,
(CH3)3C~O-6—NH-CH~C0‘:H2JC;‘[;"‘@ + (CH3CH2)3 N*YH Ci

\
N

%

De los diferentes modos de enlace, el que mostré ser més Gtil para la sintesis por fase séli—
da fue el derivado del éster benzilico, ya que es estable durante las reacciones de desproteccidn v aco
plamiento de aminodcidos, y porque el péptido final puede ser fécilmente removido selectivamente-
de la rosina por hidrblisis del éster con HBr o un medio ligeramente alcalino.
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SELECCION DEL PROTECTOR DEL GRUPQ AMING

Es de primera importancia la seleccién del protector del grupo aming terminal, Para ello sere
quiere:

A) Que sea estable

B) Fécil de preparar

C} Que minimize la recemizacion durante el proesso de sintesis y

D} Que pueda ser removido bajo condiciones tales que no afecten el enlace péptidico o el en
lace a la rasina, ’

Antes de llevar a cabo el acoplamiento de cada residuo de aminodcido, es necesario determi-
nar previamente cual es la configuracién del péptido a sintetizar, Los aminodcidas son compuestos —
que poseen varios grupos reactivos: bésicamente un grupo amino {-NH»), y una carboxilo (-COOH). - -
En muchas ocasiones se encuentran otros localizados en cadenas laterales.

De una manera general, todos menos uno, de los grupos reactivos deben ser bloqueados, esto
es, inactivados quimicamente protegiéndolos de reacciones no deseadas. Al misme tiempo que los gry
pos reactivos que no se desea que intervengan en la reaccidn son blogueados selectivaments, es posi -
ble activar el grupo escogido para reaccionar, incrementando su nivel energético, de tal manera que —
pueda reaccionar con el grupo reactivo activade de otro aminoécido para formar el enlace peptidico.

Originalmente ss uso el grupo Cbz como blogqueacdor del grupo alfa-amino por el bien cong
cido método de Bergmann (B}, ya que cumple con {os tres primeros requisitos satisfactoriamente, — -
aungue con el dltimo solo bajo condiciones especiales. En la sfntesis normal de péptidos el Cbz esam
pliamente usado, sin embargo, en el presente caso no es el mejor grupo de eleccién, ya que la hidréli -
sis de los grupos Cbz puede en general ser lograda por hidrogenacin catalitica o por el uso de HBr an
hidro; sin embargo, 1a hidrogenacién no es posible, ya que requiere un catalizador que es sdlido v és -
1e no s efectivo, puss ef sustrato también es s6lido, ademds se observd que las condiciones ideales pa
ra el desacoplamiento del grupo protector atacaban al éster benzilico con el que estaba unida ef amino
acido a Ja resina.

Se hicieron pruebas con ef objeto de mejorar el método v se estudiaron los derivados naftalé
nicos de formilg, tritilo, y 2 hidroxi - 1 naftaleno, que no resultaron convenientes para las condicio -
nes particulares empleadas.

Se logrd un gran avance con el uso del grupe{t-BOC) como protector, Este grupo cumple con-
todos los requisitos necesarios, es fdciimente hidrolizable bajo condiciones mds suaves, con HC1 IN -
en HOAc, el t-BOC puede ser removido cuantitativamente en ungs cuantos minutos sin afectar sensi -
blemente al enlace éster benzflico de la resina. Y es posible entances liberar al péptido completo de -
la resina por madio de HBr en TFA en condiciones dcides que eliminan el peligro de la racemizacién,
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FORMACION DEL ENLACE PEPTIDICO

Lo requerimientos que se imponen por el método de fase sblida tienden a ser mds rigurg -
sos gue los de los métodos convancionales.

Es nacesario y esencial que este paso de le reaccién sea torzado hacia una reaccidn cuantifa
tiva completa en cada paso, ya que de no ser asf exists el peligro durante la formaeidn de la cadena,-
de que se formen cadsnas incompletas, a las que les faltaria uno o mds de los aminoacidos del pépti
do, los cuales se acumularfan contaminando el producto final y serfan dificiles de separar,

Como activador para fa formaciSn del enlace peptidico, s usb con buen éxite la DCCI, —
con 1o que se lograron rendimientos cercanos al 100%/c.

FORMACION DEL ENLACE PEPTIDICO MEDIANTE DICICLOHEXILCARBODIIMIDA {DCCH

g B B 0
(CHgIgC~0-E—NH-CH-COOH  +  CgHyN-CNCgHyy  +  HyN~CH—C-0-CHy

pect
Q R0 RO V2NN i
{CHg)p C—0-C—NH-LH-C-NH-CH-E0CH, ~ =R+ CoHyNHONHCEH),
DIPEPTIDO MCICLOHEXILUREA

El intermediario activo formado entre la DCCl y el 1-BOC aminodcido es extremadaments -
reactivo y se acopla muy répidamente con el grupo amino libre al final de Ia cadena peptidica. El ex-
ceso de reactivos es facilmente removido por filtracion después de cada acoplamiento.

Estudios referertes a la velocidad de reaccidn indican que dsta es completa en 30 min. a pe-
sar de ser un sistema heterogéneo los altos rendimiantos se deben a tos solventes que producen el - -
hinchamiento de la resina {casi al doble de su tamafio original), y que al mismo tiempo tienen una---
constante dieléctrica alta,

Solventes tales como DMF o cloruro de metileno, son efectivos, mientras que benzeno, dio-
xann, etanol y agua no jo son.

Dado que el uso de DMF favorece la formacién de acil urea se prefirid el uso del cloruro de
metileno, que en proporeion de 2:1 asegura una completa actlacion del grupo N-terminal del amino-
dcido.
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En este solvente v & temperatura ambiente, con un exceso de 50%o del +BOC aminoécido,
la reaccidn es cuantitativa y completa en pocos minutes, El subproducto, diciclohexilurea, aungue -
ralativamente inseluble en la mayoria de los solventes, es fécil y rapidamente removido del cample -
io péptido-resina por lavados con EtOH y HOAc, Cualquier cantidad del contaminante amino acil —-
urea es también removido al mismo tiempo por filtracién.

LIBERACION DEL PEPTIDO DE LA RESINA,

El dltimo paso consiste en hidrolizar el enlace del éster benzflico que ha mantenido al pép-
tido unido a Is resina durante todo el proceso de la sfntesis. Como se indic anteriorments, este tipo
de unidn fue escogido por ser estable durante la sintesis y puede ser removido selectivamente en el -
tiempo preciso sin alterar la cadena peptidica.

La resina se suspende en TFA v se burbujea HBr anhidro, dentro del frasco de reaccién para
producir e} desacoplamiento. Estos reactivos también liberan al mismao tiempo los grupos protectores
laterales de ia cadena.

El péptido -por primera vez an soluciones- es separado por filtracidn v purificado, de ser —
necesario, por los métodos usuales de cromatografia o contrarriente. Puede entonces ser analizado v,
cuando es posible, ensayado bioldgicamente para demostrar su potencia,



- B) APLICACIONES ESPECIFICAS Y SINTESIS AUTOMATICA,



APLICACIONES ESPECIFICAS.

El proceso que se acaba de describir parecerd que presenta algunas similitudes con el meca-
nismo de sintesis de protefnas en la célula viva. Ambos procesos dependen de un soporte en forma -
de particulas, en el caso de la célula, el ribosoma; ambos implican la activacién del aminodcido; en -
la célula, el aminodcido es activado por la molécula rica en energfa ATP (Adenasin trifosfato); y am-
bos procesos se llevan a cabo por medio de pasos consecutivos hasta formar el producto deseado.

La analogfa no debe ser tomada en forma rigorista, ya que la sintesis natural es mucho més-
rdpida, elegante y eficiente que la lograda en el laboratorio, y no se puede todavia competir con el -
complejo proceso de la célula en este punto.

De hecho, esta sintesis por fase solida no se pianed originalmente copiando el patrén segui-
do por la célula, sino que fue posteriormente cuando |as similitudes se hicieron evidentes.

En un principio, todo el proceso se ided con el propdsito de lograr la sintesis automdtica de
péptidos ecomo una de las aplicaciones especificas, que actualmente es un hecho.

SINTESIS AUTOMATICA.

En (ltima instancia, la idea original de Merrifield (7, 8 }, fue lograr un sistema de sintesis -
simplificada que pudiera ser automatizada. La decisién original de sintetizar la cadena peptidica uni-
da a un soporte insoluble, fue basada en la idea de que este tipo de truco podria darnos una mejor -
oportunidad de lograr el objetivo. Uno de los factores mds importantes, es que toda la sintesis y los-
pasos intermediarios de purificacidn se llevan a cabo en el mismo frasco.

