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Introduccion

Casimiroa edulis (zapote blanco) es una de las plantas utilizadas en la medicina
tradicional ‘mexicana y conocida por su efecto hipotensor’ que produce con la
ingestién del fruto o con la preparacién de un té a partir de su semilla. Desde
principios del siglo XX diversos grupos de investigadores se dieron a la tarea de
obtener el principio activo considerado entonces como “hipnético”. Fue en 1958
cuando Major' aislé la dimetilhistamina que podia asociarse claramente al efecto
farmacol6gico de hipotensién, sin embargo, la dimetilhistamina producia un efecto
fugaz mientras que la infusién generaba un efecto constante.

Dentro del trabajo de tesis doctoral de Magos et al’ se lievaron a cabo las
identificaciones estructurales de 3 sustancias cuya presencia en la planta era
desconocida hasta entonces: la prolina, N-metilprolina y el 4cido y-aminobutirico
(GABA) encontrados dentro de los extractos metanélicos que presentaban gran
potencial hipotensor tanto en ratas COmo en perros.

La idea de que estos amino4cidos en forma libre o formando pequefios péptidos
participaran sinérgicamente en el efecto farmacolégico llevé al planteamiento de un
trabajo de investigacién en donde se llevara a cabo la sintesis de dipéptidos asi como
un estudio estructural y conformacional de los mismos empleando las técnicas
espectroscOpicas més utilizadas: infrarrojo (IR), espectrometria de masas (EM) y
resonancia magnética nuclear (RMN).

En esta tesis se presentan en primer término las generalidades que caracterizan a las
proteinas, a los péptidos y a los aminodcidos y un resumen de las estrategias de
sintesis m4s utilizadas en la actualidad para la obtencién de péptidos y una breve
descripcién de generalidades de la RMN dindmica. Posteriormente se presentan los
resultados de las reacciones de sintesis de varios dipéptidos y dipeptoides asi como los
resultados de estudios conformacionales por IR que adoptan algunos de los
compuestos. Se describen también estudios de elucidacién de la estructura quimica y
la geometria adoptada por el enlace peptidico utilizando la evidencia de interacciones
escalares y dipolares en RMN multidimensional. Finalmente con los estudios de
dindmica molecular se determiné la energia involucrada en los procesos de
intercambio quimico presentes en enlace peptidico de los diferentes compuestos
estudiados con la ayuda de la RMN de temperatura variable.

a. El efecto hipotensor se refiere a la cafda en la presion arterial provocando una sensacién de relajacion.
'Major, R.T., Diirsch, F., J.0rg.Chem, 23,1564 (1958}

* Magos G.A., Tesis Doctoral en Ciencias Biomédicas (Farmacologia), Facultad de Medicina, UNAM,
1999.



e Objetivo Principal

Llevar a cabo la sintesis de dip&ptidos y dipeptoides de prolina y realizar un estudio
espectroscépico por Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Infrarrojo (IR)
Espectrometria de Masas (EM) de las estructuras y propiedades de dichos compuestos.

o FEstrategias Propuestas

1. Stntesis de dipéptidos y dipeptoides empleando prolina y 4cido y-aminobutirico
(GABA).

2. Analizar y evaluar por RMN los posibles equilibrios geométricos que generan las
funciones amida de los péptidos.

3. Andlisis completo de los espectros de los amino4cidos, los dipéptidos y los
dipeptoides en diferentes disolventes.

4, Estudio de las conformaciones tridimensionales preferidas de cada compuesto
estudiado.

