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GB = Glicina Betaina

i-PrOH = Isopropanol
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NAD(P)* = Nicotinamida Adedina Dinucleétido Fosfato
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Pd(OH), = Hidroxido de Paladio

PCC = Clorocromato de piridinio

RMN 3C = Resonancia Magnética Nuclear de *3C

RMN !H = Resonancia Magnética Nuclear de *H

SOCI, = Cloruro de tionilo
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1 Introduccion

La superfamilia aldehido deshidrogenasa (ALDH) es un grupo de enzimas
dependientes de Nicotinamida Adedina Dinucleétido Fosfato (NAD(P)*) que oxidan
una gran variedad de aldehidos end6genos y exégenos a sus correspondientes 4cidos
carboxilicos.'? Se piensa que las ALDHs son un blanco potencial de fArmacos contra
el patdgeno oportunista humano Pseudomonas aeruginosa, debido a la funcion
esencial que realizan en rutas metabdlicas fundamentales de la bacteria, la cual causa
serias infecciones. Sin embargo, el tratamiento de estas infecciones es muy dificil
debido a la gran resistencia adquirida por esta bacteria contra los antibiéticos
comunmente utilizados.3* Por ello, se estan buscando activamente nuevas estrategias

para combatir a este importante patégeno.

Entre el grupo de enzimas antes mencionado, destacan las aminoaldehido
deshidrogenasas (AMADHSs) que participan en procesos fisioldgicos importantes
como el catabolismo de arginina,>® de poliaminas,” de carnitina,® y de colina,® las
cuales pueden ser utilizadas por la bacteria como Unica fuente de carbono, nitrégeno

y energia, asi como en la biosintesis de osmoprotectores.®

P. aeruginosa contiene genes que codifican al menos cuatro enzimas AMADHS:
una perteneciente a la familia ALDH9 de la superfamilia de las ALDHs y tres a la familia
ALDH27. La BADH de P. aeruginosa (PaBADH), perteneciente a la familia ALDH9, es
la enzima mejor caracterizada, de la cual se cuenta con datos fisioldgicos, bioquimicos
y estructurales!! esta enzima participa en la respuesta de la bacteria al estrés
osmatico, asi como en la degradacion de colina. Se ha observado que su inhibicion

produce una detencién del crecimiento in vitro de la bacteria.!?
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Por otra parte, en humanos existe una sola AMADH, que también pertenece a
la familia ALDH9, a la que se le ha involucrado en procesos fisiolégicos muy
importantes como la sintesis del osmoprotector glicina betaina (GB),*® el que ademas
es un importante donador de grupos metilo,'* de la carnitina,*® y del neurotransmisor
GABA,'%17 asi como de la degradacién de poliaminas destoxificacién del DOPAL,1°
un aldehido implicado en la generaciéon de la enfermedad de Parkinson,?° del
metilglioxal?* y de aldehidos téxicos como el 3-aminopropionaldehido y 4-

aminobutiraldehido.??

Estas enzimas pueden oxidar, con diferentes grados de eficiencia catalitica,
aldehidos pequefios que poseen un grupo trimetilamino en su estructura, tales como
betaina aldehido (BAL) y 4-trimetilaminobutiraldehido (TMABAL); un grupo w-amino
primario, como 3-aminopropionaldehido (APAL), 4-aminobutiraldehido (ABAL) y otros

aldehidos con grupos cargados similares como 4-guanidinobutiraldehido (GABAL).

® | 0
~ H H e H

N N
e H->N

BAL TMABAL APAL ABAL
NH
H
\H/\/\H NH2

© GABAL

Esquema 1. Estructuras de los sustratos de la AMADH de P. aeruginosa.

Para poder disefar un inhibidor selectivo contra las AMADHSs de la bacteria es
necesario realizar estudios basicos que nos permitan conocer su especificidad por el
sustrato aldehido. Para ello se requiere la sintesis de aldehidos que no estan

disponibles comercialmente, por lo cual, en este proyecto, se llevara a cabo la sintesis
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de dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido (1) que puede ser potencial sustrato

de las AMADHSs de P. aeruginosa.

O 0]
0
H NH,

S

N5-(4,4-diethoxybutyl)-L-glutamine

Figura 1. Estructura de dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido, Marco tedrico

1.1 Pseudomonas
El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadaceae, son bacilos
Gram negativos rectos o curvos, su diametro oscila entre 0.6 a 2.0 um, son aerobios,

no esporulados y presentan movimiento gracias a sus flagelos.

Las Pseudomonas son de vida libre, se encuentran en materiales organicos en
descomposicion, donde también toman un importante papel en la degradaciéon de
éste, se encuentran en el suelo, en aguas estancadas, algunas forman parte de la
flora intestinal de varias especies animales y del hombre. Ciertas especies son
patbgenas para plantas, otras causan infecciones a animales y solo unas pocas

especies como Pseudomonas aeruginosa son patégenos para el hombre.??

1.2 Pseudomonas aeruginosa
La Pseudomonas aeruginosa se identific6 por primera vez en 1882 por
Gessard.?* Es una bacteria gram negativa, tiene forma de bastén, es esporégena y
monoflagelada, tiene color nacarado y olor a uva o tortilla y crece a una temperatura
de 25°C a 37°C, pero lo que la distingue de las muchas otras especies de

Pseudomonas es su capacidad para crecer a 42°C.
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El genoma de P. aeruginosa consiste en un solo cromosoma circular, su
tamafo consta entre 5.5—7.0 Mb y tiene un alto contenido de G + C (65—67%). Debido
al tamafio que posee su genoma, P. aeruginosa codifica en amplio nUmero de enzimas

para varias rutas metabdlicas, dandole una alta versatilidad nutricional.

Ademas, alrededor del 8% de su genoma codifica genes reguladores, lo que la

hace capaz de adaptarse a ambientes de crecimiento muy complejos.*

1.2.1 Patogenicidad y resistencia

Pseudomonas aeruginosa un microorganismo ubicuo, es decir, tiene la
capacidad de sobrevivir en una variedad de condiciones ambientales. No solamente
causa enfermedades a plantas y animales, sino que también es el principal patégeno
humano oportunista, responsable de una amplia gama de infecciones, principalmente
nosocomiales, las cuales se complican debido a su resistencia intrinseca a diversos
antibiéticos.?® Debido a que se ha detectado como parte de la flora normal corporal,
rara vez causa enfermedades en individuos sanos, las infecciones por P. aeruginosa,
particularmente afecta a pacientes con enfermedades severas 0 con
inmunodeficiencia, es decir, cuando se alteran las barreras normales de la piel y
mucosas, pacientes con heridas, quemaduras, entubacion endotraqueal, o en
pacientes en estado de inmunodepresion, como diabetes mellitus, cancer, SIDA, o

neutropenia?® y es la primera causa de mortalidad en enfermos de fibrosis quistica.?”°

