<G MG AT 7

< ?In % =

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUiMICA

FORMACION DEL ENLACE PEPTIDICO EN MEDIO ACUOSO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QuimiIcA

PRESENTA
ITZEL CHACON LICONA

TUTOR
DR. RICARDO JORGE CARDENAS PEREZ

CDMX 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: M. en C. José Manuel Méndez Stivalet
VOCAL: Dr. Ricardo Jorge Cardenas Pérez
SECRETARIO: Q.F.B. Ana Adela Sanchez Mendoza
ler. SUPLENTE: Dr. Agustin Palma de la Cruz

2° SUPLENTE: M. en C. Luis Alejandro Diaz Flores

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
LABORATORIO 2 — 8

DEPARTAMENTO DE PRODUCTOS NATURALES
INSTITUTO DE QUIMICA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ASESOR DEL TEMA:

Dr. Ricardo Jorge Cardenas Pérez
SUPERVISOR TECNICO:

Dr. José Antonio Morales Serna
SUSTENTANTE:

Itzel Chacon Licona



indice

Glosario 3
Introduccion 4
Antecedentes 6
Configuracién de los aminoacidos naturales 7
Sintesis de aminoacidos 7
Sintesis de Gabriel y malonica 8
Sintesis de Strecker 8
Sintesis de péptidos 9
Método de Curtius 11
Método de Fischer 12
Anhidridos mixtos 13
Agentes acoplantes 15
Hipotesis 21
Objetivos 21
Objetivos generales 21
Objetivos particulares 21
Analisis de resultados 22
Sintesis de la secuencia BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle-Ala-OBn 22
Condiciones de reaccion 23
Base 24

Pagina 1



Tiempo de reaccion 25

Reaccion de acoplamiento 26
BOC-Leu-Ala 26
BOC-Leu-Ala-Leu 30
BOC-Leu-Ala-Leu-Ala 32
BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle 34
BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle-Ala-OBn 36

Procedimiento experimental 41
Sintesis de BOC-Leu 41
Método para el acoplamiento de BOC-Leu-Ala 42
Método para el acoplamiento de BOC-Leu-Ala-Leu 43
Método para el acoplamiento de BOC-Leu-Ala-Leu-Ala 44
Método para el acoplamiento de BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle 45
Sintesis de tosilato éster bencilico de L-alanina 46

Método para el acoplamiento de BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle-Ala-

OBn 49
Conclusiones 50
Referencias 51

Pagina 2



Glosario

CDMT
TFFH
BTFFH
DFTH
IBCF
DCC
Host
DCU
EDC
BDDC
DIC
BOC
Leu
Ala
lle
OBn
THF
Ccf
RMN
HPLC

2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina
fluoro-N,N,N’,N'-tetrametilformamidinio hexafluorofosfato
fluoro-N,N,N’,N'-bis(tetrametileno)formamidinio hexafluorofosfato
1,3-dimetil-2-fluoro-4,5-dihidro-1H-imidazolio hexafluorofosfato
cloroformado de isobutilo

diciclohexilcarbodiimida

1-hidroxibenzotriazol

diciclohexilurea

N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
bis[[4-(2,2-dimetil-1,3-dioxolil)Jmetol]-carbodiimida
N,N’-diisopropilcarbodiimida

ter-butoxicarbonilamida

leucina

alanina

isoleucina

O-bencilo

tetrahidrofurano

cromatografia en capa fina

Resonancia Magnética Nuclear

Cromatografia de liquidos de alta eficiencia
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Introduccion

En el transcurso de los ultimos afios, el mar con su inmensa diversidad
biolégica se ha convertido en la principal fuente natural de moléculas con
aplicaciones farmacolégicas, lo cual resulta logico si consideramos que Su
extension abarca el 70% del planeta y su diversidad biolégica el 95% de la
biésfera. En la busqueda de organismos marinos productores de moléculas de
interés, la atencidn se centra en especies de cuerpo blando, sésiles o dotadas de
un movimiento lento y primitivos desde el punto de vista filogenético; la
supervivencia de los organismos que las poseen se basa en la generacion de
productos quimicos resultado de un metabolismo secundario de elevada
complejidad, que se utilizan para el ataque y la defensa frente a otras especies. En
un ambiente acuoso, la comunicacion entre organismos vivos depende de la
solubilidad de los compuestos quimicos en agua. Estos compuestos usados en la
comunicacién pueden tener estructuras quimicas complejas y pesos moleculares

elevados.
El estudio de un producto marino consta de varias etapas:

e Recoleccion del espécimen.

e Determinacion de su taxonomia.

e Aislamiento de extractos o moléculas.
¢ Elucidacion estructural.

e Evaluacién de actividad farmacoldégica.

e Disefio de rutas sintéticas de compuestos activos.

En ocasiones no resulta rentable la extraccion de los metabolitos
secundarios de una fuente natural o el cultivo controlado de las especies, cuyo
habitat natural se encuentra en ecosistemas complejos que dependen de otros
organismos. De esta manera, la ruta sintética de un compuesto activo permite

asegurar el suministro, independiente a la fuente natural, de la molécula activa
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para su comercializacion, asi como la optimizacién de sus propiedades quimicas y

farmacoldgicas a través de la sintesis de compuestos semejantes.

Los péptidos ciclicos han jugado un rol crucial en la investigacion
farmaceéutica, se encuentran entre los compuestos precursores mas prometedores
debido a su flexibilidad conformacional y a su alta estabilidad en sistemas vivos,
en comparacion a sus homalogos lineales. Los péptidos ciclicos representan una
familia de metabolitos secundarios producidos por organismos marinos y
microorganismos terrestres!. Los organismos marinos son una fuente rica en
péptidos ciclicos biolégicamente activos?, cuyas estructuras pueden contener
aminoacidos no esenciales como unidad principal dentro del ciclo. La dificultad se
encuentra en aislar cantidades significativas y con alta pureza de estos péptidos

ciclicos para estudios farmacoldgicos y toxicolégicos?.

Con el descubrimiento de péptidos bioldgicamente activos, la sintesis de
estos ha dado lugar a la generacion de innumerables estrategias y rutas de
sintesis, para alcanzar procesos mas eficientes. Es de esperarse que los nuevos
procedimientos sean aplicables a la produccion practica de péptidos*, aunque el
papel clasico de la quimica organica es proporcionar una sintesis inequivoca, lo
cual permanece como una de las principales motivaciones en la sintesis de
péptidos. Las dificultades en la sintesis de péptidos y el sustancial tiempo
requerido para la preparacion de una cadena larga de oligopéptidos siguen siendo
los motivos principales para el desarrollo de técnicas® que permitan la facil
construccion de una cadena mediante simples operaciones repetitivas, las cuales
sean sometidas a mecanizacion y quizas automatizacion. Es asi como a pesar de
que ya existen metodologias establecidas para la sintesis de oligopéptidos, el
tdpico no se encuentra agotado. La utilizacidbn de materias primas costosas o bien
el uso de condiciones especiales de reaccién, son aspectos que también se deben
considerar y que en algunas ocasiones, sobre todo a nivel industrial, no son

accesibles.
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Antecedentes

El término “péptido” proviene de pepsis que significa productos de digestion
de proteinas, denota compuestos relativamente pequefios, los cuales son
similares a las proteinas, excepto que éstas son sustancias de alto peso
molecular. No hay una linea definida entre estos dos grupos de materiales;
moléculas que se encuentran constituidas por 100 o mas residuos de aminoacidos
son usualmente consideradas como proteinas y aquellas que contienen un
namero menor de residuos como péptidos. Sin embargo, la quimica es
esencialmente igual cuando el numero de aminoacidos incrementa en un

compuesto.