Se construy6 un aparato que puede efectuar estas operaciones en forma automatica por me
dio de un ciclo programado en donde los reactivos y solventes son introducidos conforme a una pre-
via secuencia establecida para |a adicidn de cada amincdcido. Al final de cada ciclo, el aparato se au-
to-ajusta y empieza el nuevo ciclo automdticamente, gue consiste en exactamente la misma serie de-
pasos, s6lo que se adiciona un nuevo aminodcido.

Hoy en dfa, es posible adquirir comercialmente un sintetizador automéatico de péptidas, —
gue basado en el método de Merrifield para la sintesis por fase solida, y constituido por un sisterna -
modular consistente de unidades de control, reactivo Y Teactor, automéaticamente dicta la secuencia ,
voltimenes y tiempos de mezclado para reactivos y solventes segin el programa previamente deter -
minado por el operador. El aparato trabaja 24 horas por dfa. Resultado: la sintesis de péptidoses -
acelerada y el personal liberado para efectuar otras funciones. Con este aparato, las técnicas, secuen-
cias y ventajas del método de fase sdlida son retenidas, mientras que el tedioso procedimiento ma —-
nual es virtualmente eliminado.
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Se lograron sintetizar varjos di, tri y tetrapéptidos indreduciéndose mejoras experimentales
al método, hasta que finalmente se logrd la sintesis de péptidos bioidgicamente activos como labradi
kinina, angiotensina e insulina.

Como ilustracién ejemplificada del método, se describird brevemente el proceso de sintesis -
por fase s6lida de algunos péptidos de impertancia bioldgica:

BRADIKININA

Este importante nonapéptido tue primeramente reconocido en plasma tratado con venano -
de serpiente o tripsina. Su funcidn fisinldgica normal no ha sido totalmente esclarecida, se sabe que es
un agente hipotensivo potente, aumenta la permeabilidad capilar, causa constricsion bronquial, dolor,
inflamacian y hace que los misculos lisos se contraigan.

La sintesis de la bradikinina, v especislmente de andlogos adecuados, es importante para la -
comprension futura de su mecanismo de aceidn,

Ef péptido contiene los aminodcidos polifuncionates, argininay serina, ademds del imingécido
prolina. Su actividad bioldgica podria usarse para determinar la pureza del producto obtenido,

PROCESO EJEMPLIFICADO DE LASINTESIS:  {SEGUN MERRIFIELD 8, 10).

El copotfmero de estireno 29/6 divinilbenzeno es clorometilade y luego esteriticado con la-
sal trietilamdnica del t+-BOC-nitra- L-arginina, el grupo protector removide con HCI 1N en dcido acé
tico, el clorhidrato resultante neutralizado por un tratamiento de TEA en exceso.

La base libre es entonces acoplada con t-B0C L-Phe, con la ayuda de DCCI. Estos dltimos -
tres pasos constituyen un ciclo de la sintesis, es decir, el aumento de la cadena por un residuo de — -
aminodcido. Los residuos restantes fueron acopladas de una manera similar, repitiends el ciclo siete-
veces més con el derivado del aminoacido adecuado hasta la obtencidn del nenapéptido:
t-BOC nitro-L-Arginil-L-—Profil-L~Prolilglicil-L—Fenilalanii—orto—Benzil— L—Seril—L—Pralil—-L.—
Fenilalanii-nitroL ~Arginil—Copoliestireno divinilbenzeno.

El péptido protegido es removido de la resina por medio de tratamiento con HBr TFA, estos
reactivos también liberan ef +-BOC, N-terminal v el enlace éter del residuo orto-benzil serina. Los gry
pos nitro son removidos por hidrogenolisis usando negro de paladio como catalizador, dando asf el -
péptide fibre.

El rendimiente v la homogeneidad del producto, tanto como su actividad biolGgics, fueron-
extremadamente buenos comparados con el péptids natural. K
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SINTESIS DE ANGIOTENSINA i

La sfntesis de este importante octapéptido hipertensivo, fue de interés porque se sabfa de -
antemana, que una vez jograda ésta, el nuevo método proveerfa una ruta rdpida v simplificada hacia
fa sintesis de varios andlogos de la hormona, tal y'come se ha logrado en el caso de la bradikinina. -
Ademds, la sintesis de la angiotensina, nos provee de otras pruebas para la eficacia del método, dado
que contiene cinco aminodcidos nuevos que no habfan sido introducidos aGn por éste método, va -
que para gue sf mismo tenga un valor eficaz, debe éste de poder tratar con todos los amincacidos.

El enfoque general se lievd a cabo exactamente como en el caso de la bradikinina. Todos -
los aminodcidos se usaron como derivados del N(a!fa)-t-BOC, con los Siguientes grupos protectoies - -
adicionales para los aminodcidos trifuncionales: tirosina-o-benzil éter, imidazol-benzil histidina, ni -
froargining, y beta-benzil aspartato.

Todos fueron acoplados por el procedimiento de la DCCL, El octapéptido protegido fue de-
sacoplado de la resina con HBr, con la pérdida simultinea de los éter v éster benz{licos.

Los residuos de benzil histiding y nitroarginina, fueron finalmente desprotegidos por hidro-
genolisis con paladio-BaSO4 como catalizador.

Se obtuvo un rendimiento general de 56b/0 de 5-isoleucina-angiatensina I como un pépti-
do homogéneo.

El producto mostrd actividad bioldgica total en el ensayo con Otero en la rata.

SINTESIS DE INSULINA

L.a molécula mds pequefia que podemas considerar como una verdadera protefna es la insu-
lina, la cual se escogid para la sintesis por fase sélida, no sélo por su tamafio, sino también por atras
variadas e importantes razones.

La disponibilidad de esta hormona sintética nos ayudaria a contestar muchas preguntas re -
ferentes a su mecanismo de accidn. La molécula de insulina es mucho més compleja que un simple -
péptido como la bradikinina o la angiotensina. No solamente poses cerca de seis veces més aminodci
dos, sino que también tiene una gran variedad de ellos: 17 en lugar de 5. Esto introduce muchas nug
vos problemas para |a proteccitn de las cadenas laterales. Particularmente complicada es la presencia
de tres enlaces disulfurc {S-8) como enlaces transversales entre las unidades de cisteina.

La insulina consiste de dos cadenas de péptidos lineales: la cadena A, con 21 residuos de - -
aminodcidos y la cadena B, con 30. Estén unidas por los puentes disulfuro entre Jas dos cadenas, ade
més de la presencia de un enlace disulfuro inter-cadena. La molécula tiene una conformacion tridi -
mensional definida.
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SINTESIS AUTOMATICA DE LA INSULINA

Un gran nlimero de investigedores han trabajade en ia sintesis de insulina y han producido-
pequefias cantidades del péptido.

Con el fin de producir cantidades Gtiles de insulina, se llevd & cabo la sintesis de la misma -
por el método de fase sdlida automatizado. Los resuitadas han sido muy alentadores, aungue se tu -
vieron que llevar a cabo més de 5,000 operaciones separadas para acopler los 51 aminodcidos, la ma-
yoria de ellas se llevaron a cabo automdticamente por medio de un programador de tambor, de tal -
manera que fue posible para un solo hombre llevar a cabo la sintesis de ambas cadenas en cuestidn -
de pocos dfas.

Se comenz6 preparando aproximadamente 2 grs. de la cadena A, protegiday 8 grs. dela -
cadena B. La reaccion que desacoplé las cadenss peptidicas de la resina, también removid los grupes
faterales protectores, quedando solo les grupos benzil, de la cisteina e histidina que fueron removi -
dos por reduccién con sodio metalico en amonfaco, Puesto que los grupos de la cisteina que queda-
ron en forma reducida, fueron inestables para los pasos de purificacién, se estab:lszaron poT conver -

sifin hacie S-sulfonatos (S-805).

En esta forma, las dos cadenas peptidicas fueron purificadas por tres métodos:

A} Filtracion la cual depende del tamafio molecular.

B) Distribucién por contracarriente, la cual depende de la solubilidad diferencial v
C) Electroforésis, la cual depende de Ia carga eléctrica.

Los productos resultantes fusron homogéneos para estos criterios.

El paso f_inal fue la combi_nacién de las dos cadenas purificadas de la insulina. Primaro, los -
sulfonatos de la cisteina . convirtieron de nuevo a la forma S-H activa v luego, se unieran las dos —
cadenas por oxidacidn lenta con aire de las formas S-H de ambas cadenas.