Los antibioticos que se han utilizado para combatir a Pseudomonas aeruginosa
son: aminoglucocidos (amikacina, gentamicina Yy tobramicina), quinolonas
(ciprofloxacina), B-lactamicos (piperacilina, ceftazidina, imipenem, meropenem vy

aztreonam) y polimixinas (colomicin, colistin) entre otros.28

Su resistencia se debe a la combinacion de varios factores:
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e Es intrinsecamente resistente a los agentes antimicrobianos debido a la baja
permeabilidad de su pared celular.

e Tiene la capacidad genética para expresar un amplio repertorio de mecanismos
de resistencia.

e Puede volverse resistente a traves de la mutacion en los genes cromosémicos
gue regulan los genes de resistencia.

e Puede adquirir genes de resistencia adicionales de otros organismos a través
de plasmidos, transposones y bacteriéfagos.2?

e Definitivamente, la estancia hospitalaria prolongada especialmente en
unidades de cuidado intensivo y la seleccion de los antibiéticos son los factores
que favorecen la aparicion de cepas multirresistentes. Este hecho convierte a
la infeccién por P. aeruginosa en un verdadero problema de salud publica, que
afecta no solo el curso de la mejora del paciente, sino que aumenta la estancia

hospitalaria y el costo de los servicios de salud.

1.3 Enzimas

Las enzimas son, de forma natural, un recurso renovable. Se pueden producir en
distintos organismos como hongos, levaduras, bacterias y animales, etc. Son
proteinas, polimeros formados por aminoacidos covalentemente unidos entre si.%° Las
enzimas son catalizadores biolégicos naturales, los cuales son agentes quimicos que
disminuyen la energia de activacién y aumentan la velocidad de reaccion. Presentan
una alta especificidad por sus sustratos, esto les permite seleccionar a una molécula
correcta (selectividad), aun entre moléculas de idéntica naturaleza como los

enantiomeros.
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La actividad catalitica de las enzimas depende de que mantengan su estructura
tridimensional; en esta se forman cavidades, llamadas “sitio activo”, las cuales
muestran afinidad por las moléculas especificas (sustratos) que se convertiran en
productos. La combinacion de grupos funcionales quimicos presentes en estas
cavidades genera un conjunto de interacciones covalentes y no covalentes entre la
proteina y el sustrato, lo cual da lugar a la transformacion del sustrato y genera un
producto. Funcionan a temperaturas y presiones moderadas, ambientales en muchos

casos, reduciendo asi el impacto econdmico asociado a la necesidad de energia.

Como cualquier catalizador, al finalizar la transformacion del sustrato y liberarse el
producto del sitio activo, la enzima regresa a su estado original y puede involucrarse
en un nuevo ciclo de catalisis ya que las concentraciones que se utilizan son muy
pequefias y no se consumen en el proceso.3! Se pueden usar durante varios ciclos de
un proceso, siempre que se cuente con los métodos adecuados para recuperarlas.
La naturaleza proteica de las enzimas las hace de facil biodegradacién al final de su

vida (til, reduciendo asi la generacion de desechos recalcitrantes.3?

El disolvente natural de las enzimas es el agua, por lo que su utilizacién no implica
el uso de disolventes organicos. Sin embargo, en caso de ser necesario, las enzimas

también pueden trabajar en presencia de estos disolventes.

En las bacterias existen varios tipos de enzimas que son requeridas para su
crecimiento y replicacion, algunos ejemplos de estas en enzimas son la enzima NAD-
deshidrogenasa, que participa en el transporte de electrones y generacion de
adenosin trifosfato (ATP), para esta Ultima, también se utiliza la ATPasa de

membrana; enzima que cataliza la reaccion reversible entre adenosina (ADP) y ATP.
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En las bacterias aerobias, la reduccion de oxigeno genera radicales libre que son
muy toxicos para las bacterias, entre los mas importantes se encuentra el superoxido,
el cual es reducido a peroxido de hidrégeno (el cual también es toxico) por la
superéxidodismutasa, que a su vez es reducido a oxigeno molecular y agua por la

enzima catalasa y peroxidasa.

Para la regulacién del metabolismo de las bacterias, se debe saber que no solo
esta regulado por reacciones, sino también por la concentracion de los nutrientes en
el medio y de eso se encargan las enzimas, como ejemplo la enzima
fosfofructoquinasa la cual es activada o inhibida segun la relacién de ATP y ADP,

regulando asi la produccién de glucosa.®?

También existen las fosfatasas, enzimas que catalizan la eliminacion de grupos

fosfato (PO43)y dan lugar a la sintesis de acidos nucleicos y fosfolipidos.

En el cuerpo humano existen 6 tipos de enzimas, una de ellas son las
oxidorreductasas que catalizan reacciones de 6xido reduccion. La mayoria de estas
enzimas se llaman deshidrogenasas,® ejemplos de éstas son las
aldehidodeshidrogenasas que es la enzima responsable de la oxidacion de los

aldehidos a sus respectivos acidos carboxilicos.

1.4 Aldehido deshidrogenasas (ALDHSs)

Los aldehidos (2) son grupos funcionales formados por carbonilos (C=0)
enlazados a un atomo de hidrégeno y una cadena R que puede ser alquilica o arilica.
Tiene un enlace 1T entre carbono y oxigeno, y es electrofilo debido a la presencia del
orbital T*. Son compuestos altamente reactivos, se utilizan en procesos de sintesis
como intermediarios o productos y se generan en seres vivos a partir de precursores

enddgenos y exdgenos.3®
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Figura 2. Estructura de aldehido.

Los aldehidos son altamente toxicos para las células aun en concentraciones
bajas, debido a que interaccionan con los grupos aminos de las proteinas, por ello
existen enzimas que los convierten en sus derivados de acidos carboxilicos los cuales
no son toxicos. Algunas de estas enzimas son las aldehido deshidrogenasas (ALDHS).
Estas enzimas se distribuyen ampliamente de las bacterias a los humanos. Su
actividad se observ6 hace 50 afios y a partir de esto muchos tipos de ALDHSs han sido
caracterizadas basandose en sus caracteristicas fisicoquimicas, propiedades

enzimoldgicas, localizacion subcelular y su distribucion tisular.36

El sistema de nomenclatura para los miembros de la superfamilia ALDH se
establecié en 1999. Todos los genes tienen el mismo simbolo raiz "ALDH", seguido
de un nimero ardbigo que indica la familia. La designacion de la familia es seguida
por una letra que representa la subfamilia dada y otro niumero que significa el gen
individual dentro de esa subfamilia. Las pautas se basan en alineamientos por pares
entre secuencias de aminoacidos para cualquier conjunto dado de ALDH. Las
secuencias que comparten * 40% de identidad o mas pertenecen a la misma familia
ALDH. Las secuencias que comparten * 60% de identidad o mas se agrupan en la
misma subfamilia. Las subfamilias y nUmeros de genes se designan cronolégicamente

después de su identificacion.?’