5. Estudios de espectrometria de masas (EM) e infrarrojo (IR) de cada compuesto.




Capitulo 1.
Proteinas, péptidos y aminoacidos

1.1 Generalidades de proteinas.

En 1838 Mulden, al referirse a un tipo particular de sustancia presente tanto en
vegetales como en animales, utilizé por primera vez el término proteina (del griego:
proteios primero) y fue el primero en interesarse en la composicién de las proteinas
proponiendo que se trataba de compuestos de fésforo y azufre con un radical orgénico
de férmula C_H_N O,,. Posteriormente esta propuesta fue desechada y durante el
siglo XIX las protefnas fueron descritas como agregados de tipo coloidal presentes en
la naturaleza, lébiles y dificiles de purificar. En 1899 Emil Fischer inici6 sus
investigaciones en esta drea marcando una pauta en la quimica de las protefnas en toda
la primera mitad del siglo XX. Su trabajo se centr6 en la sintesis y resolucién de
mezclas racémicas de aminodcidos y la combinacién de 2 6 més de ellos formando
“polipéptidos”. Fue en 1907 cuando Fischer publicé la sintesis del dipéptido mds
simple: diglicil-glicina (figura 1-1) y en 1907, un polipéptido de 18 aminoécidos:
leucil-triglicil-leucil-triglicil-leucil-octaglicil-glicina.

OH

Ny COOEt
cl NH COOEt — ————— a ~
C + 2\/
. 0
o

P N coom
- /\ﬂ/ al PCls Cl/\(\/
o]

NH COOEt
2\/

NH\/W\ o oH NH\/ﬁ\
Cl/\‘( NH COOE: - T coon
0

N
NH:,/T NH/\COO'

Figura 1-1, Esquema de sintesis de glicil-glicil-glicina llevada a cabo por Emil Fischer, 1901,



Con las similitudes fisicoquimicas entre los péptidos sintéticos y las proteinas
nzurales se pudo establecer tanto por Fischer como por Hofmeister (en 1908) la
nzuraleza polipeptidica de las proteinas como cadenas de -aminoscidos unidos
madiante enlaces amidicos (enlaces peptidicos) entre el grupo a-amino de uno de los
aminodcidos y a-carboxilo del siguiente. En la figura 1-2 se muestra un polipéptido de
alanina-glicina-fenilalanina-lisina-serina y valina en donde se marca en un recuadro
uro de los enlaces peptidicos.

H
i b i OH
° ?‘ﬁ/\CH

H3N
Fieura 1-2. Enlace peptidico en un péptido con alanina-glicina-fenilalanina-lisina-serina-valina.

Con la elucidacién de la estructura de la insulina (hormona de tipo proteico,
compuesta de 51 aminodcidos) por Sanger en 1952 y posteriormente con el avance en
lz cromatograffa, se han logrado obtener extractos homogéneos de proteinas de alta
pureza. Asimismo con la utilizacién de Rayos X y la aplicacién de la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) multidimensional se han logrado conocer a profundidad las
estructuras primaria, secundaria y terciaria de las proteinas asi como su interaccion
con otras proteinas en una estructura cuaternaria.

La estructura primaria es aquella generada por la secuencia de los aminodcidos
unidos quimicamente mediante los enlaces peptidicos. Si se considera que existen 20
amino4cidos bdsicos utilizados en la sintesis de protefnas, el nimero de
combinaciones posibles para un polipéptido de 300 aminoédcidos es de {10°*1. Esta
secuencia primaria determina en una gran parte las estructuras siguientes y el cambio
dz un sélo aminodcido puede generar variaciones fundamentales en las estructuras
secundarias y terciarias. El ejemplo cldsico es €l caso de la hemoglobina en donde el
cambio de 4cido glutdmico por valina lleva a cambios que originan la anemia.

En el enlace peptidico debido al parcial carécter de doble enlace entre los grupos NH
v C=0, existe una restriccién en la rotacién. De manera general dicho enlace es E
(rans) (estructura termodindmicamente més estable) por lo que la cadena asume las
conformaciones resultantes de la rotacién en los enlaces N-Co o Ca-C=0. En la figura
1-3 se ilustran las rotaciones posibles en el enlace peptidico.