Aungque comunmente se indican los aminoacidos como estructuras que
contienen un grupo amino y un grupo carboxilo, ciertas propiedades, tanto fisicas
como quimicas no concuerdan con tales estructuras; presentan una reaccion
acido-base intramolecular y se encuentran principalmente en la forma de un ién
zwitter, son sales internas y por lo tanto tienen propiedades fisicas asociadas con
las sales®. El grupo carboxilico pierde un protén, dando lugar a un i6n carboxilato,
y el grupo amino se protona y da lugar a un ibn amonio, la naturaleza dipolar de

los aminoé&cidos hace que éstos tengan propiedades particulares:

1. A diferencia de las aminas y de los acidos carboxilicos de bajo peso
molecular, los aminoacidos son sélidos cristalinos no volatiles que tienen
punto de fusion o descomponen a temperaturas relativamente altas.

2. Son insolubles en disolventes no polares, mientras que son
apreciablemente solubles en agua.

3. Los aminoacidos son menos acidos que los acidos carboxilicos y menos

basicos que la mayoria de las aminas.
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Configuracion de los aminoécidos naturales

Tal como se obtienen por hidrélisis acida o enzimética de las proteinas, todo
aminoéacido, salvo la glicina, contiene por lo menos un centro estereogénico,
resultando Opticamente activo. En la figura 1 se representa la proyeccion de
Fischer del enantiomero (S) de la alanina, con la cadena de carbonos en la vertical
y el carbono carbonilico en la parte superior; se puede observar que la (S)-alanina
tiene una configuracion similar a la del L-(-)-gliceraldehido, con el grupo amino a
la izquierda de la proyeccion. Como su estereoquimica es similar a la del L-(-)-
gliceraldehido, a los (S)-aminoacidos naturales se les clasifica como L-
aminoécidos (Figura 1).

COOH CHO COOH
){CHs )\\\\\\CHZOH )\\\\\\R
HN H HO H H,N H
COOH CHO COOH
HoN H HO H HoN H
CH3 CH,0OH R
(S)-alanina L-(-)-gliceraldehido  L-aminodcidos
(L-alanina) configuracion (S)

Figura 1. Proyeccion de Fischer del enantiomero (S) de la alanina.

Sintesis de aminoéacidos

La sintesis de aminoacidos es una tarea que rara vez se realiza, ya que
éstos se pueden obtener hidrolizando proteinas y separando la mezcla de
aminoacidos, aunque generalmente los aminoacidos estan disponibles
comercialmente, o bien se podria realizar a través de un método general de

sintesis de aminoéacidos. En la literatura existen descritas una gran cantidad de
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estrategias de sintesis de estos compuestos, entre las cuales sobresalen por su

eficiencia, simplicidad o elegancia las siguientes:
Sintesis de Gabriel y malonica

La sintesis esta basada en el 2-acetamido malonato de dietilo que se puede
aplicar en la mayoria de los casos. La formacién del carbanion con etdxido de
sodio para dar lugar a la C-alquilacion correspondiente, es seguida por
saponificacion de los grupos éster y la hidrélisis de la acetamida con acido
clorhidrico con la concomitante descarboxilacién (Esquema 1).

(0] COOEt COOEt COOH H
)J\ )\ _DNaOEL_ )J\ )< _ONaOH_ )<R calor )<R
N cooe cooer ¢ CI *HaN COOH CI' "HN COOH

Esquema 1. Combinacion de sintesis de Gabriel y malonica.

El clorhidrato obtenido es convertido a la forma de i6n zwitter por
neutralizacion con hidroxido de sodio mientras que el NaCl permanecera en
solucién, el amino&cido libre usualmente se separara en forma de cristal.
importante mencionar que esta sintesis ofrece como producto una mezcla
racémica de los enantiomeros D y L del aminoacido, los cuales pueden ser

separados para obtener las formas enantioméricamente puras.
Sintesis de Strecker

La reaccidon de Strecker, es una reaccion multicomponente para sintetizar
aminoacidos a partir de aldehidos o cetonas. Normalmente, se condensa en
presencia de un cianuro metdlico, catalizador &cido y agua, generalmente cianuro
de potasio, para formar un a-aminonitrilo’, El mecanismo comienza con la reaccién
catalizada del carbonilo con la amina para dar la imina correspondiente, que es
atacada por el cianuro para tener el intermediario nitrilo, el cual se hidroliza
posteriormente para producir el aminoacido correspondiente. Un método bien
establecido para la sintesis de aminoacidos racémicos (Esquema 2).
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Esquema 2. Sintesis de Strecker.

El desarrollo de métodos de sintesis asimétrica de Strecker usando
auxiliares quirales® y catalizadores quirales, tales como carbohidratos (Esquema
3), aminas quirales o bases de Schiff quirales, han demostrado ser un método
selectivo eficiente para la preparacion de aminoacidos.

& H
_RoHo _ Mesien Hs N R
3 Cl
ZnCI/lsnprupanol RO HCOOH >\

0 SnCI,/THF R’ COOCH

Z

R=Piv

I
Ilu

Esquema 3. Sintesis de Strecker usando un carbohidrato como auxiliar quiral.

Sintesis de péptidos

La sintesis general de oligopéptidos®, con una secuencia bien definida de
aminodcidos, resulta ser una tarea poco convencional, a pesar de que pudiera
resultar simple pensar solo en la formacion de una serie de enlaces C-N de amida
para construir la secuencia peptidica deseada; sin embargo, aun existe la
necesidad de llegar a conseguir la perfeccién observada en la naturaleza, sobre
todo cuando se habla de conservar la estereoquimica de los aminoacidos durante

la sintesis en el laboratorio.

A nivel estratégico general, la formacién del enlace peptidico requiere de la
proteccion del grupo amino de uno de los aminoacidos y la proteccién del grupo
carboxilo del otro. En consecuencia quedan disponibles para reaccionar el
extremo amino libre de uno de ellos con el extremo carboxilo libre del otro. Como
producto de la reaccion se tiene un dipéptido protegido en sus extremos amino y

carboxilo, de modo que para continuar con la secuencia peptidica deseada es
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necesario realizar la desproteccion de alguno de los extremos. Esta desproteccion
requiere el uso de otra reaccién quimica adicional, la cual no debe afectar a la
unidn peptidica y debe lograr al mismo tiempo una eficiente eliminacion del grupo
protector. Ademas, en el caso de que alguno o ambos aminoacidos tengan
cadenas funcionalizadas protegidas previamente, la reaccion de desproteccion no
debera afectar tampoco a alguno de estos ultimos grupos protectores. De este
modo, la eleccion de los grupos protectores, tanto en las cadenas laterales como
en los grupos funcionales potencialmente formadores del enlace peptidico, es un
aspecto importante que se debe considerar previamente de manera cuidadosa.

La mayor complejidad en la sintesis radica en otros aspectos, como la
proteccion adecuada de los grupos funcionales que no intervienen en la formacion
del enlace peptidico y en la prevencion de la epimerizacion como reaccion
secundaria durante un proceso de formacidbn de enlace peptidico. La
epimerizacion o racemizacién, es una reaccion secundaria que suele presentarse
en el carbono de la posicion o del extremo carboxilo de un aminoacido activado
durante una reaccion de acoplamiento peptidico, donde ocurre la pérdida de la
quiralidad como consecuencia de la abstraccion del proton; a través de la

formacion de una oxazolona (Esquema 4).