La superfamilia de las ALDHs se divide aproximadamente en 27 familias de
proteinas, las cuales catalizan la oxidacion irreversible de una gran variedad de

aldehidos endogenos y exdégenos a sus correspondientes &cidos carboxilicos,
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utilizando como coenzima al nucleétido de nicotinamida y adenina (NAD+) o el

nucleétido de nicotinamida y adenina fosfato (NADP+).38

0] (0]
HzN/U\(E HZN/lm
X+
'o\ﬁ/o o N H.g-H b 'O\('F?,/o o §
. 0 ;_4 o
HO  OH R)J\H HO  OH " R)\\\O
o) Aldehido 0 Carboxilato
HoN HoN
0=P-0 =N 0=P-0 =
0 N’l&x) 0 ﬁ /,j
0 N 0 N
HO X HO X
X:0OH, PO, X:OH, PO,
NAD(P)* NAD(P)H

Esquema 2. Reaccion general catalizada por las ALDHs.

Algunas ALDHs presentan alta especificidad por aldehidos que son sus
sustratos, mientras que otras utilizan aldehidos con estructuras moleculares

parecidas.

1.5 Aminoaldehido deshidrogenasas (AMADHS)

Se ha encontrado que cinco familias de enzimas ALDHs muestran actividad
como aminoaldehido deshidrogenasa (AMADH), es decir, son enzimas que catalizan
la oxidacion irreversible de w-aminoaldehidos a aminoacidos usando como coenzima
NAD(P)+. Estas son las familias ALDH9 (presentes en animales, bacterias y hongos),
ALDH10 (plantas, algunas bacterias y hongos), ALDH25, ALDH26 y ALDH27 (solo en

bacterias).3°
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1.5.1 Funciones fisioldgicas de las AMADH's bacterianas

Dependiendo del organismo en que se encuentren, las AMADHSs bacterianas
pueden estar implicadas en varios procesos fisiolégicos importantes. Algunas
participan en la oxidaciéon de BAL, ya sea para sintetizar GB,*%4! 0 como parte del
catabolismo de colina como es el caso de P. aeruginosa.? Algunas de las enzimas
reportadas en estas rutas son la y-glutamil-y-aminobutiraldehido deshidrogenasa
PuuC* vy la vy-aminobutiraldehido deshidrogenasa YdcW de E. coli, la 3-
aminopropionaldehido deshidrogenasa de especies de Pseudomonas y de
Arthrobacter**4° y la guanidinbutiraldehido deshidrogenasa de Pseudomonas sp. Los
sustratos usados por estas enzimas son: y-glutamil-y- aminobutiraldehido, 4-
aminobutiraldehido, 3-aminopropionaldehido y 4-guanidinobutiraldehido,
respectivamente. Los productos &cidos de las reacciones catalizadas son
transformados en una serie de reacciones posteriores en succinato, que se incorpora
al ciclo de Krebs. Los sustratos descritos en la tabla 1, son intermediarios metabdlicos

importantes en los organismos procariotas.
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Tabla 1. Aminoaldehidos usados como sustratos de las AMADHSs bacterianas.

Sustratos Estructura Funcion fisiolégica

Betaina aldehido (BAL) O Formado en la ruta de oxidacion

\ /
/',\JQJ\OH de colina,

3-aminopropionaldehido O Formado en el catabolismo de
(APAL) H;N/\)J\H espermina,
Formado en el catabolismo de
espermidina y putrescina, que a
su vez son intermediarios en el
y-aminobutiraldehido o catabolismo de arginina, cuando

.
(ABAL) HSNNJ\H se lleva a cabo por la ruta de la
descarboxilacién

Es un intermediario en el

y-guanidinobutiraldehido 0] catabolismo de arginina cuando
+
(GABAL) Hst/NNJ\H se lleva a cabo por la ruta de
NH deshidrogenacion,

Es un intermediario del

v- ;\‘IH o catabolismo de putrescina y, por
_ 3 H 0z
glutamilaminobutiraldehido O NMH lo tanto, también en el
o o catabolismo de arginina

Es producido en una reaccion de

P 0 rompimiento del aldol del 3-
y- /NMH hidroxi-N6,N6,N6-trimetil-L-lisina
trimetilaminobutiraldehido en la biosintesis de carnitina en
(TMABAL) animales.

Debido a su especificidad relativamente amplia las AMADH pueden estar
involucrados en varios procesos fisioloégicos importantes en organismos como P.

aeruginosa.*® Participan en el catabolismo de arginina, poliaminas*’, carnitina y
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colina®, como fuente de carbono, nitrégeno y energia, y en la sintesis de glicina
betaina (GB), un osmoprotector producido en una amplia variedad de organismos en

respuesta al estrés osmatico.

ZT

(@]

+ /
3
(@)

H,N
g OH O
NH @)
Arginina Carnitina
- T
HO/\/N\ P OH
Colina GB

Esquema 3. Estructuras de moléculas asociadas a las AMADHSs.

Pseudomonas aeruginosa contiene genes que codifican al menos cuatro
enzimas AMADHS, una de la familia ALDH9 y tres de la familia ALDH27. PaKauB es
una AMADH perteneciente a la familia ALDH27 que participa en la oxidacién de
distintos aminoaldehidos como y-guanidinobutiraldehido (y-GABAL), y-glutamil-y-
aminobutiraldehido (y-GLUABAL), y-aminobutiraldehido (ABAL) provenientes del
catabolismo de arginina, putrescina, agmatina*’, espermidina como se muestra en el

esquema 4.48

NH
H N/\/\/N\\l/NHZ H2N/\/\N/\/\/ 2
2 H
NH,

Agmatina Espermidina

Figura 3. Estructura quimica de agmatina y espermidina.
Dada la importancia de estas rutas, consideramos que la enzima PaKauB es

importante para la defensa y supervivencia de la bacteria y que, incluso, podria ser un

blanco potencial de farmacos.
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y-glutamilputrescina
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NH3+ + H202
NHs" 0
O N
N S
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y-glutamil-y-aminobutiraldehido

NAD(P)*
PaKauB
NAD(P)H
NH* H o)
'OMNMOH
o) o]

y-glutamil-y—aminobutirato
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N NH
HzN/\/\/ Y 2