Existen contribuciones adicionales a la estabilidad molecular generadas por
interacciones no covalentes como: puentes de hidrégeno, complejos de transferencia
dz carga, interacciones hidrofébicas, puentes de disulfuro, etc. que permiten la
gemeraci6n y estabilizaci6n de la estructura secundaria que adopta forma de hélices (o)
v hojas plegadas (B).




( Rotaciénes posibles
Figura 1-3. Rotaciones posibles alrededor del enlace peptidico.

La estructura terciaria constituye la forma total que adopta un polipéptido, en un
ambiente determinado. El agua juega un papel importante ya que su interaccién con el
polipéptido le permite solvatar residuos de cadena hidrofilica y obligar a las porciones
hidrof6bicas a que se concentren en el interior de la estructura adoptando la estructura
terciaria. Finalmente la estructura cuaternaria es aquella que se logra cuando hay
interacciones o asociaciones no covalentes entre subunidades proteicas para generar el
complejo biolégicamente activo.

1.2 Péptidos de bajo peso molecular.

De manera general se ha considerado que los péptidos tienen desde 2 hasta 50
amino4cidos y que sus estructuras estdn relacionadas con las proteinas. Uno de los
primeros péptidos estudiados fue la oxitocina’ (OT; H-Cys-Tyr-lle-Gln-Asn-Cys-Pro-
Leu-Gly-NH,), el cual tiene un lugar muy especial en la quimica de los péptidos ya
que fue el primer péptido aislado cuya estructura fue probada por sintesis total. Este
trabajo le dio a Vincent du Vigneaud el premio Nobel de Quimica en 1955.

Algunos péptidos poseen caracteristicas atfpicas que van desde la presencia de (D)-
amino4cidos, amino4cidos N-metilados, ciclos, B y y-aminoécidos, etc. Algunos de
estos péptidos han sido aislados de microorganismos o han sido sintetizados y muchos
de ellos poseen actividad bioldgica como antibacterianos, antitumorales, antivirales,
etc. Uno de los péptidos importantes es la hormona Tirotropina (TRH) cuya biosintesis
es anémala al no ser inhibida por antibiticos que normalmente bloquean la sintesis de
proteinas y que puede ser inhibida por yodoacetamida o por cloruro merciirico. Su
obtencién se hace in vitro a partir de los aminoécidos libres y extractos hipotaldmicos
de animales. En la figura 1-4 se muestra la estructura de la Tirotropina.

HN
0] o]
NH,
) N N
o)
S
N
\/ NH

Figura 1-4. Estructura quimica de la hormona Tirotropina (TRH).

En la figura 1-5 se muestra la estructura del glutatién que esté presente en todos los
organismos vivos y se encuentra intracelularmente en concentraciones relativamente
altas. Su funcién es mantener los grupos tiol en las proteinas y otras moléculas,
destruir peréxidos y radicales libres, ser coenzima de algunas enzimas, desintoxicar al

? Urry D.W. & Walter R., Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 68,956 (1971).




organismo de compuestos no conocidos a través de la generacién. de 4cidos
mercaptdricos y participar en el ciclo y-glutamilo.

SH
HOOC q COOH
N ~"
H
NH; 0

Figura 1-5. Estructura quimica del glutatién,

La Stravidina es otro péptido pequefio importante que en su estructura marca dos
hechos poco comunes:

1. Presenta un aminoacido N- metilado.

2. Posee amino4cidos no proteicos

NH,

R
-
e i COOH

HyC
CH;3

Figura 1-6. Estructura de la Stravidina.

El 4cido o-hidrazino-1-amino-D-prolina incorpora dentro de su estructura un
amino4cido D y actiia como transportador de amino4cidos D que bloguean a la enzima
mediadora piridoxal. En la figura 1-7 se muestra la estructura.

COOH

ZzT

H,N ~ (D)
COOH O

Figura 1-7. Estructura del icido a-hidrazino-1-amino-D-prolina.