Esquema 4. Esquema del proceso de epimerizacién

Los enlaces amida son sintetizados a partir de la union de acidos
carboxilicos y aminas; sin embargo, energéticamente la formacién de una amida
€S un proceso que requiere temperaturas y condiciones de reaccion que resultan
inadecuadas para muchos péptidos, por lo que la formacion del enlace peptidico

requiere de otras condiciones de reaccion para llevarse a cabo. Esa alternativa es
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el uso de diferentes derivados de los acidos carboxilicos, que desde un punto de
vista energético son compuestos mas apropiados para acceder al estado de
transicion generador del enlace peptidico. Por esta razon, es necesario primero
activar el acido carboxilico, un proceso que usualmente se realiza sustituyendo el
grupo OH del &cido por un &tomo o grupo electroatractor®, el cual haga al carbono
del carboxilo lo suficientemente electrofilico para facilitar el ataque nucleofilico del

grupo amino (Esquema 5).

H\ /R

N
o o ||4 QT I o
)k % )J\ >~ | R =R )J\ R
R OH R X | R N

Esquema 5. Principio del proceso de activacion para la formacién del enlace amida.

Para activar los &cidos carboxilicos, existe una cantidad ilimitada de
opciones de grupos electroatractores y, por lo tanto de métodos de activacion y

acoplamiento de aminoécidos, de los cuales algunos de los mas importantes son:
Método de Curtius

Es el método mas antiguo que ha perdurado y suele ser utilizado aun hasta
nuestros dias. Una de las razones de su uso es la baja racemizacién que
presentan las acil-azidas derivadas de los aminoacidos y péptidos involucrados.
Sin embargo, pueden perder su pureza Optica cuando se encuentran en presencia
de un exceso de base. El método consiste en la formacion de acil-azida de un
aminodacido éster o un péptido a partir de hidracinas, las cuales se pueden obtener
por hidracinélisis de los ésteres correspondientes. El proceso general de
formacion de la acil-azida se lleva a cabo al hacer reaccionar la correspondiente
acil-hidracina con nitrito de sodio y una mezcla acuosa de acido clorhidrico y acido
acético a baja temperatura o bien con un nitrito alquilico en condiciones acidas y

anhidras (Esquema 6).1°

Pagina 11



R CHs } R NH, R
- HoN-NH, e HONQ Ng
MeOH | HCI (ac)/AcOH (ac)
NH NH H NH
z d Z/ z d

Esquema 6. Método general para la formacién de acil-azidas

Este procedimiento ofrece como ventaja la transformacion directa de un
éster metilico a la acil-azida correspondiente, realizandose la transformacion de un
grupo protector a un grupo activante. Sin embargo, las desventajas que presenta
este método es la posibilidad de obtener isocianatos a través de la transposicion
de Curtius y la lenta formacién del enlace peptidico. Para evitar la transposicion es
necesario trabajar a temperaturas bajas y altas concentraciones.

Método de Fischer

Otro de los métodos para formar el enlace peptidico es realizar la activacion
del grupo carboxilo a través de la formacién del cloruro de acilo correspondiente!?,
seguido de la reaccion con un grupo amino bajo las condiciones de Schotten-
Baumann. La formacion de cloruros de acilo se ha realizado con reactivos como el
cloruro de pivaloilo, bicloruro de ftaloilo, cloruro de tionilo, cloruro de oxalilo, acido
tricloroisocianurico y CDMT (2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina), los cuales son
muy agresivos como para ser compatibles con sustratos sensibles, ademas
muchos cloruros de acilo de aminoacidos se ciclan espontaneamente formando
oxazolonas y como consecuencia, se obtienen péptidos racémicos; por lo que el
método es usado en acoplamiento de aminoacidos impedidos estéricamente. De
forma alternativa se han utilizado fluoruros de acido, los cuales son méas estables
frente a la humedad y frente a grupos funcionales labiles en condiciones acidas;
entre los reactivos utilizados se encuentra el acido trifluoroisocianurico, TFFH
(Fluoro-N,N,N’,N'-tetrametilformamidinio  hexafluorofosfato), BTFFH (Fluoro-
N,N,N’,N'-bis(tetrametilen)formamidinio hexafluorofosfato) y DFTH (1,3-dimetil-2-

fluoro-4,5-dihidro-1H-imidazolio hexafluorofosfato) (Figura 2).12
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Cl MeQ R
N%N/yc. N%N/yc. N%N/yp
CI>7N MeO>7N F>7N

Acido tricloroisociandrico CDMT Acido trifluoroisociandrico

\+PF6’ Q PFg \ PFe

N — T
/N\ QN N\

TFFH (X=F) BTFFH DFTH (X=F)
Figura 2. Reactivos generadores de halogenuros de acilo.

Anhidridos mixtos

Uno de los métodos de acilacion méas simples y eficientes es el tratamiento
de aminas u otros nucleofilos con anhidridos de acidos carboxilicos. Para
garantizar que la reaccion de acilacion proceda como se desea, es necesario que
exista una diferencia considerable entre las densidades electronicas de ambos
grupos carbonilos que conforman el anhidrido mixto y que el grupo carbonilo del
aminodacido o péptido protegido sea el centro electrofilico mas fuerte y presente un
menor impedimento estérico. Los anhidridos mixtos resuelven el problema al tener
sélo un grupo carbonilo susceptible de ataque por amina. Los anhidridos mixtos
tales como los anhidridos mixtos del acido isovalérico o trimetilacético (pivalico) se
suelen generar in situ. Asimismo, se han utilizado anhidridos mixtos del &cido
carbonico, que son producidos mediante el uso de cloroformiatos, en presencia de
una base terciaria y el péptido o aminoacido protegido. En estos intermediarios la
electrofilia del grupo carbonilo correspondiente a la parte del 4cido carbdnico se
encuentra reducida por efecto de los dos atomos de oxigeno unidos directamente
al carbonilo. El reactivo mas utilizado para formar los anhidridos del acido

carbonico es el cloroformiato de isobutilo (IBCF) (Figura 3).
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Anhidrido mixto Anhidrido mixto Cloroformiato de isobutilo
del &cido isovalérico del &cido pivalico (IBCF)

Figura 3. Anhidridos mixtos utilizados

Un problema relacionado con los anhidridos mixtos es la formacion de un
subproducto de acilacibn no deseado. La solucién para este problema fue la
utilizacion de anhidridos simétricos, los cuales al reaccionar con un grupo amino
generan un solo tipo de amida. Sin embargo, la pérdida de un mol del aminoacido

0 péptido protegido no resulta viable debido al trabajo y costo relacionado con su
preparacion.

El método resurgié con el uso de la diciclohexilcarbodiimida (DCC) para la
formacién de anhidridos simétricos de aminoacidos protegidos,® utilizando dos
moles del acido carboxilico y un mol de DCC se favorece la formacién de los
anhidridos simétricos que se convierten en las especies predominantes en la

mezcla de reaccion, sin necesidad de aislar el anhidrido (Esquema 7).