Agmatina NH,

N-carbamiolputrescina

C Hzo
C02 + NH3+

ADP+ Pi ATP
< NSNS
A
putrescina
O
/« glutamato .
- HsN
> 3 \/\)J\OH

N o

y-aminobutirato

o

succinato semialdehido
NAD?*, H,O

NADH, H*

0O
Ciclo de Krebs -—— HO\H/\)J\OH
0

succinato

Esquema 4. Ruta de glutamacion propuesta para el catabolismo de la putrescina.
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1.5.2 Especificidad de las AMADH’s por el sustrato aldehido
Los aldehidos que se utilizan como sustratos por las AMADHSs tienen en su
estructura un atomo de nitrdgeno correspondiente a grupos con carga positiva como

grupos amonio, amonio cuaternario o guanidino.*®

La especificidad por el sustrato de las AMADHSs radica en el reconocimiento de
este, en un sitio conformado por tres o cuatro residuos aromaticos denominado "caja
aromatica” donde mediante interacciones de tipo cation-1r, las nubes electrénicas de
los residuos aromaticos dan estabilidad al grupo que tiene la carga positiva, de manera
similar a los receptores de acetilcolina; ademas todas las AMADHs exhiben una
superficie de potencial electrostatico negativo en el tinel de entrada del aldehido®°,
debido a los grupos carboxilo e hidroxilo de la cadena lateral o los grupos carbonilo
de la cadena principal. Se sabe que los residuos de serina y glutamato estan

relacionados con actividad catalitica de la enzima PaKauB.

@)
|

Acetilcolina
Figura 4. Estructura quimica de acetilcolina.
1.6 Estrategias sintéticas para la sintesis de aminoaldehidos
Para poder estudiar la especificidad de las AMADH’s en el reconocimiento por
el sustrato aldehido es necesario obtener diversos aldehidos, los cuales muchos no
se encuentran comercialmente disponibles y es necesario obtenerlos mediante

sintesis quimica.
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1.6.1 Reactividad de los aldehidos.

Para abordar el estudio de la sintesis de aminoaldehidos se debe tomar en
cuenta que los aldehidos son susceptibles a oxidacion espontanea y ataques
nucleofilicos indeseables, por ejemplo, el ataque de un grupo amino, lo que disminuye
rendimientos y pureza de productos en las reacciones y procedimientos donde se

manipulen estos compuestos.

Una manera muy eficaz de evitar estas reacciones indeseables es convertir los
aldehidos en acetales, por ser menos propensos a la oxidacion y son estables en
presencia de bases y nucledfilos fuertes. Estos se preparan a partir de los aldehidos
correspondientes y dos moléculas de alcohol con catalisis acida con la pérdida de una
molécula de agua, o bien por acetalizacion inducida con cantidades cataliticas de a-
qguimotripsina de los aldehidos en presencia de los correspondientes alcoholes bajo

condiciones neutras y con altos rendimientos.>!

Cuando se requiere el aldehido inicial, el acetal puede ser hidrolizado al
aldehido original con catélisis acida en presencia de agua. Esta facil interconversion

hace a los acetales atractivos como grupos protectores de aldehidos.

Suelen emplearse etilenglicol para generar los compuestos 1,3-dioxolano, o
1,3-propanodiol para generar los compuestos 1,3-dioxano. Se utilizan como grupos
protectores en sintesis organica y algunos compuestos naturales tienen acetales en

sus moléculas.
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_R
o
H
o+ _ — R” O
R4—OH i
R "H -H,0 R,
Cat. acida
Aldehido Dialquilacetal
o H,0 N
L+ HO~g, <2 )\o
R H — R
-H2’O. 1,3-dioxolano
Aldehido Cat. acida
0 H,O O/j
J + ho ™~ —— L
R H -H,0 R (0]
Cat. acida .
Aldehido 1,3-dioxano

Esquema 5. Conversion de aldehidos a acetales con catdlisis acida.

La desventaja de estos grupos protectores es la baja estabilidad en medios
acidos y pierden una molécula de agua, por lo cual, siempre se deben buscar

condiciones para eliminar el agua del seno de la reaccién.

En el siguiente ejemplo se muestra el uso de los acetales como grupos
protectores en sintesis organica; debido a que un reactivo de Grignard reacciona mas
facilmente con una cetona que con un éster, por lo que se debe cetalizar la cetona
previamente a la reaccién con el reactivo de Grignard, esto no se podria hacer sin un
grupo protector porque los reactivos de Grignard reaccionan con mayor velocidad con

las cetonas que con los ésteres.5?
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CH; OH
o o HO CHs
_CHj CH3;MgBr CH3
(0] e
H;0*
ro3 0

o_ 0O
O O HO/\/OH _CHj
_CHj; 0
(@) e
H30"
\ CH;MgBr

Q  oH H,0*  O__O OMgBr
CHy, — <~——— CHs
CH3 CH3

Esquema 6. Proteccion de cetona con acetal.

Otros grupos protectores que, como las iminas, las hidrazonas sustituidas, las
oximas y semicarbazonas por mencionar algunos, pueden ser utilizados. La formacion
de estos grupos protectores se basa en el caracter electrofilico del grupo carbonilo, el
cual debido al efecto inductivo del oxigeno este es capaz de aceptar un par electrénico
de un nucledfilo como un grupo NH (de amina, hidrazina, hidroxilamina o una
semicarbazida) en donde se lleva a cabo una reaccion de condensacion con la pérdida

de una molécula de agua.

Pagina 23|54



UNAM-FES Z

.R”
NH ——
- 2 |
R -H,0 R)
Amina .
Imina
/H H
HoN" "R’ N’N\R’
-
o Hidrazina -H,0 R
)k Hidrazona
R H *+
Aldehido
.OH N’OH
H,N J
Hidroxilamina -H,0 R
Oxima
N NH H
- 2 _N NH,
H2N \H/ - \l‘(

N
J 0

o -H,0 .

Semicarbazida .
Semicarbazona

Esquema 7. Reacciones de condensacion entre el grupo aldehido y algunos grupos nucleofilicos NH.

Otra estrategia para la obtencion de aminoaldehidos es la oxidacién de
aminoalcoholes N-protegidos para obtener los aminoaldehidos N-protegidos
correspondiente. El principal oxidante reportado es el periodinano de Dess-Martin
(DMP)53: 54,55 gunque también se encuentran reportados métodos enzimaticos muy

eficaces como el uso de la cloroperoxidasa (CPO) .

ROR
AcO_QAc  Alcohol HOAc ;]/ OAc HOAc o OAc
|—OAc >|—OAc |
C” T e O
0] (0] (@)

Esquema 8. Sintesis de aldehido mediante la oxidacion de un alcohol.
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NHCbz DCM,rt NHCbz

Esquema 9. Oxidacion del Benciloxicarbonil (Cbz)-(S) fenilalaninol®” a su respectivo aldehido utilizando
periodinano de Dess-Martin.

O

Cbz N~ Cloroperoxidasa (CgO) Cbz. &)J\
N H,O,/ t-BUOOH N H

Esquema 10. Oxidacion catalizada por CPO de N-Cbz-3-aminopropanol a N-Cbhz-3-aminopropanal.