En algunas ocasiones los péptidos poseen algunas fosfinas o sulfoximinas que,
unidas al péptido, dan una mayor actividad biolégica. Esto ocurre con 2 inhibidores de
la glutamina sintetasa que poseen gran similitud exceptuando el extremo amino
terminal. En la figura 1-8 se muestra la estructura de estos 2 inhibidores.




CH,

0 CH,4 :
H H
H,N N COOH H,N N COCH
H H
0 CH; o] CH,
/
o=r—oi CH,
OH

Figura 1-8. Inhibidores de la glutamina sintetasa que poseen fosfinas o sulfoximinas .

1.3 Dipéptidos ciclicos.

En ocasiones cuando existen procesos de fermentacién o de calentamiento, los
péptidos pueden formar 2,5-dioxopiperazinas. Estos compuestos tienen un sabor
amargo, y se pueden presentar en bebidas alcoh6licas y en los granos tostados de la
cocoa. En la tabla 1-1 se presentan algunos ejemplos de dipéptidos ciclicos
encontrados en hongos y levaduras.

Tabla 1-1. Ejemplos de algunos dipéptidos ciclicos y su procedencia.

Compuesto Procedencia
ciclo-L-Prolina-L-Leucina Aspergillus Fumigatus {(hongo)
ciclo-L-Prolina-L-Valina Aspergillus Ochraceus (hongo)
ciclo-L-Prolina-L-Fenilalanina Roseilinia Necatrix (hongo)
ciclo-L-Prolina-L-Glicina Levadura
ciclo-L-Prolina-L-Tirosina Levadura

El hecho de que la prolina esté presente en un nimero considerable de compuestos
ciclicos se debe a que el amino4cido precursor debe adoptar una geometria Z (cis)
alrededor del enlace peptidico para poder formar el ciclo. La energifa de activacién de
la isomerizacién Z-E (cis-trans) de prolina es menor que en ¢l caso de otros péptidos
permitiéndole adoptar la geometrfa mds conveniente. Es por esto que su presencia en
los péptidos ciclicos no resulta extrafia.

Siemion et al. * han propuesto una manera muy conveniente de calcular los dngulos
de enlace en un péptido ciclico que contiene prolina a partir de datos experimentales
de RMN. El cilculo del valor absoluto del dngulo diedro (8) (figura 1-9) del anillo
pirrolidinico se puede determinar a partir de la diferencia de desplazamientos quimicos
entre el CP y Cy. Esta diferencia es muy susceptible a la geometria adoptada en el
enlace peptidico y resulta de gran utilidad cuando el péptido es dificil de cristalizar
para hacer un estudio por rayos X.

* Siemion I.Z., Wieland T. & Pook K.H., Angew. Chem. Internat. Edit., 14:10, 702 (1975).
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Figura 1-9. Representacién de los dngulos diedros presentes en la prolina N-sustituida

1.4 Dos aminodcidos interesantes: prolina y dcido y-aminobutirico
(GABA).

1.4.1, Prolina

La prolina es el tinico de los amino4cidos naturales que es realmente un iminodcido y
debido a la cadena lateral ciclica que presenta, su participacion dentro de las proteinas
es en la definicién de la estructura secundaria dando lugar a ciertos arreglos espaciales
como son los giros™ que pueden, a su vez, influenciar en la estructura terciaria (0t-
hélices®), generando la exposicién de sitios de reconocimiento en interacciones
proteicas.

La prolina dentro de los péptidos es un aminoé4cido poco esperado en una o- hélice y
que dada su cadena lateral no polar, se esperaria que estuviera principalmente en
ambientes hidréfobos. Sin embargo, existen referencias sobre la presencia de prolina
en o~ hélice de protefnas transmembranales dando lugar a unos pequefios “bultos” que
se sospecha participan en el reconocimiento conformacional, asi como a un carécter
“extrafiamente” hidrofilico de la prolina (comparado con residuos no ciclicos de
similar longitud) generado por un factor entrépico que compensa el hecho de no
poseer un NH’ para la formacién de puentes de hidrégeno.