2 HN HN NH
OH (6)

py)
py)
Al

N——C——=N

HN——C——NH

O O

Esquema 7. Anhidrido simétrico obtenido con DCC.
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Agentes acoplantes

Una estrategia alternativa para llevar a cabo la activacion del grupo
carboxilo, es la transformacion de la funcion carboxilica en una funcién éster. En
este caso, se tiene la ventaja de que no existe un segundo agente acilante, pues
solo existe un centro electrofilico a diferencia de cuando se usan anhidridos
mixtos. En el uso de ésteres para activar un acido carboxilico existen diferentes
propuestas; una de ellas parte de un modelo en el que un éster metilico se activa
mediante su sustitucion con un grupo fuertemente electroatractor. Una propuesta
para el uso de ésteres activados se relaciona con una analogia bioquimica: el
grupo acetilo presente en la forma de tioéster en la coenzima A'3, se establece
que los ésteres de tiofenilo de aminoacidos protegidos deben solo una parte de su
reactividad al hecho de que sean tioésteres, en mayor grado la habilidad que
presentan para formar amidas bajo condiciones relativamente suaves se debe al
hecho de que sean ésteres de arilo. Como un paso logico se introdujo el uso de
estos compuestos a los cuales, para incrementar su reactividad, se adicionaron
grupos electroatractores al anillo aromatico. Como ejemplo tenemos el uso de
ésteres de p-nitrofenol, los ésteres de pentaclorofenilo y los ésteres de
pentafluorofenilo. Los ésteres activados de pentafluorofenilo son en general mas
reactivos que los ésteres de pentaclorofenilo, lo que se explica por el mayor
impedimento estérico de los atomos de cloro presentes. De este modo, el uso de
ésteres de  pentafluorofenilo se ha  popularizado bastante en
macrolactamizaciones, en donde por lo general es necesario aislarlos y purificarlos
antes de ser utilizados como agentes acilantes. Sin embargo, también se ha
descrito la formacion in situ de ésteres de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) en

presencia de EDC.14

Como ésteres activados se han utilizado también a los derivados O-acilados
de las hidroxilaminas sustituidas, usando como modelo los ésteres de N-
hidroxiftalimida. También se han utilizado los ésteres de N-hidroxisuccinimida
(Figura 4).
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ésteres activados de éster activado de éster activado de
1-hidroxibenzotriazol N-hidroxiftalimida N-hidroxisuccinimida

Figura 4. Derivados O-acilados.

Las carbodiimidas fueron los primeros agentes acoplantes en ser utilizados
para la formacion de ésteres activados. La diciclohexilcarbodiimida (DCC) ha sido
el agente deshidratante mas utilizado para activar grupos carboxilos en la sintesis
de péptidos por mas de 50 afios; ha sido utilizado para formar anhidridos
simétricos, ésteres o como agente acoplante de forma directa, fue propuesto como
un reactivo que realiza la formaciéon del enlace peptidico.® El primer paso
comprende la reaccion del oxigeno —OH del acido carboxilico con el enlace doble

de la DCC, no obstante su uso conlleva ciertas limitaciones:

e El subproducto formado; la diciclohexilurea (DCU) es usualmente insoluble
en el disolvente de la reaccion, por lo que puede ser removido por filtracion,
pero frecuentemente contamina los productos del acoplamiento.

e La formacion de una N-acilurea como subproducto no deseado suele
presentarse con todas las carbodiimidas. La transposicion ocurre cuando se
da el ataque nucleofilico intramolecular del atomo de nitrégeno hacia el

grupo carbonilo en la O-acilurea (Esquema 8).

HN (/'N . .
R% O YO

O-acilurea N-acilurea

Esquema 8. Formacién de N-acilurea
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La activacion del &cido carboxilico con DCC puede conducir a la
epimerizacion del carbono alfa del grupo carboxilo mediante la abstraccion del
hidrégeno o por el nitrdgeno basico en la O-acilurea, especialmente importante
cuando hay grupos activantes acidos en la posicion o. En este proceso, la
estabilizacion por puente de hidrogeno de la forma endlica del intermediario juega

un papel importante (Esquema 9).

H
/_\N ~ _N —N*~_ _N Na. _N
R
! \( H\ . H\(
. o] o) P o]
HN HNT N HN
%\ o )\ O3 )\ 0

o) R o) R o) R

Esquema 9. Mecanismo de racemizacién en el intermediario O-acilurea.

Para encontrar una solucién a estas limitaciones desde la aplicacion de la
DCC a la formacion del enlace amida, se propuso el uso de carbodiimidas, tales
como: N-(3-Dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida (EDC), bis[[4-(2,2-dimetil-1,3-
dioxolil)]metil]-carbodiimida (BDDC), N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) solubles
en agual®y otros disolventes organicos y su eficiencia es comparable con la DCC
y la EDC (Figura 5).

| o OjL N J\
LN//c//NV\/N\ />—\ /‘_‘< \r ey

o) N—=C=—N o
EDC BDDC DIC

Figura 5. Estructura de carbodiimidas comunes.

La formacion del enlace peptidico mediante el uso de carbodiimidas puede
explicarse a través de dos rutas: la primera en la que el componente amino ataca
nucleofilicamente el intermediario O-acilurea, y la segunda en donde la O-acilurea

reacciona con el componente carboxilo para generar un anhidrido simétrico.
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Esquema 10. Acoplamiento usando DCC.

Si el componente carboxilico es un aminoacido protegido es posible usar
dos moles del aminoacido por cada mol de carbodiimida, por tanto, se favoreceria
la formacion de anhidridos simétricos y disminuiria la concentracion de O-acilurea
libre, de este modo se reduce la probabilidad de que ocurra la transposicion que

genera la N-acilurea (Esquema 10).

Para reducir el nivel de epimerizacion cuando se utilizan carbodiimidas
como agentes acoplantes en la formacion del enlace peptidico, se introdujo el uso
del 1-hidroxibenzotriazol'® (HOBt) como un aditivo, demostrando que cuando es
utilizado los rendimientos de reaccion son mas altos y los niveles de epimerizacion
disminuyen. Su aplicacibn como nucledfilos auxiliares produce un cambio
importante, pues genera rutas alternas para llegar a la formacion del enlace

peptidico. Inicialmente el HOBLt trabaja reaccionando con la O-acilurea para dar el
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éster activo OBt (Esquema 11), el cual mejora la reactividad del éster activado

favoreciendo el acercamiento de la amina via enlace de hidrégeno.

(o] R'
(e} N

N

N

R"
Esquema 11. Mecanismo de activacion de 1-hidroxibenzotriazol.

Muchas sales son frecuentemente asociadas con agentes basados en 1-
hidroxibenzotriazol y probablemente representan la clase mas amplia de agentes

acoplantes; incluyendo sales de fosfonio®, uronio!® e imonio?° (Figura 6).

Ry
/ R Ry
Rz—nN* Y Ra
\
\ AN )\ Ri )\\ ~Rs
R \ Rs R& ~R ll\l N*
N—R
4
/ R4 R R,

R3

fosfonio uronio imonio
Figura 6. Sales asociadas con agentes basados en 1-hidroxibenzotriazol.

Los agentes basados en 1-hidroxibenzotriazol representan probablemente
la clase mas amplia de agentes acoplantes y aunque se han reportado diferencias

en su reactividad, practicamente la diferencia es muy pequefia son reactivos que
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generalmente funcionan muy bien para la formacion de los ésteres activados de

hidroxibenzotriazol.

La formacion del enlace peptidico en condiciones cada vez mas accesibles,
tanto desde el punto de vista quimico como econdémico, es uno de los objetivos
principales en la industria de la sintesis de péptidos. Teniendo esto en mente, se
busca desarrollar una nueva metodologia en fase liquida para la sintesis de

péptidos.

En la sintesis en fase liquida, la formacién del enlace peptidico se realiza de
manera general mediante pasos sucesivos de acoplamiento-desproteccion, asi es
como surge la propuesta de una metodologia en fase liquida en la que se llegue a
la formacion de péptidos lineales evitando el paso de desproteccion, y por

consiguiente el aislamiento del producto.
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Hipotesis

El caracter nucleofilico del nitrdgeno de los aminoacidos permite formar el

enlace peptidico en medio acuoso.