También puede usarse compuestos de cromo como el clorocromato de piridinio
(PCC), un complejo de trioxido de cromo con piridina y acido clorhidrico, soluble en
disolventes no polares como DCM,; o el reactivo de Collins que es un complejo de
tribxido de cromo y piridina y que es especialmente util para la oxidacion de

compuestos sensibles a los acidos.

N --H
N ~ (@]
QH | CrCl0; (pce) a
R_?_H / _ R/ \H
H CH,Cl,
Alcohol

Esquema 11. Oxidacion catalizada por PCC de un alcohol primario a un aldehido.

1.6.2 Sintesis de aminas a partir de aldehidos.

Otra estrategia sintética para la obtencion de aminas involucra la reduccién de

iminas u oximas.

o) H.--_H Raw:- Ho R.w--_H
B e T T P
"R R R)\R R/s\R

1 2 1y R
Aldehido ;
0 Amina Imina Amina
cetona

Esquema 12. Sintesis de aminas mediante reduccién de iminas.
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. H ..

o e 1-OH N
Pt LA NTR®: N H, cat Ry NH,
R R ! )l\ i
1 2 H Rl R OL|AIH4 RZ
Aldehido Hidroxilamina Oxima

o]
cetona

Esquema 13. Sintesis de aminas mediante reduccién de oximas.

Otra estrategia a la que se puede recurrir para la obtencion de amino
compuestos es la reduccién de grupos nitro,%® 5 mediante condiciones de reduccién
con un metal en medio acido NH4Cl / Zn, uso de sulfuros de amonio o hidrogenacion

catalitica con H2/Pd/C, Hz/Ni-Raney o N2H4/Mg.

_HNO; NO, Ha, Ni-Raney
TH,S0,

EtOH
1-nitrobenceno Anilina

NH,

Benceno
Esquema 14. Reduccién de nitrobenceno a anilina.
Una metodologia general para la sintesis de compuestos aminocarbonilicos es
la sintesis de Gabriel que se utiliza para la sintesis de aminas primarias en dos etapas
a partir de halogenuros de alquilo, en las que la ftalimida de potasio se alquila primero

y la N-alquilftalimida se hidroliza posteriormente.®°

HCI (o) cl
PN —— 8
80°C NH;
6-Bromo-2-hexanona
_ Clorhidrato de
N-alquil ftalimida 6-amino-2-ciclohexanona
(0]
Ftalimida
de potasio

Esquema 15. Obtencién de 6-amino-2-hexanona mediante la sintesis de Gabriel.
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Otro método para introducir grupos amino con el aumento de un atomo de
carbono consiste en la sustitucion del ion cianuro ("CN) sobre halogenuros de alquilo

para generar el nitrilo (R-CN) y posterior reduccién de nitrilo para generar la amina.

o B LiAIH,
R-X + CEN —> R-CEN ———> R7 nH,
H,/Pd/C
Halogenuro o o gianuro Nitrilo Amina con un atomo

tosilato de carbono adicional

Esquema 16. Obtencién de una amina a partir de un halégeno.

El ion cianuro (CN") es un buen nucledfilo, desplaza los grupos salientes de los
halogenuros vy tosilatos de alquilo primarios y secundarios no impedidos dando lugar
a un grupo nitrilo (R-CN) como producto. Los nitrilos se reducen a aminas primarias
usando cantidades estequiométricas de agentes reductores como el hidruro de litio y
aluminio (LiAlH4) o por hidrogenacion catalitica. Por ejemplo, se ha reportado que el
complejo Co promueve la hidrogenacién en condiciones suaves a 80 °C bajo 50
bar/H2. Tradicionalmente, los catalizadores de metales nobles como Pt/C y Pd/C se
han utilizado para la hidrogenacion de nitrilos, que generalmente demostraron una alta
actividad catalitica.* Se pueden sintetizar aminas a partir de nitrilos entonces en el
caso de los aminoaldehidos se pueden preparar a partir de nitriloacetales o

nitriloaldehidos.

1.6.3 Estrategias sintéticas para dietilacetal de y—glutamil-y-aminobutiraldehido.
El y-glutamil-y-aminobutiraldehido es uno de los sustratos mas importantes
para el estudio de la PaKauB, este compuesto se genera por hidrolisis acida del
dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido en forma previa a los ensayos con la
enzima, de esta manera se mantiene el dietilacetal en forma estable por tiempo

indefinido sin presentar degradacion.
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Uno de los sustratos de PaKauB més interesantes y poco disponibles es el y-

glutamil-y-aminobutiraldehido que se genera in situ a partir del dietilacetal de y-

glutamil-y-aminobutiraldehido, el cual, mediante un analisis retrosintético, se dedujo

que las materias primas adecuadas para la obtencion de la amida correspondiente es

el acido glutamico y el correspondiente aminoacetal.

O )
O
NH,

o)

g

Dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido

o) o)
o)
ro NH,
4-aminobutiraldehido Acido glutamico

dietil acetal

Esquema 17. Retrosintesis de dietilaceetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido.

1.7 Acidos carboxilicos y reactividad

A la combinacién de un grupo carbonilo y un hidroxilo se le conoce como grupo

carboxilo. Los compuestos que contienen el grupo carboxilo son claramente acidos

por su capacidad de donar protones por disociacion y se les llama acidos carboxilicos.

A la base conjugada del acido carboxilico se le conoce como ion carboxilato, un ion

que se estabiliza por resonancia y por lo tanto esta favorecida la donacion del proton.
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2 SR S G
+
+
R” “OH R)ko Rko
] Proton
Acido carboxilico ion carboxilato

Esquema 18. Disociacion del acido carboxilico.

Los derivados de acidos carboxilicos son compuestos que por medio de una
hidrolisis ya sea acida o basica producen acidos carboxilicos. Los derivados de acido

son, en orden de reactividad, los halogenuros de acido, los anhidridos, ésteres, nitrilos

y amidas.
Halogenuro de Anhidrido Ester Nitrilo Amida
acido
0 o 0 0 R-CN Q
1 C.
R/C\X R/C\O/C\R R/C\O/R R” NH,

Esquema 19. Derivados de acidos carboxilicos.

1.8 Sintesis de amidas
Las amidas representan uno de los grupos funcionales mas comunes en la
guimica organica, medicinal y de materiales, y también se encuentran en todos los

péptidos y proteinas.

i 2 & R
_C. C. .R AN
R™~ NH, R™N RN
H R
Amida primaria Amida secundaria Amida terciaria

Esquema 20. Tipos de amidas.

Las amidas se obtienen a partir de derivados de acidos carboxilicos activados
a través de una reaccion de sustitucion nucleofilica con aminas. Entre los derivados
de acidos carboxilicos mas utilizados en la sintesis de amidas se encuentran los
cloruros de acilo y los anhidridos.
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La amidacion de los acidos carboxilicos a través de los cloruros de acilo suelen
ser un proceso de dos pasos, que implica primero la conversién del acido en el cloruro
de acilo seguido del acoplamiento con la amina. Para el caso de los anhidridos suele
ser un proceso similar en dos pasos: la formacion del anhidrido desde el acido

carboxilico y el posterior acoplamiento con la amina.