Se obtuvo la insulina sintética, la hormona fue activa en los ensayos biolGgicos usuales que-
gstén basados en la cantidad gue debe ser inyectada en ratones para provocar una baja en el azicar -
sanguineo que cause convulsiones en un 50%/o de los ratones experimentados. Comparativamente -
no se observd ninguna variacidn en referencia a la hormona natural.
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PRINCIPALES MODIFICACIONES AL METODO DE MERRIFIELD
PROPUESTA S HASTA 1968.

Paralelamente & la elaboracion del trabajo experimental se llevd a cabo el Congress No, 155
de la Sociedad Quimica Americana (Marzo 31—Abril 15, 1968) del cual se iincluyen las _siguientes—-
comunicaciones por considerarias de gran interés,

JOHN C. SHEEHAN del Instituto de Tecnqlogu‘a de Massachusett, comunica una rgvisién de
los diferentes grupos protectores del carboxilo y amino de los aminodcidos usados en sintesis de pép-
tidos, y ademds nuevas técnicas de proteccion selectiva de los grupos carboxio v tiol.

L.os grupos protectores del N-Amino ferminal son en orden de frecuencia de uso:

Chz Arilsulfenil
t—Boc Tritlouroacetil:
Etaloil Formil

Tritil Tosil

Grupos protectores del grupo carboxilo.

Benzil Etil

t-Butil Fenacil (PAC)

Metil Difenilmetil

Los métodos aplicados para Ia remocidn de estos grupos de blogueo son muy similares, lo -
que constituye una caracter{stica indeseable.

Et grupo PAC, CgHg—~CO—CHy introducido por Sheehan y Daves en 1966, s algo diferen-
te a los otros grupes protectores, Se remueve por medio de un agente altamente nucleof{lico, el tio-
fenfxido de sodio bajo condiciones muy suaves, en DMF a temperstura ambiente.

R—CO0-CH)—CO-CgHg + CgHgS™Na* SHiE =

R-CO0™Na ™ + CgHg~S—CH,~CO ~CgHg

REMOCION DEL GRUPD PRQOTECTOR PAC CON DMF.
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EL PAC tiene ademds la caracteristica de bloquear selectivamente los grupos tiol de la — .
cistalna,

CH~SH
[ CHy~S-PAC
NHyCH-COOH  + CgHg=CO-CH,Cl DMF i
NH~CH-COOH

PROTECCION SELECTIVA DE LOS GRUPCS TIGL POR MEDIO DEL PAC.

Los compuestos § — Fenacil no reaccionan con HBr, HO Ac o solucidn acuosa de Na OH -
pero pueden ser removidos con Na OCHq en metanol.

Sheehan también discute los métodos de acoplamiento que de scuerdo a su popularidad y-
frecuencia de uso san DCC, carbodiimid a hidro soluble (WSC), mezeles de Anhfdridos v ésteres ac-
fivos, por ejemplo:

P—~NOy —CgHa0, CgHgS, OCH,CN
carbonil diimidazol,  clouro éeido,  sales de isuxazolium

Reporta un esquema para la sintesis rapida de un oligopéptido sin el aislamienio de interme
diarios.

g f PR
Cbz~NH-CH ~ COOH + NHy—CH-CO0—t-Bu  +  CoHgN:C:N(CHp)g—N - HEI
™ oty
wsc
i . /OH3
————>Cbz~NH—CH-CO-NH-CH-CO0—t-Bu + CyHg-NH-CO-NH—(CHy)5-N .. HC

CH,CL5
Nty

SINTESIS RAPIDA DE PEPTIDOS USANDO WSC

La sfn;esis se completa en menos de una hora v el producta es purificado lavandolo con
NaHCOg y HC! diluide, La eficiencia del método v su rendimiento, son altos. La hidrogenacion des
protege el grupo amino del péptido v se pusde seguir un nuevo ciclo.

El proceso se repite hasta la abtencidn del oligopéptido deseado.
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GARLAND F MARSHALL Universidad Washington, San Luis Missouri. Da a conocer apli-
caciones del método en fase sdlida para la sintesis de ciertos andlogos del glucagon conteniendo trip-
tofano.

También comunica la capacidad dei método para lograr la incorporacién de los 20 residuos
de aminodcidos mds comunes por medios autométicos.

En la sfntesis de péptidos que contienen triptofanorse encuentran serios problemas, debido
a la destruccion de dste aminodcido durante los diferentes pasos involucrados.

Se encontrd que la adicitn de mercaptano! al 1%/0 en 1N HCI/HOAe, usado para la remo-
cidn del grupo protector t-BOC, protege completamente al triptofanc de Iz oxidacidn. Se obseiven -
recuperacionas en un 10090 de este aminodcido.

El desacoplamiento del péptido protegido de la resina, con HBr/CF4~COOH, destruye al -
rededor del 50°%/o del triptofano presente; pero tuando este paso se [leva a cabo con , HF anhidro,—
no se registran pérdidas de triptofano.

La incorporacin de histiding a una cadena peptidica, también presenta problemas particu-
lares a menos que se proteja debidamente su cadena lateral, Varios grupos protectores han sido trata
dos, principalmente: benzil, carbobenzoxi y dinitrofenil.

La remocidn del grupo benzil se lleva a cabo por hidrogenacidn, pero en algunos péptidos, -
esto da lugar a dificultades.

El Cbz es muy sensible a los alcalis y es removido adn con MeQOH.

El grupo dinitrofenil es muy prometedor, puede ser removido por agentes nucleof{licos, pe
ro existen gvidencias de gue es eliminado aGn durante la neutralizacidn del HCI/TEA,

Durante la sintesis por fase sdlida del péptido con la secuencia Arg-Phe—Pro~Ser—Phe~Gly
—Pro—Pro—Arg—Phe—Pro, la incorporacion de la histidina como el siguiente aminoécido, se obser -
v6 que sblo se habia logrado en un 20%/a.

Se encontrd que trabajando con resinas de 19/0 de D V B y reemplazando el HOAc,
por dioxano en una solucién de 1N HCY 'se obtuve un 100%/0 de incorporacion.

JOHN STEWART Ingtituto Rockefeller, New Yark, hace saber las dificultades encontradas
para el acoplamianto del primer aminodcido a la resina. Todos los experimentos tuvieron éxits, con-
fa excepcién de las relativos a glutamina v triptofano. Para aminodcidos tales como metionina, cistef
ng, ¢ histidina, s preferible usar:
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OH - CHq —— Palimero, como resina en lugar de la usual resina clorometilada,

Las reacciones de acoplamiento se conducen rutinariamente con carbodiimida, excepto pa-
ra glutamina v asparagina, que se llevan a cabo por el método del éster activado.

La separacién del péptido de la resina, ha sido llevada a cabo con HBr}CFB——COO H. Esta -
técnjca aparentemente solubiliza una porcidn de la resing, lo que hace al producto impuro, en oea -
siones afactando la cristalizacién. Se encontrd que el dcido fluorhidrico es menos enérgico, y dalu -
gar a materiales mds puros.

También discutio los problemas encontrados en la incorporacién de his{idinai treoninay -
triptofano en la sfntesis de un péptide. La proteccion del grupo imidazol de la histidina con dinitro-
fenol parece muy prometedora. Es bastante estable hacia todos los reactivos usados para la sintesis.-
Este enfoque ha sido tratado durante la sintesis por fase s6lida de angiotensina 1, con resultados sa-
tisfactorios. El desacoplamiento de la angiotensina | de la rasina, se flevd a cabo con dcido flucrh{ -
drico anhidro, y finalmente el grupo protector del imidazol, fue removido con mercaptoetano’ a pH
8.

La treonina libre ha sido satisfactoriamente usada en la sintesis de algunos péptides, dero -
en la sintesis del andlogo treonina®-bradikinina se encontr6 que, en adicidn al péptido deseado una-
cadena lateral de otro péptido se habia formado a partir del OH libre de la treonina seg(in se expre -
s :

Arg—Pro—Pro—Glyy
0

¥
Arg—Pro—Pro—Gly—Phe—Thr—Pro—Phe—Arg.
Este problema se corrigié satisfactoriamente usando 0-benzil treonina.

El triptofano es parcialmente destruido por el tratamiento con la mezcla de HC!/%cido— -
acético, para la remocién del grupo protector +-BOC, No se observd s destruceidn del triptofanc —-
usando la misma mezcla hidrolitica cuando el tratamiento se llevé a cabo justo arriba del punto de -
congetacidn. Para este propGsito es necesario un frasco de reaccidn térmicamente aislado.