Objetivos

Objetivos generales

e Desarrollar un protocolo de sintesis que permita la formaciéon del enlace
peptidico en medios acuosos.

e Demostrar que dicha metodologia puede ser util en la sintesis de
oligopéptidos.

e Contribuir al desarrollo de procesos altamente eficientes aplicados a la

sintesis de péptidos.

Objetivos particulares

e Desarrollar una metodologia para la formacién del enlace peptidico en
medios acuosos.

e Construir una secuencia peptidica de manera lineal sin aislar productos
intermedios.

e Optimizar el uso de los agentes acoplantes en la activaciéon del grupo
carboxilo de cada acoplamiento.

e Demostrar que las condiciones de reaccion para el acoplamiento de

aminoacidos no generan epimeros o hidrélisis del enlace peptidico.
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Analisis de resultados

Para probar la metodologia, es necesario establecer una secuencia de

sintesis lineal a desarrollar.
Sintesis de la secuencia BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle-Ala-OBn

Halobacillus litoralis es una cepa bacteriana que fue aislada de un
sedimento salino en Huanghai. Impulsados por la actividad antifingica y
antibacteriana que presenta el cultivo de la cepa en pruebas in vitro, la cepa fue
fermentada y de los extractos correspondientes aislaron tres ciclopéptidos (Figura
7): Halolitoralina A, Halolitoralina B y Halolitoralina C?*.

o

Halolitoralina A Halolitoralina B Halolitoralina C
Figura 7. Ciclopéptidos de Halolitoralina.

La actividad antifangica de Halolitoralina A, B y C fue probada in vitro contra
dos hongos Candida albicans y Tricophyton rubrum, ademéas de cuatro hongos
gue amenazan los cultivos: Gaeumannomyces graminis, Rhizoctonia cerealis,
Helminthosporium sativum y Fusarium graminearum. Los tres ciclopéptidos
mostraron actividad antifangica moderada, siendo Halolitoralina A la méas activa de
ellos en todos los casos. Adicionalmente los tres ciclopéptidos mostraron actividad

antitumoral gastrica humana in vitro.
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La sintesis total de Halolitoralina A ya se ha llevado a cabo mediante
sintesis convergente??. En este trabajo, se propone una metodologia alternativa
para realizar la sintesis lineal en solucibn de la secuencia peptidica

correspondiente (Figura 8).

ZT
z

H,N

T
Iz

Figura 8. Secuencia de sintesis lineal

La eficiencia de la metodologia esta determinada por diferentes variables
como los aminoéacidos, la secuencia, la base, el tiempo de reaccién y los

disolventes empleados.
Condiciones de reaccion

En la metodologia propuesta se elige como estrategia de sintesis lineal la

direccion N—C mediante acoplamientos sucesivos en los extremos carboxilicos,
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para lograr el acoplamiento en un solo paso, es necesario omitir los pasos de
proteccion y desproteccion de los aminoacidos. Por lo tanto, es necesario utilizar
los aminoacidos en la forma de i6n zwitter, los aminoacidos contienen dos grupos
funcionales con capacidad nucleofilica, sin embargo, el caracter del grupo amino
es mayor. Si los aminoacidos contienen un grupo acido y un grupo basico pueden
reaccionar como tales dependiendo de las circunstancias; en una solucién acuosa
basica pierde un proton y da lugar al anion carboxilato y el grupo amino libre,
permitiendo el acoplamiento en la direccion elegida. De acuerdo a la metodologia
se requiere iniciar la sintesis con un aminoacido N- protegido para realizar el
primer acoplamiento. ElI grupo amino se protege como ter-butoxicarbonilamida
(BOC) debido a su practicidad, tanto para formacién como para eliminacion del

grupo protector.

Otro aspecto a considerar es la formacion de los ésteres de
hidroxibenzotriazol mediante el uso de DCC y HOBt, se proponen como
intermediarios reactivos a los ésteres activados de hidroxibenzotriazol (Figura 4),
los cuales son formados de manera aislada®. Es necesario obtenerlos de manera
cuantitativa en un disolvente que garantice su formacién, los disolventes mas
adecuados para formar los ésteres de hidroxibenzotriazol, en diferentes modelos,
son los disolventes clorados como el CHCls y CH2ClI2°.

Debido a las condiciones en las que se forma el enlace peptidico; los
aminoacidos en medio acuoso y los ésteres activados de hidroxibenzotriazol en un
medio organico, se elige un medio de reaccidon que considere ambas condiciones.
El disolvente organico debe ser miscible con el agua por lo que se selecciond el
tetrahidrofurano (THF) el cual se usara para realizar el acoplamiento.

Base

La solucion acuosa basica para la formacion del carboxilato es un factor
fundamental en la metodologia, ya que los aminoacidos son susceptibles a formar

epimeros en ambientes excesivamente basicos. Para determinar el tipo de base
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se comparé el resultado y el rendimiento de las reacciones llevadas a cabo con
dos diferentes bases: NaOH 1N y NaHCOs en cantidades equimolares al

aminoécido (Tabla 1).

Base Dipéptido Tripéptido Tetrapéptido  Pentapéptido
NaOH 1N 82% 76% 92% 79%

NaHCOs3 90% 57% 20% 71%

Tabla 1. Comparativo de bases.

A pesar de los resultados favorables obtenidos con NaOH, no deja de ser
un riesgo la epimerizacion, por lo que si se considera que los aminoacidos se
agregan en exceso, entonces se puede contemplar la posibilidad de no agregar
una cantidad equimolar. Agregar un 15% menos de NaOH de la cantidad

necesaria, lo cual no afecta el rendimiento de la reaccion.
Tiempo de reaccion

El tiempo de reaccion establecido para la reaccion de acoplamiento era de
18h y de acuerdo a las observaciones realizadas, se comprob6 que el tiempo
requerido es de 1h, en la primera hora de reaccion se observa la desaparicién de
la materia prima (los ésteres de benzotriazol) por cromatografia en capa fina y
transcurridas las 20 horas no se observa un aumento en el rendimiento de la

reaccion (Tabla 2).

Tiempo Dipéptido Tripéptido Tetrapéptido  Pentapéptido
20 h 77% 90% 58% 55%

1h 82% 76% 92% 79%

Tabla 2. Comparativo de rendimiento vs tiempo de reaccion.
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Asi es como se determina que 1 h es suficiente para completar el
acoplamiento de los aminoacidos y que el cambio en 20 h no es significativo y
representa un gasto energético mayor, lo que se busca es obtener un mejor

rendimiento en el menor tiempo posible.
Reaccién de acoplamiento
BOC-Leu-Ala

Para iniciar con el proceso de sintesis se realizé la activacion de BOC-
Leucina en diclorometano usando DCC y HOBt para formar los ésteres activados;
en esta metodologia los ésteres activados son formados de manera
independiente, a diferencia de otros métodos que involucran la formacion de los
ésteres de hidroxibenzotriazol in situ en presencia del aminoacido para formar el
enlace peptidico. El avance de la reaccion de formacion de los ésteres activados
se realiza por cromatografia en capa fina, finalizada la formacién de éstos, el
diclorometano se evapora a sequedad y la mezcla de reaccion se redisuelve en
THF. Posteriormente se adiciona la disolucion de la sal de sodio de alanina a la
mezcla de los ésteres activados disueltos en THF (Esquema 12). En el transcurso
de una hora de reaccion se verifica la desaparicion de los ésteres activados

mediante cromatografia en capa fina.