La conversion de los acidos carboxilicos en cloruros de acilo se lleva a cabo
utilizando diversos reactivos, como el cloruro de benzolio, dicloruro de ftaloilo, cloruro

de tionilo o cloruro de oxalilo.62

Esquema 21. Sintesis de amidas, utilizando cloruro de tionilo como activador del &cido carboxilico.

Para el caso de los anhidridos de acido estos se pueden formar por tratamiento

térmico con anhidrido acético o con un halogenuro de acilo en presencia de una base.

-AcOH O O reacccion de @)
EE——— EEEE—
o )J\OJ\ Rkok aminélisis R)k NR'R”
)k anhidrido acético
R OH t
Acido carboxilico o o
o) -HClI reacccion de O

Sl R

\NACI R™ O aminolisis R” ONR'R”

halogenuro

de acilo

Esquema 22. Sintesis de amidas a partir de anhidridos de acidos carboxilicos.
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2 Planteamiento del problema
Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista en humanos que
constituye un grave problema de salud debido a las infecciones, principalmente
nosocomiales que produce en especial, en pacientes con enfermedades severas o

con inmunodeficiencia.

Estas enfermedades se complican debido a la resistencia que tiene a los
antibiéticos comunmente utilizados en la practica médica. De aqui que surja la

necesidad de nuevos farmacos capaces de superar esta resistencia bacteriana.

Existen estudios que sugieren que P. aeruginosa es dependiente de la actividad
de la enzima PaKauB para subsistir bajo las condiciones de los sitios de infeccion, por
lo que PaKaub puede ser un potencial blanco para el desarrollo de nuevos

tratamientos contra infecciones de P. aeruginosa.

Es necesario identificar los sustratos de la enzima y la caracterizacion de la
actividad enziméatica de PaKauB. Por lo que es necesaria la sintesis de una serie de
aldehidos con atomos de nitrégeno espaciados por una cadena de uno a cuatro

atomos de carbono.
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3 Hipotesis
Es posible sintetizar el dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido como
precursor in situ del y-glutamil-y-aminobutiraldehido a partir del acido L-glutamico y el

dietil acetal de 4-aminobutiraldehido para el estudio de potenciales sustratos de la

enzima PaKauB.
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4 Objetivos
4.1 Obijetivo general
Sintetizar el dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido como potencial

sustrato de la PaKauB.

4.2 Objetivos particulares

» Establecer metodologias adecuadas para la sintesis de los precursores de
dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido.

» Realizar la caracterizacion de los compuestos intermediarios sintetizados.
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5 Material y métodos
5.1 Reactivos

» Dietilacetal de 4-aminobutiraldehido
= Acido clorhidrico

= Acido L-glutamico

= Alcohol bencilico

* Anhidrido acético

= Carbonato de sodio

» Cloroformiato de bencilo
= Cloruro de pivaloilo

= Ninhidrina

» Paladio/C al 5%

= Sulfato de sodio anhidro

=  Trietilamina

5.2 Disolventes

= Acido acético

= Acetato de etilo

» Diclorometano anhidro

= Heptano

» Hidréxido de amonio (20-30%)
» Isopropanol

= Metanol

»  Metil tert-butil éter

= Tolueno

5.3 Material

= Capilares

= Céamaras de elucion

» Columnas cromatograficas

*» Embudos de diferentes didametros

» Embudo de adicion de diferentes capacidades
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Embudos de separacion de diferentes capacidades
Equipo de destilacion simple

Mangueras para vacio

Manometro

Matraz esférico de tres bocas diferentes capacidades
Matraz esférico de diferentes capacidades

Matraz Erlenmeyer de diferentes capacidades
Micropipetas de 10, 200, 1000 pL

Papel indicador de pH

Pipetas Pasteur

Pipetas graduadas de diferentes capacidades
Probetas de diferentes capacidades

Pinzas de tres dedos

Refrigerantes

Soporte universal

Termdmetro de -10 a 250 °C

Termometro de alcohol -20 a 20 °C

Trampa de humedad

Tubos Eppendorf de 0.6 y 1.5 mL

Vasos de precipitados de diferentes capacidades

Frascos de hidrogenacion de diferentes capacidades

Equipos e instrumentos

Agitador mecanico

Balanza analitica BEL Engineering

Balanza semianalitica Denver Instrument

Bomba de alto vacio

Canastillas de calentamiento

Equipo de RMN 300 MHz (*H) y 75 MHz (*3C) Eclipse Jeol
Espectrofotdmetro de masas Jeol AX505HA

Estufa

Lampara UV 254/366 nm

Parrilla de agitacion y calentamiento
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Recirculador de agua Lauda K2RD
Reostato Staco Energy
Rotavapor Buchi R-124

Técnicas experimentales
Cromatografia
Destilacion
Extraccion
RMN !H (Resonancia Magnética Nuclear 'H)

RMN 13C (Resonancia Magnética Nuclear *3C)
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6 Parte experimental
Los espectros de RMN 'H y de *°C del dietilacetal de y-glutamil-y-
aminobutiraldehido se obtuvieron en un equipo Bruker Avance 1l de 500 MHz de

intensidad de campo. El espectro se realizé en DO como disolvente.

6.1 Sintesis de dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido (1)
6.1.1 Acido N-((benciloxi)carbonil)-L-glutamico (2)

O (0] 0 o)

Ao, Oy prese bl
NH, © ol H,0 NHCbz
2

A un matraz esférico de tres bocas de 250 mL provisto de agitacion mecanica,
termometro y embudo de adicion, se adicionaron 7 g (47.6 mmol) de &cido glutamico,
156.8 mL de agua y 20.16 g (190.4 mmol) de carbonato de sodio. Posteriormente el
matraz se coloc6 en bafio de hielo, al alcanzar 0 °C, se adicion6 gota a gota durante
2 horas 10.22 mL (71.4 mmol) de cloroformiato de bencilo, cuidando que la
temperatura no aumentara, se retiré el bafio de hielo y se dej6é en agitacion por 2
horas. Se verifico el avance de la reaccion por CCF [iPrOH/NH4OH (20-30%) 7:3 v/v],
utilizando ninhidrina como revelador. La mezcla de reaccion se transfirio a un embudo
de separacién y se lavé con AcOEt (2x20 mL), la fase acuosa se acidificé hasta pH =
3 con HCI 1N, se extrajo con AcOEt (3x20 mL), se lavé la fase organica con salmuera
(1x20 mL), se seco6 sobre Na2S04 anhidro, se concentré y se llevo a sequedad con

vacio. Se obtuvieron 12.7 g (95% de rendimiento) de un solido blanco.