LINNEAUS €. DORMAN, The Dow Chemicai Co., Michigan, indicd gue se han hecho mu-
chas mejoras en varios de los pasos de la sintesis por fase sélida, excepcién hecha del paso inicial de-
esterificacidn, el cual ha permanecido insatisfactorio por los Gitimos seis afios. El método M errifield,
que lleva a cabo la esterificacidn con la sal trietilaménica del aminodcido protegido per el N-amino -
terminal, con una resina clorometilada, da por resultado bajos rendimientos.

El método de Bodansky y Sheehan, primero convierte a ia resina clorometilada en la forma
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hidroxi, por medio de una reaccidn en dos pasos, el aminodcido es esteriticado a la resina usando
como agents acoplante la DCCI. Este método, aungue produjo una mejora en los rendimientos de -
esterificacién, requiere de mayores cantidades del aminodcido protegido. Estos dos métodos han si -
do insatisfactorios para la incorporacidn de glutamina,

Dorman et al. han mejorado el paso de esterificacién mediante el uso de resinas sulfonadas,
en particular, usando una resina sulfonada bésica, en la cual el cloruro ha sido reemplazado por HCO‘é‘
o por 1/2 CD?} con axelentes resultados.

La preparacion de la resina es comg sigus:

— (1) MeOH/CHoCI
R/ eyl 4+ R,s SDIASATEMPERATURA AMBIENTE >
N ‘ (20 Hy0 :
g \\ . A i
R- "—CH =STRLCIT . x Hol - PASANDO ATRAVES DE UNA
e SOLUCION 1M DE KHCO4
S
R-/ '—CHy-S*RyHCO ~ x Hy0

o nsmiennd
Cuando esta resina sulfénica bésica, es mezclada con una solucidn de dioxano conteniendo-
cantidades estequiométricas de! aminodcido protegido, ocurre una reaccién de neutralizacion, que -
es seguida por un cambio iénico del —HCOS— por e} anidn —COD™ del aminodcide . Secando la mez
cla a temperatura ambiente bajo vacio v posteriormente calenténdola por 4 6 5 horas s 80 — 850C, Ia
esterificacidn procede esencialmente hasta su terminacién (1},

También se forman en pequefia cantidad, ésteres de alkiio {11}, pero son removidos con fa -
cilidad de fa resina.

-

N R’
[ )-CHp-00C—CH-NH-PROTECTOR  + RS
o

N

ST

N y
L /—CHZSR -+ ROOC-CH-NH-PROTECTOR
o (0 ()

Esta nueva resina modificada ofrece varias ventajas sobre las otras. Glutamina puede ser es-
terificada a fa resina con -gxito. S6lo se necesitan cantidades estequiométricas de los aminoécidos, y-
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£OMD Ne estdn presentes bases externas, los problemas de racemizacidn disminuyen. Los rendim ien-
1os de esterificacién son muy altes, del orden de 85 — 95%/.

JH, JOHNSON, Monsanto Company, St. Louis, Mo., comunicd que la sintesis de péptidas-
por fase sélida no es tan simple como ha sido sugerida por otros investigadores. Cada péptido ofrece-
sus propios problemas, que tienen que ser solucionados par una serie particular de condiciones, El -
tiempo invelucrado en encontrar estas condieiones muy bien podria exceder el tiempo de sintesis -
usado por los métodos cidsicos. Sin embargo, una aplicacién potencial podrfa encontrarse para la pre-
paracidn industrial en gran escala de péptidos después de todo ,jos problemas de sintesis particulares-
ya han sido ensayados. Ciertamente se puaden preparar cantidades mayores por el método de fase so
lida, en menos tiempo v con menos inconvenientes, y normalmente se obtienen altos rendimisntos.

Los fragmentos sintetizados de la molécula de la hormana del crecimiento humano, fueran-
estudiados por las-caracter/isticas poco comunes que ofrecen sus residucs liofdbicos v liofflicos, y -
sus interacciones con la resina polimérica.

Se gbserv una baja en la produccidn de fa cadena peptidica después del primero o segundo
residuo, especialmente con amincécidos que son liofdbicos, tales como fenilalanina v benzil tirosi--
na. Este problema no se observo con glicing, nitroarginina y otros,

Sheraga y coleboradores, han reconocido fuertss interacciones no polares entre la resing -
poliestirénica v las porciones no polares de las moléculas orgdnicas, tales como alcoholesy dcidos -
carbox{licos. Esto podria explicar el potencial de acoplamiento de la resina para algunos residuos, -
contribuyendo a su carencia para sl acoplamiento en esta etapa.

Durante a sintesis por fase stlida de la hormona humana del crecimignto, fragmento 145 -
161, se encontré un marcado descenso en la produccidn de Ia cadena peptidica, cuando se intentd -
incorporar alanina después de Leu—Leu {en el 13avo. residuc). Sin embargo, es muy interesante ob-
servar que en la sintesis de la misma secuencia en esta hormona, pero en el fragmento 147154, (que
ocurre en el 60. residuo), la alanina se incorpor6 correctamente sin haberse observado una bajaen -
la produccidn. Probablemente el doblamiento dei péptido més largo, crea una estructura terciaria - -
que provoca una disminucion en 1a cantidad de enlaces Gtiles,

Estos ogros animaron a los investigadores en la blsqueda de nuevas resinas polimériaas, -
que presentaran caracter isticas menos hidrofébicas, y fue comunicada la sintesis de una nueva resi -
na, N-clorometi maleimida-copolimero.

La capacidad de un aminodcido para acoplarse a esta resina, fue demostrada haciendo reac-
cionar N-acetil-glicina en la presencia de trietilamina y dimetilsufféxido (DMSO0). El andlisis elsman-
tal demostré la remocién de todo 8l cloro. También se hizo notar que sste acoplamiento puede ile -
varse a cabo bajo reflujo en etanol en condiciones similares al método de Merrifield. El paso de desa
coplamiento puede llevarse a cabo con IN HCI/HOAe, Gi., a temperatura ambients, en 2 horas.
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Dado que estos tipos de uniones son [ébiles a las condiciones normales de remocién de los-
agentes bloqueantes, deberfa ser usadg, un nueve grupo blogueador. Hoy en dfa, el uso de grupos -
orto-nitrofenilsulfenilo para la proteccion de los grupos alfa aminos, estd siendo investigado. Se ha-
encontrado que este grupo protector puede ser removido con cantidades esteguiométricas de HCL
o también con reactivos nucleofilicos.



Hi—~ SINTESIS DEL DIPEPTIDO GLICIL — L — FENILALANINA
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AAMATERIAL YEQUIPO

Formato de t-butil azida y +BOC amino dcidos Preparados como se describe en el texto -
usando material grado reactivo,

N, N* dicilohexilcarbodiimida Mann Research Laboratories,

Dimetilformamida Fisher Scientific Co.

Cloruro de metileno Fisher Scientific Co.

1N HCl-4cido acético ’ Preparado haciendo pasar HC! gaseoso a -

través de 4cido acético glacial.

Pol{mero clorometilado (Resina de Merrifield) X—2 BI0 BEADS 200-400 Mallas Cycle -
Chemical Co.

Trigtilamina . Eastrman Organic Chemicals,

Etanol absoluto USP o NF reactivo cartificado

Acido trif[uoroacéticd anhidro Eastman Organic Chericals.

Acido acético glacial USP o NF grado reactivo

Frasco de reaccibn ‘ 12 x 4 em . acondicionado con un filtro de

vidrig poross en la base,
Agitador m ecnico Construido para rotar el frasco de reaccidn
gn un angulo de 90 grados, de la posicidn

horizontal a la vertical a aproximadamen-
te 30 rotaciones/min.

Placas de gel de sflice Silica G {con sulfato de calcio) 5x20 em. -
Mann Research lab.

Analizador automatico de aminodcidos. Technicon

Autograde chamber De nueve cdmaras.
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ESQUEMA GENERAL DE REACCIONES QUE SE LLEVAN A CABO DURANTE

LA SINTESIS POR FASE SOLIDA.
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PROCEDIMIENTO ESQUEMATIZADO DE LA PREPARACION DE UN +-BOC AMING ACIDO

PARA LA SINTESIS POR FASE SOLIDA.

Amino acido 4 MgO + t—BOC Azida - -~«-~——;/j> 20 horas e 45°C

O - \

MEZCLA REACTIVA {—-—-5 Enfriar en bafio de agua/hieio, agregar 0 ml Ho0/ mM de amino dcido

,
!