N\N
o
__HOBt15eq
OH DCCleq DCC1eq, CHCh
o N
N
o o

O 1hta H
N
(¢} N . ONa

H

o E
seq OH NaOH 1IN 3 eq 0 Na* 82 %
HoN HoN gotea lentamente
o o

Esquema 12. Formacioén del dipéptido.
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Al término de la reaccion se obtiene una mezcla del dipéptido en forma de
sal de sodio, HOBt y DCU. La reaccion se trabaja de acuerdo al procedimiento
descrito en la parte experimental y al final se obtiene una mezcla del dipéptido
BOC-Leu-Ala 'y HOBt (Esquema 13).

Boc-Leul;I/:h sal de Boc-Leu-Ala sal Separar Boc-Leu-Ala sal
DCU Filtrar de Na THF de Na
HOBt HOBt HOBt

THF+H,0 THPH,O

Ac. Citrico pH=3
DCU
HOBt

Boc-Leu-Ala
HOBt
H,O
\
Boc-Leu-Ala ) ( Boc-Leu-Ala
HOBt HOBt
AcOEt J Salmuera t AcOEt AcOEt 3 x 30 mL
4

Esquema 13. Diagrama de trabajo de reaccion.

Para verificar la formacion del producto deseado y la ausencia de epimeros
se obtuvo el espectro de RMN- *H en CDCIs (Espectro 1). En el espectro de RMN-
'H se pueden observar las sefiales correspondientes al HOBt y al dipéptido BOC-
Leu-Ala. Las sefiales correspondientes al HOBt son las siguientes: La sefal
multiple 7.9 ppm corresponden a los protones H-4 y H-7, la sefial en 7.5 ppm, se
asigna a los protones de las posiciones 5y 6 del anillo de HOBt, a campo alto en
7.1 ppm se observa una sefal doble (J = 7 Hz) que pertenece al protdn del grupo
N-H del enlace peptidico y a campo mas alto un quinteto en 4.56 ppm que
corresponde al hidrogeno de la posicién a del carbonilo de la alanina. En 5.79 ppm
una sefal doble ancha y en 4.25 ppm una sefial ancha, ambas sefiales se asignan

al residuo de leucina, al protdon del nitrogeno de carbamato y al hidrégeno a al
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carbonilo, respectivamente. Para calcular el rendimiento y la proporcién de ambos
compuestos se uso la integral de las sefiales en 7.9 ppm de HOBt (2H) y 7.1 ppm

para el dipéptido (1H). Ejemplo del calculo:

Desplazamiento  Integral Protones Relacion Peso (PM)/R
(ppm) I/P Molecular
HOB ‘ 7.9 1.00 2 0.5 135 67.5
Dipéptido 4.56 0.48 1 0.48 302 144.96

0.48(302.29) + 0.5(135) = 212.46
144.96 —» 212.46
x — 2.362

x = 1.612 g dipéptido (5.336 mmol)
67.5 — 212.46
x — 2.362
x = 0.750 g HOBt (5.558 mmol)
196 g — 100 %
1.612 g - 82.25 % Rendimiento

En el caso del dipéptido, se puede realizar la asignacion del espectro, pero
a medida que crece la secuencia peptidica, resulta poco practico asignar cada
seflal, ya que los desplazamientos de los hidrégenos a carbonilo de cada
aminoacido son muy cercanos, sin embargo, la RMN sigue utilizdndose para

verificar la formacion de los productos.
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BOC-Leu-Ala-Leu

El acoplamiento se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito en la parte
experimental. Al término de la reaccion se obtiene una mezcla del tripéptido en
forma de sal de sodio, HOBt y DCU. La reaccion se trabaja de acuerdo al
procedimiento descrito en la parte experimental y al final obtenemos una mezcla
del tripéptido BOC-Leu-Ala-Leu y HOBt (Esquema 14).

o} o}
>< )k H )J\ __HOBt1Seq
N
o . ~ DCCquHCI
H H
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o

iht )L N )J\ ON
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o N ™ N

H

76 %
O Na*
__NaOHINSeq
gotea lentamente

Esquema 14. Formacion del tripéptido.

T

Para verificar la formacion del producto deseado y la ausencia de epimeros
se obtuvo el espectro de RMN- 'H en CDCls/MeOD (Espectro 2).
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BOC-Leu-Ala-Leu-Ala

El acoplamiento se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito en la parte
experimental. Al término de la reaccidén se obtiene una mezcla del tetrapéptido en
forma de sal de sodio, HOBt y DCU. La reaccion se trabaja de acuerdo al
procedimiento descrito en la parte experimental y al final obtenemos una mezcla
del tetrapéptido BOC-Leu-Ala-Leu-Ala y HOBt (Esquema 15).

Para verificar la formacion del producto deseado y la ausencia de epimeros
se obtuvo el espectro de RMN- H en CDCls/MeOD (Espectro 3).
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(e] N N ONa
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Esquema 15. Formacion del tetrapéptido.
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BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle

El acoplamiento se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito en la parte
experimental. Al término de la reaccion se obtiene una mezcla del pentapéptido en
forma de sal de sodio, HOBt y DCU. La reaccion se trabaja de acuerdo al
procedimiento descrito en la parte experimental y al final se obtiene una mezcla
del pentapéptido BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle y HOBt (Esquema 16).

Para verificar la formacion del producto deseado y la ausencia de epimeros
se obtuvo el espectro de RMN- H en CDCIls/MeOD (Espectro 4).

H H
S % 0

82 %
\ L-Ala

o o o (@]
L-Leu
H - H
N N OH
o N OH (0] N N
H H :
o [e]

Esquema 16. Secuencia de acoplamiento peptidico.
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BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle-Ala-OBn

El acoplamiento se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito en la parte
experimental. Al término de la reaccion se obtiene una mezcla del hexapéptido

neutro, hidrotalcita y HOBt. La reaccion se trabaja de acuerdo al procedimiento

descrito, obteniéndose el hexapéptido neutro (Esquema 17).

NH HN
OY *HaN
: +
0,80

HOBt 1eq, HT
EDC leq, CH,Cl,, t.a., 1d

HN

HN (6]

Esquema 17. Formacion del hexapéptido.
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Espectro 5. Boc-Leu-Ala-Leu-Ala-lle-Ala-OBn RMN- 'H en CDCls/MeOD.
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Cromatograma 1. Boc-Leu-Ala-Leu-Ala-lle-Ala-OBn.
SampleName 2-29; Vial 1; Injection 4; Channel W2996 ; Date Acquired 11/11/2014 04:56:52 p.m.
Peak Results
Name RT Area % Area | Int Type Processed
Channel Descr.
1 1.423 251506 4.13 BV PDA 220.0 nm
2 1.989 179033 2.94 VB PDA 220.0 nm
3 3.144 | 65335 1.07 BB PDA 220.0 nm
4 6.531 | 35427 0.58 BB PDA 220.0 nm
5 15.181| 16972 0.28 BV PDA 220.0 nm
6 15.839| 776054| 12.74 VB PDA 220.0 nm
7 19.209| 16953 0.28 BB PDA 220.0 nm
8 v 21.198| 4465524| 73.30 BB PDA 220.0 nm
9 23.167| 16935 0.28 BB PDA 220.0 nm
10 26.515| 195755 3.21 BB PDA 220.0 nm
11 28.116| 54464 0.89 BB PDA 220.0 nm
12 33.178| 18442 0.30 BB PDA 220.0 nm