6.1.2 Anhidrido N-((benciloxi)carbonil)-L-glutamico (3)
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(0]
(0] (0] 0 o o
—_—
HO OH + /JLO/H\

NHCbz 0

2 HN
Cbz

3

A un matraz esférico de 100 mL provisto de agitacion magnética se adicionaron
12.61 g (44.86 mmol) del compuesto 2 y 43 mL de anhidrido acético. Se calenté a 70
°C durante 4 horas y se verifico el avance de la reaccion por CCF
(MTBE/Heptano/AcOH, 2:1:0.1 v/v). Se concentrd y se llevé a sequedad con vacio

hasta obtener 11.68 g de un producto oleoso naranja (99% de rendimiento).

6.1.3 Acido N-((benciloxi)carbonil)-L-glutamato de bencilo (4)

(0]
(0] (0]
(@] Tolueno
+ @ oluenc Howo
o) HO _NH
HN Cbz
Cbz

3 4

A un matraz esférico de 250 mL provisto de agitacibn magnética se adicionaron
11.68 g (41.55 mmol) del intermediario 3, 100 mL de tolueno y se agit6 a 60 °C hasta
disolucién. Se adicionaron 4.8 mL de alcohol bencilico, se calentd a 100 °C por 3 horas
y se verificd el avance de reaccién por CCF (MTBE). Se concentrd en el rotavapor y
se llevé a sequedad con vacio. Se purificd por cromatografia en columna (Heptano-

MTBE, 1:1 v/v) obteniendo 6.5 g de un sdlido blanco. (40% de rendimiento).
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6.1.4 N2-((benciloxi)carbonil)-N°-(4’,4’-dietoxibutil) glutaminato de bencilo (5)

(0] (0] (0] (0]
HO)J\/\‘/U\O 1) PvCl/ Et3N VOYV\NWO
~NH CH,ClI ~.© " ~NH
Cbz 2Ll Cbz
4 O\/ 5
2 N>
O\/

A un matraz esférico de tres bocas de 100 mL provisto de agitacibn magnética
y termometro se adicionaron 1.5 g (4.02mmol) de 4, 25 mL de diclorometano anhidro
y 1.22 mL (8.78 mmol) de trietilamina. Se enfrié a 0 °C, se adiciond 540 pL (4.41 mmol)
de cloruro de pivaloilo y se agité por 15 minutos. Se verificd el avance de la reaccion
por CCF, realizando el quenching en MeOH (MTBE/Heptano, 1:1 v/v). Se procedi6 a
adicionar 780 uL (4.38 mmol) de dietilacetal 4-aminobutiraldehido y se agité por 10
minutos. Se verifico el fin de la reaccion por CCF (MTBE/Heptano, 1:1). La mezcla de
reaccion se transfirio a un embudo de separacion y se lavo con salmuera (3x15 mL),
se seco la fase organica sobre Na2SO4 anhidro, se concentro en el rotavapor y se llevo
a sequedad con vacio. Se purificé por columna (Heptano-MTBE, 1:1) y el producto

resultante se dejo en solucion.

6.1.5 Dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido (1)

o) o) H, o) o)
\/Ow/\/\NJ\/\l)J\O/\Q Pd/C (5%) \/ONNWOH
~_O M N MeOH ~_O NH,
5 1

A la solucion del compuesto 5 se le adicioné una parte de metanol, 100 mg de
Pd/C al 5% y se coloco en el hidrogenador con 60 Ib de presion inicial y finalizé con
59 Lb. Se verifico el término de la reaccion por CCF (MTBE/Heptano, 4:1), la misma

placa se eluy6 nuevamente [iPrOH/NH4OH 7:3 v/v] y se revelo con ninhidrina. Se filtrd
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sobre celita, se concentro y se seco con vacio. Se obtuvieron 134 mg (53%)) de sélido
blanco p.f. 170 °C con descomposicién. RMN-H (500 MHz, D20) & 4.56 (t, J = 5.6 Hz,
1H), 3.72 — 3.58 (m, 3H), 3.58 — 3.44 (m, 2H), 3.12 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.41 — 2.21 (m,
2H), 2.04 (dd, J = 14.1, 7.7 Hz, 2H), 1.60 — 1.51 (m, 2H), 1.51 — 1.40 (m, 2H), 1.10 (t,
J = 7.1 Hz, 6H). RMN-13C (126 MHz, D20) & 174.44, 173.85, 102.85, 62.56, 54.12,

38.95, 31.57, 30.39, 26.52, 23.48, 14.29.
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Acido N-
(benciloxicarbonil)
glutamico (2)

Anhidrido N-
benciloxicarbonilglutdmico

®3)

Acido N-benciloxicarbonil-
1-benciloxil-5-L-glutamico

(4)

Glutaminato de N2-
(benciloxicarbonil)-N5-
(4’,4’-dietoxi)-1-
butilbencilo (5)
Dietilaceta de y-glutamil-y-
aminobutiraldehido | (1)

Caracterizacion

aminobutiraldehido (1).

espectroscopica  del

7 Resultados

ESTRUCTURA

O @]
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0] 0]
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NH
Cbz”
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~ Cbz”
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\/OWNWOH
~_O H NH,

Dietilacetal

UNAM-FES Z

RENDIMIENTO

12.7 g (95%)

11.68 g (99%)

6.5 g (40%)

Se empled sin

purificar.

134mg (53%)

de  y-glutamil-y-

Se obtuvieron los espectros de RMN de 'H y de 13C (DEPTQ 135) dietilacetal

de y-glutamil-y-aminobutiraldehido (1). Se muestran en la figura 5y 6 respectivamente.
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GWHBAL
GWHBAL
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24032021 55 i)
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Figura 5. Espectro de RMN-'H para el dietilacetal de y -glutamil-y-aminobutiraldehido (1)
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Figura 6. Espectro de RMN-13C (DEPTQ-135) para el dietilacetal y -glutamil-y~aminobutiraldehido (1).
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El compuesto (1) obtenido en el laboratorio, una vez que fue caracterizado se
envio al Laboratorio de Estructura, Funcion y Evolucion de Proteinas, del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM para ser

evaluado como potencial sustrato del enzima PaKauB de Pseudomonas sp.
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8 Andlisis de resultados

Para la preparacion de la amida 1 se probaron dos rutas, en la primera se protegio
la amina del &cido L-glutdmico con FmocCl, de acuerdo con las condiciones
establecidas por Greene and Wuts®® obteniendo el compuesto 6. Posteriormente se
sintetiz6 el anhidrido ciclico 7,%* se adiciond el dietilacetal 4-aminobutiraldehido, con
el objetivo de que se adicionara sobre el carbonilo menos impedido y se generara la
amida 8, sin embargo, se obtuvo la amida 9< por lo cual se cambid la ruta de sintesis
por una donde se realiz6 la apertura del anhidrido ciclico con alcohol bencilico para
generar el éster sobre el carbonilo de la posicién 1 y funcionalizar el carboxilo de la
posicion 5 hacia la formacion de la amida (esquema 23). Dado que el éster bencilico
se puede hidrogenolizar para formar el acido carboxilico correspondiente, se optd por
cambiar también el grupo protector N-Fmoc por el grupo protector N-Cbz, el cual
también se remueve en condiciones de hidrogendlisis, por lo que se buscoé realizar

dos transformaciones en un paso de sintesis.
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(0] (0]
(0] 0] (0] (0] O
FmocClI
A
HO OH > HO OH I——

NH, Os_NH
e
6
L
/\0)\/\/NH2 LO
/\O)\/\/NHZ
o) o]
Y

S0
S0
Esquema 23. Ruta de sintesis inicial que se plante6 para el compuesto 1.