TRANSFERIA A EMBUDO DE SEPARACION
e ey
EXTRACCION% 3 x 10 m1i acetato de etiloa/mM amino dcide
FASE ORGANICA (A) . FASE ACUOSA {A) |
' Acetats de etilo - ‘ | H,0 - 1~80C amino acidal
(SCBIRIO B8 BN e, | ) !
[Mlavan: 2x|vv1r\)cho§s | ASE ACUOSA (A®] | ; ¥
; 326 miH,0 BB ‘“‘*:‘ e
L bl o | COMBINAR FASE ACUOSA
i A MAS A* '
e et et

FASE ORGANICA {A*)}
DESCARTAR

Contiene exceso de roactives

Toemar pH. scidificar con dcido cftrico
Dioganc y 1-BOC Azids hasta aproximadamente pH 3
PRECAUCION : BAJO CAMPANA

4 NaCt 35 gr/100 m)

AGITAR MAGNETICAMENTE EN
BAND DE AGUA/HIELD

TRANSFERIR A EMBUDO DE

SEPARACION ¥ EXTRACTAR
{__,_,_..._..,,,_,.bw» - e et Sortv—

,43 x 10 mifmM aminc dcide con

i

- acetato de
R

FASE ACLOSA. DESCART AR

S

f

| FASE GRGANICA (A**)
i COMBINAR Y LAVAR
T consplucidn saturade de f:'aCI hasta que la reaccién de Cazares para acido cfirico resuite negativa.

. . 2
4 1 gr/mM de suifate de sodio anhidro, sgitar endrgicamente v raposar en gl congaladaor.
Dejar a temperatura ambiente antes de filtrar. Evaporar en rotavapor
s s

- BOC AMING ACIDO
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PREPARACION DE t+-BOC AMINGACIDOS.

PREPARACION DE t-hutil oxi carbonil—L—fenifalanina {t-8 OC L.—Phe)

Se sigue el proceso descrito por B, vort Schwyzer {11) de acuerdo con Ja siguiente reaccion.

N
.

? Gy
(CHglaC—0~C-NAN* N7+ HyN-CH-COOH

+BOC AZIDA L—Phe
S
@)
0 tH A
(CH4)5C~0~C—NH-CH=COOH + HNg
t-BOC L—Phe ' ACIDO HIDRAZOICO

Se usaron 25 milimoles de L—Phe que dan un rendimiento tedrico de 8.5 gramos.

MATERIAL Milimoles Peso Molecular Gramos

{—Phe 2% 185 4125

Oxido de magnesio 50 40 2.00
Formato de +-BOC azida 50 143 7.15(7.2 mip

DIOXANO AL 64%0 4.7 mi/milimol de L—Phe = 117.5 ml.

Afadir lentamente ios 4.125¢ L—Phe a un matraz esférico de 250 mi. que contiene los —-
117.5 ml. de diuxano al 64°%/0 bajo agitacién magnética por un perfodo de 30 min. La L—Phe es —-
parcialmente soluble vy no se incorpora con facilidad. A la suspensitn obtenida se le agregan 2.0 g .~
de MgO manteniendo la agitaci6n. Se pone el matraz en bafio de aceite a 45°C v se mantiene en agi-

tacion por 30 min. mds,

Agregar los 7.2 ml. de formato de t-BOC azida muy lentamente y mentener la agitacion en-

el bafio de aceite a 450C por 20 horas a reflujo.
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Enfriar en bafio de agua/hielo y afiadir 10 ml. de Ho0/mM de L—Phe (250mf). Transferir -
cuantitativamente a un embudo de separamén (1000 mi} y extraer la fase acuosa 3x250 mi. de ace -
tato de etilo.

La fase acuosa presentd un pH de 8.2 v un volumen aproximado de 450 ml.

Afiadir suficiente acido cfirico (s6lido) lentamente y bajo constante agitacion registrando -
el pH con potenciémetro hasta obtener un pH de 3. (Aproximadamente se usaron 25 g}

" PRECAUCION: Lievar a cabo esta reaccién ba 0 campana, ya gue se libera 4cido hidrazoi -
o que es altamente téxico.

Agregar suficiente NaCl hasta saturacion, (35 g /100 mi} 157 NaCl.

El pH baj6 a 2.2. Mantener 1a soluciGn en bafio de agua/hielo bajo agitacion magnética por un perio-
dodo de horay media, Transferir la suspensidn 4 un embudo de separacidn (1000 ml}. Se recomien-
da &l uso de embudos con llaves de Teflon porque la sal v la baja tem peratura en que se trabaja, en-
ocasiones “pegan”’ las Haves de vidrio.

Extraer 3x250 mi. de acetato de etilo {10 mi/mM). Descartar la fase acuosa.

Combinar los 3 extractos de la fase orgdnica y lavar con porciones de 30 ml. con solucion-
saturada de NaCl hasta que la reaccion de Casares™ {12) para dcido cftrico sea negativa.

Agregar 1 gde sulfato de sodic anhidro por mM de L—Phe (250}, Agitar a través de papel - -
filtro Whatman No. 1 con embudo Buchner bajo vacio a temperatura ambiente.

Transferir ia fase orgénica a un matraz esférico y evaporar 2 379C v 85 mm Hg en rotava -
por. Se obtuve un liquido oleoso de color amarillentc que se colocd en un desecador evacuado a 45
mm Hg. Posteriormente se disolvio en & ml de acetato de etilo v se agregaron 20 ml de Skelly Solve-
B.

Se puso en bafio de acetona/hielo seco y raspando con una varilla de vidrio las paredes del -
matraz, precipitd un material cristaling, el cual fue filtrado y colocado hasta peso constanteen un -
desecador evacuado.

RENDIMIENTO EXPERIMENTAL: -iﬁgg igual a 7190 del rendimiento teérico.

*REACCION DE CASARES: Evaporar 0.1 ml de la solucién problema a sequedad en bafio
marfa. Enfriar a tem peratura ambiente, agreger 0.5 ml. de anhidrido acético y 2.5 ml de piridina.—
Reposar por 5 min. Se forma un color rosa con la presenci ia de 0.010 mg. de 4cido citrico.
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ANALISIS Y CARACTERIZACION DEL t—-BOC L—-Phe POR CROMATOGRAFIAEN -
CAPA FINA.

Preparar soluciones de t-BOC L—Phe, L.—Phe gradb reactivo y t-BOC L—~Phe preparada en -

el experimento anterior, de 1 microgramo/microlitro. Aplicar 5 microlitres de cada uno de los ante-
riores en dos placas de gel de silice para cromatografia en capa fina. Como sistema de solventes se -
usé cloroformo-alcohol metflico-dcido acético glacial 95:5:1

Exponer una de las placas previamente a la prueba con solventes, a vapores de HCI por 16

min. con el objeto de hidralizar la unién del t-BOC de la Phe.

Correr ias placas por 30 min. secar al aire y rociar con una solucién de ninhidrina al 5.3%0.

El color se desarrolla a 100°C en 5 min,

R}ESU LTADO: Se ohserva una sola mancha homogénea que indica que el producto es puro.

PREPARACION DE t-butil oxi carbonil glicina (t-BOC Gly)

Se sigue el proceso descrito por von Schwyzer (11) de acuerdo con la siguiente reaccion:

0
(CHg)3C—0-C-N:NT-N— +  HoN-CH)—~COOH
t+-BOC AZIDA GLICINA
. 9 7
(CH313C—0-C-NH-CH,—COOH  + HN3
t-BOC Gly . ACIDO HIDRAZOICO
MATER IAL milimoles Peso Molecular  Gramos
% 75.07 1.875
O xido de magnesio 50 40.0 2.0
Formato de +-BGC .azida 50 143 7.15

DIOXANOQ al 35%c  4mi/mM de Giy = 100 ml,
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Colocar 1.875 g de glicing en un matraz esférico de 250 ml, y afiadir 100 ml. de dioxano -
al 35%/o, agitar magnéticamente ente hasta lograr la total incorporacin de la glicina, que en este -
caso es completamente soluble, dando una solucidn transparente.

Agregar 2.0g de MgO y 7.15 ml de formato de t-BOC azida lentamente v bajo continua -
agitacion magnética, Poner en bafio de aceite a 45°C. Mantener la agitacion por 20 horas bajo reflu-
jo.

Se sigue bésicamente el misma proceso ya descrito para la preparacion del t-B0C L—Phe.

En esta oeasidn, la evaporacién de la fase orgénica en el rotavapor se llevd a cabo 2 85 mm.
Hg v 37°C, se abtuvo un l{quida oleoso transl(icide el cual cristaliz6 con la adicidn de 15 ml, dg —- .
Skelly Soive B.

Se raspd 8l matraz con una varilla de vidrio; el enfriamiento de la selucifn a Q°C, incre— -
mento la formacitn de cristales.

L os cristales asf obtenidos se secaron en desecador evacuado que contenfa ademds cloruro-
de calcio anhidro, hasta pesc constante,

RENDIMIENTO TEQRICO: 435¢

RENDIMIENTO EXPERIMENTAL: 3.978g =91%.