Pagina 38



6€ euided

'SIN-SIN-IST UgO-B|V-3]I-e|y-Na7-ely-na7-00g 9 0J10ads3

B 4MS2 (761.50): 0.167 to 2.336 min from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20141120102704.wiff (Turbo Spray)

1.23ed
1.20e5-

1.15€5 -
11085+ 369.2
1.05€5 -
1.00e5 - 469.3
9.50e4 - 4133
9.00e4 -
8.50e4 -
8.00e4 -
7.50e4 -
7.00e4
6.50e4 -
6.00e4 422
55064 -
50084 -
4.50e4 1
4.00e4-
3.50e4 -
3.00e4- ' 526.4
2.50e4
2.00e4 - 454.2

482.3

Intensity, cps

1.50e4 1 398.3 l
364.8

1.00e4 | :
3.2 /324+ \

‘ 477.
411} 3 43.7'2 ‘| | I\ . 511.1 553.4
| If 4 It f

2 L a s

582.3

661.3

6534 7055
A L

Max. 1.2e5 cps

7614

5000001 ! ‘
||| 63333 3053
0.00" A “ P e 1. A U

300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560
m/z, Da

]
T

580

660 680 700 720

740 760




Durante la cromatografia se recolectaron fracciones de forma continua, las
fracciones de interés corresponden al tiempo de retencion 21.198 (Cromatograma
1). Estas fracciones se analizaron para obtener el espectro de masas-masas
(Espectro 6).

Es importante destacar que se trata de una metodologia en la cual se
omiten las purificaciones intermedias, descartando el uso de columnas
cromatograficas y se evita la reaccion de desproteccion del acido carboxilico, se
pretende que sea un método rapido de sintesis de péptidos. Por otra parte, el
seguimiento de la sintesis se realiza Unicamente a través de RMN-'H, esto forma
parte de la busqueda de una metodologia rapida y altamente eficiente en la cual
no se requiera realizar experimentos adicionales o seguimiento mediante HPLC,

ya que implicaria tiempo y un costo adicional entre cada acoplamiento.
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Procedimiento experimental

Los reactivos empleados son de marca Aldrich y los disolventes empleados en las
reacciones y en la purificacion de los productos se destilaron y secaron de

acuerdo a lo descrito en la literatura.

El seguimiento de las reacciones se realiz6 por cromatografia en capa fina
utilizando cromatofolios Macherey-Nagel, usando como revelador una lampara de
UV y una solucién de ninhidrina en acido acético.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H se obtuvieron en

espectrémetros Bruker-Avance de 300 MHz.
Sintesis de BOC-Leu

L-leucina (2.5 g, 19 mmol), se suspende en agua (19 mL), dioxano (15 mL) y
lentamente se adiciona NaOH 1N (19 mL); esta mezcla se mantiene en agitacion
con un bafio de hielo-agua. En otro matraz se pesa pirocarbonato de ditertbutilo
(4.58 g, 20.9 mmol) y se disuelve en dioxano (15 mL). Esta ultima disolucién se
adiciona lentamente en frio a la disolucion de L-leucina, la mezcla de reaccion se

agita por una hora a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo de reaccion se evapora el disolvente (mezcla dioxano-
agua) a presion reducida hasta dejar un residuo de entre 15-20 mL, el residuo se
acidula con &cido citrico hasta pH=3 y la mezcla se transfiere a un embudo de
separacion; el producto es extraido con AcOEt (3 x 25 mL); la fase organica se
lava con salmuera hasta pH neutro, se seca sobre Na2SO4 anhidro, se filtra y el

disolvente es destilado a presion reducida.

Se obtiene un liquido incoloro (3.8 g, 86 % de rendimiento).
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Figura 9. BOC-Leu

Método para el acoplamiento de BOC-Leu-Ala

En un matraz se pesa BOC-Leu (1.5 g, 6.48 mmol), hidrato de 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) (0.99 g, 6.48 mmol) junto con diciclohexilcarbodiimida
(DCC) (1.33 g, 6.48 mmol) y se adicionan 80 mL de CH2Clz, la mezcla se agita por
una hora a temperatura ambiente, después se evapora el CH2Cl2 a presién
reducida para finalmente adicionar 50 mL de THF. (A)

En un matraz aparte se pesa L-alanina (2.3 g, 25.94 mmol) y se agregan 28 mL de
H20, lentamente y en agitacion se agregé NaOH 1N (24 mL, < 25.94 mmol). (B)

El matraz (A) que contiene los ésteres activados de hidroxibenzotriazol de BOC-
Leu (BOC-Leu-OBt) se mantiene en agitacion a temperatura ambiente, mientras
gota a gota se adiciona la sal de sodio de alanina contenida en el matraz (B)
previamente preparado. Terminada la adicibn se mantiene en agitacion por una

hora.

Transcurrido el tiempo de reaccion la mezcla se filtra al vacio sobre celita para
separar la diciclohexilurea (DCU) generada durante la reaccion y HOBt. El filtrado
se coloca en un embudo de separacion para extraer el THF afiadiendo AcOEt (2 x
20 mL). La fase acuosa se acidula con &cido citrico sélido en agitacion hasta pH=3
y el producto se extrae con AcOEt (3 x 30 mL), los extractos organicos se retinen y
son lavados con salmuera hasta pH neutro, se seca sobre Na2SO4 anhidro, se

filtra y se evapora el disolvente a presion reducida.
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Figura 10. BOC-Leu-Ala
Se obtiene un soélido blanco (1.6 g, 82 % de rendimiento).
Método para el acoplamiento de BOC-Leu-Ala-Leu

Se coloca en un matraz el producto anterior que contiene 1.6 g de BOC-Leu-Ala
(5.34 mmol), hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) (30 mg, 0.2 mmol) que
representa el 3.6 % de HOBt necesario para realizar el acoplamiento debido a que
dentro de la mezcla de producto se conservan 750 mg, de acuerdo al rendimiento
calculado por RMN, y diciclohexilcarbodiimida (DCC) (1.0 g, 5.07 mmol). Se
adicionan 80 mL de CH2Clz, la mezcla se agita por una hora a temperatura
ambiente, después se evapora el CH2Cl2 a presion reducida y finalmente se
adicionan 45 mL de THF. (A)

En un matraz aparte se peso L-leucina (2.6 g, 20.2 mmol) y se le agreg6 22 mL de

H20, lentamente y en agitacion se agrega NaOH 1N (18 mL, < 20.2 mmol). (B)

El matraz (A) que contiene el BOC-Leu-Ala-OBt se mantiene en agitacién a
temperatura ambiente, mientras gota a gota se adiciona la sal de sodio de leucina
contenida en el matraz (B) previamente preparado. Terminada la adicién se

mantiene en agitacioén por una hora.

Transcurrido el tiempo de reaccién la mezcla de reaccion se filtra al vacio para
separar la diciclohexilurea (DCU) generada durante la reacciéon y HOBt. El filtrado
se coloca en un embudo de separacion para extraer el THF afiadiendo AcOEt (2 x
20 mL). La fase acuosa se acidula en agitacion con acido citrico hasta pH=3 y el

producto se extrae con AcOEt (3 x 30 mL), los extractos organicos se reunen y
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son lavados con salmuera hasta pH neutro, se seca sobre Na2SO4 anhidro, se

filtra y se evapora el disolvente a presion reducida.