Esta nueva ruta comenzé protegiendo la amina del acido glutamico con
cloroformiato de bencilo obteniendo el compuesto 2 de acuerdo con lo reportado por
Nirmalahrudaya C.%> Pero cambiando el disolvente por diclorometano anhidro.
Después se sintetizo del anhidrido ciclico 3, por tratamiento del compuesto 2 con Ac20
a temperatura ambiente,®’ sin embargo, la reaccion no finalizé durante las dos horas
gue reporta el autor, por lo que se extendio el tiempo de agitacién. Se observo avance
de reaccion hasta las 24 horas pero no se dio la conversion total de la materia prima.
Debido a esto, se modific el proceso calentando la mezcla de reaccion a 70 °C por 4

horas, confirmando el fin de reaccion.
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Se continud con la apertura del ciclo 3 con alcohol bencilico en tolueno para
obtener el éster 5.°8 Este se intentd purificar mediante extracciones acido-base, sin

éxito, por lo que se purificé por columna cromatografica.

Para realizar el producto 5 (el esquema se muestra en la seccion 7 “parte
experimental”) se siguié la metodologia descrita por Lépez-Ortiz M.%¢ La purificacion
de este producto se realizd por cromatografia en columna, donde después de
concentrar las fracciones se observo una impureza en el punto de aplicacion, la cual
no se caracteriz6. Después de varios lotes se infiri6 que el calentamiento en el
rotavapor era la causa de la descomposicion del producto y se opt6 por no concentrar

dejando el producto puro en solucion y dar paso a la hidrogenacion catalitica.

Para realizar la hidrogendlisis®’ del grupo protector N-Cbz y del éster bencilico, se
utiliz6 Pd(OH)2 como catalizador y AcCOEt como disolvente. La reaccion durd dos horas
y media, sin embargo, no se obtuvo el rendimiento esperado, por lo que se cambiaron
las condiciones de reaccion remplazando el catalizador por Pd/C al 5% y AcOEt por
la mezcla MeOH y MTBE observando que el tiempo de reaccién disminuyo a una hora.

Al verificar el producto en placa se observé que no se tenia impureza alguna.

Con respecto a la caracterizacion espectroscopica del compuesto final (1), en la
figura 7 se muestra el espectro de RMN-'H del dietilacetal de y-glutamil-y-
aminobutiraldehido (1) que se obtuvo en un equipo Bruker Avance lll de 500 MHz de

intensidad de campo. El espectro se realiz6 en D20 como disolvente.

En 4.5 ppm se observa un triplete que integra para 1H el cual corresponde al
protdn del metino del acetal (posicion 3), en la zona entre 3.70-3.61 ppm aparece un
conjunto de sefiales que integran para 3H, dichas sefales corresponden a un doble

de dobles que aparece en 3.68 ppm e integra para 1H y corresponde al protén del
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metino o’ del segmento del glutamato. Los 2H que faltan en el intervalo entre 3.70 y
3.61 ppm corresponden a 2H de los metilenos en las cadenas de etilo del grupo acetal
(posicion 2), mientras que la sefial que aparece entre 3.58 -3.48 ppm corresponde a
los otros dos hidrogenos de los metilenos restantes en dicho segmento. La sefial de
3.1 ppm corresponde a los protones del metileno de la posicion vy, la sefial de 2.3 ppm
corresponde a los hidrégenos que se encuentran vecinos al carbonilo de la amida, es
decir, la posicion y‘, mientras que la sefal de 2.0 ppm corresponde a los hidrogenos
diasteroméricos de la posicion B‘ hidrogeno de la posicidon a al carboxilo, las sefiales
alrededor de 1.5 ppm corresponden al sistema de los metilenos a y  del dietilacetal.

Los metilos salen en la sefial de 1.1 ppm la cual integra para 6H (posicion 1).

GWHBAL
GWHBAL
ACC-02/21
1H (250
D20
24032021

«lINH,

A — U T, “ g ,“ “\. ,, l"l'z j‘, 'f ., "

2.8
f1 (ppm)

Figura 7. Espectro de RMN-'H para el dietilacetal de y -glutamil-~aminobutiraldehido (1).
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Se confirmé la presencia de todos los atomos de carbono mediante RMN-13C.
En la figura 8 se muestra el DEPTQ-135. Las dos sefiales que aparecen en 174.4y
173.3 ppm corresponden a los carbonilos de amida y acido carboxilico, la sefial de
102.85 corresponde al carbono del acetal, el de 62.56 ppm corresponde a los
metilenos de los etilos del grupo acetal, mientras que los metilos aparecen en 14.2
ppm. En la zona que aparece entre 40 y 20 ppm aparecen 5 sefiales correspondientes
a los metilenos de la molécula, tres para el segmento del y—aminobutiraldehido y dos
para el segmento del acido glutdmico. El metino del carbono o' del acido glutdmico

aparece en 54.12 ppm.

r1400

GWHBAL T4 ] o N ol R
GWHBAL bl 2 B = & GAGR
ACC-02/21 NN =] S R} A388 T +1200
DEPTQ135 (25C) \/ | | | N bt
D20 1000
24032021
i’
| o 800
+600
+400
-200
T ' :
200
-400
-600
800
i -1000
(o)
+-1200
+-1400
o
/ 1600
+-1800
+-2000
+-2200

T T T T T T T

190 180 170 160 150 140 130 120 110 _ 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura 8. Espectro de RMN-13C (DEPTQ-135) para e dietilacetal de y-glutamil--aminobutiraldehido (1).
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9 Conclusion

Se logré obtener el compuesto dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido
(1).

El compuesto antes mencionado se caracteriz6 por RMN-'H, RMN-13C
(DEPTQ-135).

El dietilacetal de y-glutamil-y-aminobutiraldehido se evalué como un potencial
sustrato de la PaKauB en el Laboratorio de Estructura, Funcion y Evolucion de
Proteinas, Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, Universidad

Nacional Autbnoma de México.
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