La caracterizacién del +-BOC-glicina, se llevé a cabo por 8! mismo procedimiento descrito -
para el +-BOC L—Phe.

V RESU LTADO: Se observé una sola mancha homogenea indicando que el producte es pur.
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ESTERIFICACION DE LA RESINA

ESTERIFICACION DEL +-BOC L—Phe A LA RESINA
@ —— CHyCH—(" )
0 CHy = ‘ 2 .
{CHg)3C—0-C~NH~CH-COOH + CICHp—< . ~ CHy—~CH,
N \”x o F t
t-BOC L—Phe RESINA CHy-CH-CHy
2 0
§ "
9, PHZ P N
(CHy)aC-0-L-NH-EH-C00-CH2 —( | »—L P} + HCl
N/ T
t-BOC L—Phe—~POLIMEROQ
MATERIAL milimoles Peso Molecular Gramos
+BOC L—Phe 7.55 265 20
RESINA DE MERRIFIELD 1.55 501
Capacidad: 1,5 mEq Cl/g..
TEA (¢ 0.729) 68 012 0.685 (96 mi)

DBe acuerdo con Marrifield, se requieren 6.5 mM de TEA por cada 7.2 mM de 1-BOC, es de-
cir 0.904 mM TEA/mM de +-BOC.- (6.8 mM TEA/7.55 mM 1-BOC L—Pheiguala 0.885¢.

Ftanol absoluto, usar segin Merrifield 2 mI/g de Resina {usar 10.2 ml)
Colocar en un vaso de precipitado de 25 mi 2. de t-BOC L—Phe, agregar 6.2 ml de etano!

absoluto y agitar magnéticamente. Agregar 0.96 ml de TEA y continuar la agitacion lentamente has-
{a obtener una soluciGn transparente.
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Transferir ia solucion cuantitativamente a un matraz esférico de 50 mi usando para lo mis -
mo la segunda porcitn de etano! absoluto de 4.0 ml. Agregar -5.01 g de Resina de Merrifield y ta--
pario con un condensador provisto de una trampa de Drierita.Agitar magnéticamente muy lentamen
te y mantenerlo en bafio de aceite a 80°C por 48 horas s reflujo,

Dejar enfriar la mezcla de reaccién a tem peratura ambiente y transferir a un embudo de 40
ml provisto con filtro de vidrio poroso {grado M) previamente tarado, lavar bajo agitacién lenta por-
medio de una hoja de teflon accionada por un rotor de velocidad regulable,PRECAU CION:Hay la po-
sibilidad de destruir la resina si se agita muy enérgicamente.

LAVADOS:

1} 5 X 50 mi- de etanol absoluto

2) 5 X B0 ml de agua destilads

3) 5 X 60 ml de metanol absoluto  FILTRAR DESPUES DE CADA LAVADO

|.a resina se coloca sobre cloruro de calcio en un desecador evacuado hasta peso constante,

PESO RESINA ESTERIFICADA 5.808¢

ANALISIS DE LA RESINA ESTERIFICADA POR MEDIO DEL ANALIZADOR AUTOMATICO DE
AMINOACIDOS {TECHNICON)

MATERIAL:
SOLUCION AMDATIGUADORA NUMERO 1 pH: 2.875

FORMULA PARA PREPARAR UN LITRO

1471¢ citrato de sodio bihidratado

900 mi agua bidestilada (o destilada & partir de acido sulfirico diluido)
5.0 ml tiodiglicol

10 ml Brij 35 (solucibn detergents)

Titular con HCI. 8 N después de aforar el volumen a 1 L, ajustar a pH 2.875 de ser necesario.
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SOLUCION AMORTIGUADORA NUMERD 2 pH: 3.800

FORMULA PARA PREPARAR UN LITRO

14.71g citrato de sodio bihidratado
900 ml : agua bidestilada

50 ml solucién 1.000N de NaQOH
5.0 mi , todighcol

10.0 mi Brij 35

Titular con HC! 6 N después de aforar el volumen a 1 L ., ajustar a pH 3,800 de sér necesario,
SOLUCION AMORTIGUADORA NUMERO 3 pH 5.00

FORMULA PARA PREPARAR UN LITRC

147 ¢ citrato de sodio bihidratado
900 m! V agua bidestilada

50 mi solucion 1.000 N de NaOH
3507¢ NaCl

10 mi - Brij 35

PRECAUCION: NO USAR TIODIGLICOL

Titular con HCI. 8 N después de aforar el volumen a 1 L, ajustar a pH 5.00 de ser necesario.
SOLUCION PATRON DE NINHIDRINA

Ninhidrina 20 g:

Hidranting 1.5¢

Metil cellosolve 650 ml
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Solucidn 4.0 N de acetato de sodio a pH 5.5 _ 350 ml.

Para cada andlisis tomar 330 ml. de solucidn patrdn de ninihdring v agregar 1320 ml de

diluyente cellosolve: (700 mi de metil cellosolve libre de peréxidu,ﬂmiés 700 ml de agua destilada).

Preparacion de Ia solucion:

Disolver la ninhidrina y a hidrantina en el metil cellosalve, vaciaren una botella ambar y burbujear -
nitrogeno en la solucidn par 15 min, Afadir ef amortiguador de acetato de sodio a la solucion de —-
ninhidrina e inmediatarmente continuar burbujeando nitrégeno a través de la solucion por 30 min, -
mas. ‘ :

PROCEDIMIENTO ANALITICO.

El analizador automdtico de aminodcidos es un instruments que separa los aminodcidos —-
provenientes de un hidrolizado de proteinas por medio de una resina de sntercambm ibnico v auto -
méticamenta determina su concentracitn a partir del eluato de la columna.

HIDROLIZACION DEL COMPLEJO t-BGC L ~Phe — RESINA

Pesar con exactitud 18.5 mg { + 15—20 mg) de la resina esterificada en un matraz estérico-
de 10 ml. ARadir 2.0 mi de agente hidrolitico compuests de:

1 Parte de HC! 12N 3mi
4 partes de CF5 COCOH 12 mi

Poner a reflujo en un bafio de aceitea 1109C por 24 horas.

NOTA: No desechar el resto def agente hidrolitico ya que posteriormente se usard para lavar el hi -
drolizado. M antenerlo refrigerado.

Enfriar ef hidrolizado a temperatura ambiente antes de filtrario con un filtro de vidrio po -
roso (grado 10 M} bajo vacfo, el filtrado se recibe en un matraz estérico de 250 ml.

Lavar el residuo cuidadosamente con porcionas de 4x2 mi. del agente hidrolitico v combi -
nar los lavados con el filtrado, el cual es evaporado por medio de un rotavapor a 40°C y 50 mm Hg.
Se disuetve con 5 ml. de agua destilada v evaporar de nueva con el mismo sistema. Desecar bajo clo-
ruro de calcio en desecador evacuado.

Redisolver el hidrolizado en 10 ml. de 0.12N HCI v una alfcuota de 0.5 mi (0.8925 mg} se
coloea en {a columna.

La slucidn se Hleva a cabo por medio de un gradiente de sales y pH producido por un Auto-
grade de 8 cdmaras que contiene las siguientes mezcias de amortiguadores.
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CAMARA No. Amortiguador No. 1 Amortiguador No. 2 Amortiguador No. 3 pH 5.00
pH 2.875 pH 3.80 T '

1 75 ] 0

2 75 ] 0

3 75 0 0

4 75 g g

5 g 70 5

] ] g 60

7 0 0 75

8 0 0 75
‘9 0 0 75

Volumen total por cdmara: 75 mi,
ANALISISDEL ELUYENTE DE LA COLUMNA

La columna fue eluida a una velocidad de flujo de 0.48 a 0.58 mi/min, El eluyente pasado-
a través del sistema analftico en donde reaceiona con el reactivo de ninhidrina en un bafto de 95°¢.,
produciendo un color a ser detectado por un sistema de 3 colorfmetros. La densidad Gptica es regis-
trada por  un aparato de registro provisto con 3 plumas, produciendo 3 curvas de densidad ptica.

El primer colorimetro ajustado a 440 milimicras; los otros 2 a 570 milimicras. E{ segundo -
tiene un paso de luz de 8 mm. mientras que el tercero posée una abertura de 15 mm lo cual permite
una més amplia capacidad analitica que la realizada por un salo colorimetro,

RESULTADGS:

Se determinaron 0.348 micromoles de L-Phe en el hidrolizado que equivalen a 0,376 micro
moies,f‘g de resina esterificada.