Figura 11. BOC-Leu-Ala-Leu
Se obtiene un soélido blanco (1.7 g, 76 % de rendimiento).
Método para el acoplamiento de BOC-Leu-Ala-Leu-Ala

Se coloca en un matraz el producto anterior que contiene 1.7 g de BOC-Leu-Ala-
Leu (4.04 mmol), el hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) (120 mg, 0.78 mmol)
qgue representa el 20% de HOBt necesario para realizar el acoplamiento debido a
que dentro de nuestra mezcla de producto se conservan 620 mg de acuerdo al
rendimiento calculado por RMN, diciclohexilcarbodiimida (DCC) (834 mg, 4.04
mmol). Se adicionan 80 mL de CH2Cl2, la mezcla se agita por una hora a
temperatura ambiente, después se evapora el CH2Cl2 a presion reducida y

finalmente se adicionan 35 mL de THF. (A)

En un matraz aparte se pesa L-alanina en su forma de i6n zwitter (1.4 g, 16.19
mmol) y se le agrega 18 mL de H:20, lentamente y en agitacion se agregé NaOH
IN (14 mL, < 16.19 mmol). (B)

El matraz (A) que contiene el BOC-Leu-Ala-Leu-OBt se mantiene en agitacion a
temperatura ambiente, mientras gota a gota se adiciona la sal de sodio de alanina
contenida en el matraz (B) previamente preparado. Terminada la adicién se

mantiene en agitacion por una hora.
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Transcurrido el tiempo de reaccion, la mezcla se filtra al vacio para separar la
Diciclohexilurea (DCU) generada durante la reaccion y HOBL. El filtrado se coloca
en un embudo de separacion para extraer el THF afiadiendo AcOEt (2 x 20 mL).
En agitacion la fase acuosa se acidula con acido citrico hasta pH=3 y el producto
se extrae con AcOEt (3 x 30 mL), los extractos orgéanicos se retnen y son lavados
con salmuera hasta pH neutro, se seca sobre Na:SOs anhidro, se filtra y se

evapora el disolvente a presion reducida.

XY T

Se obtiene un solido blanco (1.8 g, 92 % de rendimiento).

OH

Figura 12. BOC- Leu-Ala-Leu-Ala

Método para el acoplamiento de BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle

Se coloca en un matraz el producto anterior que contiene 1.8 g de BOC-Leu-Ala-
Leu-Ala (3.83 mmol), el hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) (118 mg, 0.77
mmol) que representa el 20% de HOBt necesario para realizar el acoplamiento
debido a que dentro de nuestra mezcla de producto conservamos 572 mg de
acuerdo al rendimiento calculado por RMN, diciclohexilcarbodiimida (DCC) (789
mg, 3.83 mmol). Se adicionan 80 mL de CH2Clz, la mezcla se agita por una hora a
temperatura ambiente, después se evapora el CH2Cl2 a presién reducida y

finalmente se adicionan 30 mL de THF. (A)

En un matraz aparte se pesa L-isoleucina en su forma de ion zwitter (2.0 g, 15.32
mmol) y se le agrego 17 mL de H20, lentamente y en agitacion se agrega NaOH

IN (13 mL, < 15.32 mmol). (B)
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El matraz (A) que contiene el BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-OBt se mantiene en agitacion
a temperatura ambiente, mientras gota a gota se adiciona la sal de sodio de
isoleucina contenida en el matraz (B) previamente preparado. Terminada la

adicién se mantiene en agitacion por una hora.

Transcurrido el tiempo de reaccion la mezcla es filtrada al vacio para separar la
Diciclohexilurea (DCU) generada durante la reaccién y HOBt. El filtrado se coloca
en un embudo de separacion para extraer el THF afiadiendo AcOEt (2 x 20 mL).
La fase acuosa se acidula en agitacion con acido citrico hasta pH=3 y el producto
se extrae con AcOEt (3 x 30 mL), los extractos organicos se retnen y son lavados
con salmuera hasta pH neutro, se seca sobre Na:SOas anhidro, se filtra y se

evapora el disolvente a presion reducida.

Figura 13. BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle
Se obtiene un solido blanco (1.8 g, 79 % de rendimiento).
Sintesis de tosilato éster bencilico de L-alanina

Se pesa L-alanina (10 g, 112.36 mmol), acido p-toluensulfénico hidratado (21.8 g.
114.61 mmol), se adiciona alcohol bencilico (29 mL, 281 mmol) y Tolueno (70 mL).
La mezcla se calienta a reflujo, el agua formada durante la reaccion se colecta con
una trampa Dean-Stark. La reaccion finaliza cuando se ha colectado el total de

agua formada durante la reaccion (4 mL), se deja enfriar a temperatura ambiente.

Finalizada la reaccion el disolvente se destila a presion reducida para eliminar el

tolueno, posteriormente se enfria en un refrigerador a -18°C y se filtra para separar
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el producto cristalizado del alcohol bencilico. El producto se recristaliza en

AcOEt/Hex (Espectro?).

*HaN

CHj

‘0,8

Figura 14. Tosilato éster bencilico de alanina

Se obtiene un soélido blanco (20.3 g, 51 % de rendimiento). p.f.: 113-114 °C.
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Método para el acoplamiento de BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle-Ala-OBn.

Se colocan BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle (400 mg, 0.67 mmol), tosilato del éster
bencilico de alanina (259 mg, 0.74 mmol), hidrotalcita (400 mg), hidrato de 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) (11 mg, 0.072 mmol) que representa el 10% de HOBt
necesario para realizar el acoplamiento debido a que dentro de nuestra mezcla de
producto se conservan 47 mg de acuerdo al rendimiento calculado por RMN, los
cuales se disuelven en 80 mL de CH2Cl2 y se agrega N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (140 mg, 0.74 mmol). La mezcla se agita a

temperatura ambiente por veinte horas.

Transcurrido el tiempo de reaccidn se detiene la agitacion y la mezcla de reaccion
se filtra utilizando una columna empacada con celita para retener la hidrotalcita. El
filtrado se lava con K2COs3 7% (3 x 30 mL), acido citrico 10% hasta pH=3

finalmente con salmuera hasta pH neutro. Se seca sobre CaClz, se filtra y evapora

A

el disolvente a presién reducida.

XY Y N

Figura 15. BOC-Leu-Ala-Leu-Ala-lle-Ala-OBn

N
H

Se obtiene un soélido blanco (361 mg, 70 % de rendimiento).

Se analizé el crudo de reaccion por HPLC y con las fracciones de interés que
corresponden al tiempo de retencién 21.198 (Cromatograma 1), se obtuvo el

espectro de masas-masas.
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Conclusiones

Este trabajo se desarrolld6 con una secuencia lineal definida, lo cual
disminuye las variables en la metodologia y ayuda a determinar las mejores
condiciones de reaccion. La sintesis total que requeria la desproteccion de los
grupos funcionales no fue de especial interés ya que en el grupo se han
desarrollado con anterioridad métodos de formacion de ciclopéptidos.

La aplicacion de la metodologia sera delimitada por la secuencia peptidica
elegida, el rendimiento del acoplamiento puede verse modificado de acuerdo al
entorno quimico en el que se encuentra, pero nos aporta una referencia para
realizar futuras sintesis. Durante el desarrollo de la metodologia resulta
conveniente contar con procesos eficientes y econdémicos, que reduzcan el tiempo
entre cada acoplamiento, y experimentos sencillos que no comprometan la calidad

de los péptidos.

Al optimizar la metodologia, se logra formar el enlace peptidico y se evita el
paso de desproteccion del acido carboxilico, o que reduce el nimero de pasos y
tiempo en la sintesis de un oligopéptido, asi como el consumo de reactivos. Por lo

que se puede considerar una sintesis sucesiva mas ecolégica.
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