Dado que la resina tiene 1.5 mM de C1/g se obtuve un rendimiento experimental de 25.1%0
de esterificacidn, Se considera en el paso de esterificacién un rendimiento te6rico de 30%c.

SINTESIS DEL PEPTIDG {(ACOPLAMIENTO)

Transferir los 5.8 g. de resina esterificada al frasco de reaccidn, el cual previamente fue tra-
tado con silican soluble con el objeto de evitar al mdximo posible la adherencia de la resing-a ias pa-
redes de! frasco de reaccidn lo que puede significar una disminucidn en el rendimiente final por no-
reaccionar adecuadamente.

Lavar con 3 x 26 mi. EtOH, filtrar y agregar 2 x 15 mi, de cido acético glacial, agitahda por
30 minutos cada vez v filtrar,
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{ avados de 3 minutos con:

1} 3x 25 ml de HOAc gl Filtrar .
2) 3x 30 mi de EtOH Filtrar
3} 3 x 30 mi de [} MF* Filtrar
4 2x25mide DMF —3mide TEA  Filtrar

Lavar por 15 minutos con 3 x 20 m! de DMF, Filtrar

Afiadir 1.31 g de t-BOC Gly (3.6 veces de exceso de t-BOC Gly/M L—Phe disugitos en 6 ml.
de DMF, lavar con 6 mi mas de DMF. Agitar por temperatura ambiente 1{} min,

Afiadir 1.54 g de DCCI (3.5 veces de exceso de DCCI/mM L—Phe) disuelto en 3.2 mi de -
DMF/0.340g de DCCI).

Agitar por 2 horas a temperatura ambi'ente.'Filtrar y lavar: 3 x 25 ml de DMF
3x 25 ml de EtOH
Lavar con:

1) 3x 25 mi de HO Ac.Gl.
2) 3x 25 mi de E1OH
3} 3x 10 ml de cloruro de metilenc.

Secar al vacio por 15 minutos.

COMPLEJO PEPTIDO-RESINA (t—BOC Gly — L—Phe / POLIMERO)

A
CJ
Q CHZ

C-NH-CH—C00- ﬁH2~.<. ,‘_@\

(CH 3)3C-0~ & NH-cHz-co-

DESACOPLAMIENTO POR H{DROAUSRS DEL ESTER.

Agregar 20 ml de TFA al frasco de reaccion y tapar la parte superior con una trampa de —-
Drierita, por la parte inferior, burbujear HBr por 80 minutos muy lentamente de tal manera que las-
partfculas de resina se mantengan en suspensidn.

{* El DMF fue previemente purificado por el proceso del BaO) de Thomas & Rochow {14}
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PRECAUCION: T rabajar bajo campana.

Al terminar este proceso, el péptido se ha separado de la resina y ha pasado a la solucién - -
por medio de un proceso hidrolitico.

Filtrar directamente a un matraz de 125 mi de pared gruesa, haciendo vacfo v evitando la -
formacién de espuma,

La resina sa lava: 3 x 10 mi de TFA agitando por 3 minutos.
L os filtrados se combinan v la resina se descarta.

El filtrado se evapora en un rotavapor a 30°C. y 60 mm Hg. PR ECAUCIO N: no aumentar la
temperatura de evaporacion porque el péptido se encuentra en un medio dcido que puede hidrolizar
¢l enlace peptidico.

RESULTADO

Se obtuvo un aceite pardo que sofidificé incompletamente al ser colocado en un desecador-
pvacuado por 12 horas.

El aceite se disolvid en 7 mi de CHg COOH. Se procedid a liofilizarlo. Se obtuvo un sélido-
gomoso de color amarillento que se solubilizd con 5 ml de agua v se filtrd para separar un material -
ceroso no identificado. Se procedid a congelarlo v liofilizarlo de nuevo por 12 horas. Se obtuvo un -
s6lido cristalino muy higroscdpico de calor amarillento el cual fue caracterizado por crom atografiaz-
en capa fina. Se observé la presencia del dipdptido Gly — L.—Phe contaminado con una pequefia can-
tidad de L—Phe libre.

El dipéptido se analizd en su contenido de aminodcido con el analizador automético de — -
aminodeidos (Technicon). 0.225 micromoles del hidrolizado (0.3 m#) fueron colocados en la colum-
na y eluidos de la manera usual. Se observaron drzas de fenilalamina en la gréfica correspondiente, -

mostrando una mayor concentracion de fenilalanina debida a la fenilalanina midieron la contaminan -
te.

HIRESE ;
Biprsiann
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DISCUSION

LAS VENTAJAS DEL METODO DE MERRFIELD DE SINTESIS DE PEPTIDOS POR
FASE SOLIDA SON:

1.- La facil remocidn de los subproductos y exceso de reactivos del ester insoluble
PEPTIDO—RESINA.

2.- Se evita en la mayor proporcidn posible la racemizacién durante el proceso de sintesis.

3.- La posibilidad de su automatizacion, y con esto, en el future la disponibilidad préctica -
mente ilimitada de una gran variedad de pelipéptidos sintéticos, de relativo bajo costo,-

que abrirdn mayorss posibilidades de investigaci6n en las distintas disciplinas cientificas

El trabajo experimental reportado - la sintesis del dipéptido glicil-L—fenilalanina— fue le-
vado a cabo en dos ocasiones, la primera, se hizo con eyobjeto de aprender todos los pasos y dificul-
tades que la técnica presenta; en la segunda ocasién se logré la sintesis del dipéptido doblemente —-
marcado con carbono 14y tritio (Gly Ha—L—Phe C14). la que se llevd a cabo aplicando los congci-
mientos adquiridos en la primera experiencia. En esta segunda sintesis, se tomaron el méaximo de —
precauciongs, puesto que se trabajé con material radicactivo; incluyéndose algunas modificaciones -
que comentaré brevemente ya que con ellas se logré incrementar los rendimientos finales.

En la preparacion de los respectivos i-BOC, se obtuvieron rendimientos experimentales sen-
siblemente iguales. E{ t-BOC L—Phe €14, mostro una contaminacién con L—fenilalanina fibre, debi-
da a gue la reaccidn no se logro cuantitativa. La contaminacidn fue parcialmente eliminada por cris-
talizacidn del dipdptido v filtrado de la L—fenilalanina libre que quedd en solucién.

Un cambio importante fue en la resina usada. En esta ocasién se usd un polimero con una-
capacidad de 0.7 mEq C!., en ia previamente usada, con la intencidn de lograr una mayor penetra —
cion del -BOC L—Phe, y por consiguiente, mayores porcentajes de esterificacion. Con el mismo ob-
ietivo, s8 uso en la esterificacion un exceso de t-BOC L—Phe y se logrd un incremento en la esterifi -
cacién de 25.1%/0 abienide en la primera sintesis a 44%/0, Es muy importante en esta etapa, el lava-
do minucioso del exceso de reactivos ya que se corre el riesgo de obtener el dipéptido final, contami
nado.

Este dipéptido doblemente marcado fue usado posteriormente para estudios de metabolis -
mo.
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PREFARACION DEL CLOROMETILPOLIMERG

Segln Merrifield (3)

Copoliestirenc 2%/0 DVB (50) lavado como se describié anteriormente, es colocado en -
300 ml. de clorofarmo y agitado durante 60 min. a 25°C y después enfriado a 0°. Agregar una solu-
¢idn fria de 7.5 mi. de SnCi4 anhidro en 50 mi de eter metil cloro metilico v agitar durante 30 min.
a 09¢.

Filtrar y lavar con 1 L. de ;1 dioxano/agua y despuds con 3 L.de 3:1 dioxano / 3N HCI.--
Los glébulos son entonces lavados con una mezcla que va cambiando pragresivamente de agua a dio

Xano puro y posteriormente hasta metano! absoluto, Deben evitarse cambios bruscos en la concentra

cidn de los solventes,

El producto es secado bajo vacio a 100%C. Se obtiene un producto con aproximadamente -
2290 da los anillos arométicos del polimero clorametilada,

REACCION DE CLOROMETILAUON DE LA RESINA

TN ;o

CICH,0CH, + A s gew, 7 AR +

CH40H
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PREPARACION DEL FORMATO DE t-BUTIL AZIDA COMO UN PASO INTERMEDIO
(UE SE REQUIERE PARA LA PREPARACION DE t-BOC AMINOACIDOS PARA LA
SINTESIS POR FASE SOLIDA

{Segdn Carpino et al. 13} Las cantidades usadas fueron calculadas para ubtener 20 g. de —-

1—B0C azida.

REACCION:
REACCION DE PREPARACION DEL-1-BOC AZIDA

0 HO Ac.
(CHg)gC-0-C-NH-NHZ ~ +  HNO2

Ay

t~BUTIL CARBAZATO

. :
(CHglgC—0-C=NNFN"  + 2 Hy0

—BOC AZIDA

1) Se colocan 25 g. de carbazato de t-butilo en un matraz erlenmeyer de 125 ml. en un ba-
fio de agua/higlo.

2) Se agregan 22 g. {20.9 ml) de H DAc. Gl.y 31.25 ml. de agua destilada, Se obtuvo una -
solucion ligeramente turbia, la cual fue agitada magnéticamente manteniendo la temperatura entre -
g-13°¢,

3} Se agrega lentamente bajo continua agitacidn 14.35 g. de NaNO+ en un perfodo de una-
hora, manteniendo la agitacidn durante 30 min. més a la temperatura de § — 13°C.

4) La suspensidn se transfiere cuantitativamente a un embudo de separacién, El matraz se -
enjuaga con 21.2 mi de agua destilada gue se combina con Ia suspensidn.

5) Despugs de agitar fuertemente se permite que la capa oleosa amarilia del t-BOC azidg se-
separe de la fase acuosa, la cual se lava tres veces con 15 mi. de éter et{lico. Se descarta la fase acuo-
sa v las fases étereas se combinan con ia fase oleosa.

6) Se lava 3 x 16 ml de agua destilada y luego con 3 x 10 ml. de solucion 1M de NaHCO5,
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7) La fase orgdnica se seca, despuds de descartar la fase acuosa; agregando suficiente MgSCy
anhidro. Después de agitar fuertemente se le deja reposar 12 hs. a temperatura ambiente.

8) Se filtra bajo vacio usando un embudo Buchner y papel filtro Whatman Ne. 1.

- 9) El éter es removido bajo un vacio de 1408 150 mm. de Hg a una temperatura de de 40-
450C, La temperatura de destilacion fqe de 23%¢C,



(1)
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(3)
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DIAGRAMA DEL APARATO USADO PARA LA PREPARACION DE t-BOC AZIDA

1) TRAMPA CON DRIERITA

2) PINZA DE CONTROL (REGULADORA DE'LA EBULLICION)
3) TUBO CAPILAR

4) BANO DE ACEITE (40 - 45°C)

5) BANO DE AGUA/HIELO (0°C)

6) LLAVE DE DOS PASOS CONECTADA A LA LINEA DE VACIO
7) CONDENSADOR

8) TERMOMETRO
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PURIFICACION DE DMF PARA SU USO EN LA SINTESIS POR FASE SOLIDA POR
EL METODO DE THOMAS ET AL, (14)

PROCEDIMIENTO:

El DMF puede descompongrse, especialmente a altas temperaturas, formando dimstilamina
y acido formico {H—COOH). Por consiguiente, para neutralizar cualquier cantidad de H-COOH pre-
senvie en ef DMF, es tratado con Ba0 antes de destilarlo.

MATERIAL:

DMF (Fisher Scientific Co.) H—CO-N {CHg) Peso molecular 73.10

Ba0 (Alfa inorganies Inc. Grado reactivo)

Usar 1G‘g{litro de Ba0 pulverizado.:

EXPERIMENTAL:

Los 2 litros dg DMF por purificarse, se colocan en un recipiente de reaccion (3,500 ml) de
fondo esférico, agregar la cantidad adecuada de BaD y agitar por una hora, dejar sedimentar y repe -
tir el ciclo dos veces mds. Agitar por medio de una hoja de teflén accionada por un rotor de veloci -

dad regulable.

Después de la Gltima agitacion, se le deja reposar por 12 heras; después de transcurridas, -
tomar el Hquido sobrenadante procurando no alterar la capa del fondo del Ba0,

DESTILACION:
Se lleva a cabo en una columna empacada con anilos de vidrio, bajo vacio a 16 mm. de Hg.

Los primeros 250 ml. se descartan vy se colecta la parte media del destilado {aproximada— -
mente 1,000 ml,)

Temperatura del calentador eléctrico 54 — 5R0C,
Temperatura de destilacién 52 — 549¢.
Prasitn 16 mm de Hg.
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PREPARACION EJEMPLIFICADA DE ALGUNOS +-BOC AMINOACIDOS
SEGUN VON SCHWYZER (11).

1-B0C L—metionina:

8 g. (40mM) de L —metionina y 3.2 g {B0mM} de Mg0, mezclar en 100 m! de dioxano al -
50%/0 formando una suspensién, agregar 11,6 g. de +-BOC azida {80mM). Reaccionar bajo agitacion-
por 20 hs a 45-509C.- Enfriar en bafio de agua/hielo v diluir con 400 ml de agua destilada.— Extraer
la fase acuosa con 3x300 mi de EtO Ac., la fase orgénica se lava 3x20 mi de 1M NaHCO 5 v 2x20 ml
de agua.- Combinar los extractos acuosos y agregar, en bafio de agua/hielo, suficiente &cido citrico -
hasta alcanzar pH 5,— Saturar con NaCl {35 g/100 ml) y extraer con 3x400 mi de Et0 Ac.— Lavar -
{a fase orgénica con agua v solucién saturada de NaCi.- Secar sobre sulfato de sodio anhidro y evapg
rar la fase orgénica en rotavapor a 40°C. bajo vacfo. Se obtuvieran 90 g, de +BOC L-metionina —-
{90%/0) en forma de un aceite viscoso de color amariliento.

t+-BOC L-lsucina:

131 mg (1 micromal) de L~Leu en 1.3 ml de agua se mezclan con 80 mg (Z micromales) -
de MgO v una solucién de 280 mg de t-BOC azida en 3 mi de dioxano.- Dejar reaccionar por 20 hs a
450C bajo refluio.- A fiadir 15 ml de agua y extraer con E10 Ac.- Acidular la fase acuoss con 4cids -
citrieo a 09C - La cristalizacién se present inm ediatamente.- Rendimiento: 182 mg de +-BOC L—-
Leu (73%0). *

1-BOC L—valina

20 g de L-val ~8.7 g MgD — 200 ml agua vy 60 m! de dioxano .- Mezclar bajo agitacibna — -
459C, hajo reflujo.- Evaporar el dioxano bajo vacio y mezclar el residuc con 100 m! de agua.- Ex -
traer con Et0 Ac.- Acidular con dcido cftrico a 0°C v extraer dos veces con E10 Ac., la fase orgdni-
ca se lava con agus hasta la neutralizacidn, secar yievaporar-en rotavapor, Rendimiento: 82.5 g de -
+-BOC L-valina (68%/0) en forma de un aceite incolore y viscoso.

N-t-BOC o-benzil-L~tirosina.

2.71 g de o-benzil-L-tirosina {€.01 Mo). Mezclar con 80 ml. de dioxano y 20 ml. de O.6N-
NaOH a 60°C hasta total disolucién.- Enfriar a 459C y agregar 2.85 g de +-BOC azida {0.02 Mof), -
agitar bajo reflujo por 21 hs, Evaporar el dioxano bajo vacio a 409C v extraer el residuc con agua y-
Et0 Ac., acidular la fase acuosa con cido citrico a 0°C y extraer dos veces con Ft0 Ac., Lavar, se-
car y evaporar la fase orgénica por rotavapor.- Rendimiento: 1.5 g de t-BOC o-benzil L— tirosing en-
forma de un aceite que posteriormente s cristalizd en Et0 Ac. y hexang.



TABLAS DE t-BOC.

t-BOC Base Usada Solvente de Cristalizacién Rendimiento % Férmula Empirica
DL-ulanina NaOH Hexano 62 CsHisO4N
L-alanina NaOH Hexano 55.5 CsHis04N
Glicina NaOH EtOAc-Hexano 77 CqH1304N
L-isoleucina (herihidrato) NaOH Acetona/Agua 9.6 C11Hs2045N
L-leucina (monovalente) NaOH EtOH/Agua 59 C11Ha20sN
DL-metionina Na2COs EtOAc-Hexano 46 C10H1 004 NS¢
L-metionina Naa COs Aceite 40 CioHi1904
DL-fenilanina NaOH Hexano 32 CiaHipOsaN
L-fenilanina Nay COs EtOAc-Hexano 73 Ci1aHis04N
L-prolina NaOH Metil etil cetona-hexano 55 " CioH170aN
DL-serina NaOH Aceite 29 CsHisOsN
L-triptofano Na2CO3 EtOAc-Hexano 36 Ciellz00aN;
L-tirosina NaHC O3 EtOAc-Hexano 29 CiaH1s0sN
L-valina Na2COs Hexano 1 CioHi100OsN

Tomado de (15}
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