1.4.1.1. Equilibrio conformacional de prolina

El anillo pirrolidinico se caracteriza por presentar una gran movilidad generando una
serie de arreglos conformacionales que practicamente resultan isoenergéticos.
Ramachandran” et al. encontraron que existen 2 minimos locales en la conformacién
del anillo pirrolidinico en prolina donde Cy se encuentra fuera del plano que forman
los 4 atomos Ca, CB, N y C§ cuyo 4ngulo de torsién (0) indica que son coplanares.
En la figura 1-10 se muestran los 4 4tomos que estén en un plano y el dngulo diedro
que se forma con ellos.

* Boussard G. & Marraud, M., J.Am .Chem.Soc., 107, 1825 (1985).

$Sak, K., Karelson, M & Jarv, I., Int. J. Quantum Chem 66, 391 (1998}

?Rich, D.H. & Jasensky R.D., J. Am. Chem. Soc., 102:3 ,1112 (1980).

* Wiltiams, K. & Deber, C., Biochemistry, 30:37, 8919 (1991)

*Gibbs P.R., Radzicka A & Wolfenden R., J. Am. Chem. Soc., 113, 4714 (1991).

 Ramachandran,G.N., Lakshminarayanan,A., Balasubramanian, R & Tegoni, G., Biochem.Biophys. Acta,
221, 165 (1970).
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Figura 1-10. Angulo diedro () que forman C3, NH, Ca. y CB
La primera conformaci6n a la que se refieren Ramachandrin'® y colaboradores es la

llamada conformacién A. En donde Cyse encuentra del mismo lado que el grupo
carboxilo y que es el de menor energfa. (conformacién endo, figura 1-11).

Figura 1-11. Imagen minimizada de prolina en'la conformacién A (endo)

La energia estérica es de 7.525 vy el 4ngulo diedro (B) entre CB, Ca, Ny Cdes de
6.5° en esta minimizacién. La minimizacién se hizo utilizando el programa CHEM-3D
basado en célculos tipo MM2 (Allinger).

La segunda conformacién llamada conformacién B se presenta cuando Cy se
encuentra del lado opuesto del carbonilo del 4cido y es también llamada conformacién

exo. Los valores negativos de 8 estdn asociados a esta conformacitn. Ld energia

estérica de 7.692 y el 4ngulo diedro () entre Cf,Ca, Ny Cd es de —6.5°. En la figura
1-12 se muestra la estructura de la conformacién exo.

Figura 1-12. Imagen minimizada de la conformacién B (exo}

Otros datos interesantes son los de la estructura cristalina del clorhidrato de DL.-
prolina que muestran al Co fuera del plano generado por los nicleos N, CB, Cy y



C8. Es muy posible que este hecho se deba a la protonacién que hay sobre el
nitrégeno.

Otro caso més lo muestra el t-butiloxicarbonil-prolina (BOC-prolina). El grupo t-
butiloxicarbonil (BOC) es uno de los grupos protectores mas utilizados en la sintesis
de péptidos y cuya estructura cristalina se conoce desde 1974". Sus cristales se crecen
a partir de soluciones acuosas dando lugar a cristales ortorrémbicos pertenecientes al
grupo espacial P2,22 . Benedetti ez al" evidenciaron un “pliegue” en Cg mostrando
que este carbono estd fuera del plano que forman los otros 4 dtomos por 0.5 19A como
se muestra en la figura 1-13.

Figura 1-13. Estructura minimizada de BOC-prolina que muestra al Cp fuera del plano.

El grupo de colaboradores de Milner-While” :llevaron a cabo un estudio de
correlacién entre la geometria de la prolina y sus 4dngulos de torsién al estudiar
diferentes estructuras cristalinas de proteinas. Con esto se busca inferir la geometria
que presentar4 una proteina al conocer la conformacién adoptada por la prolina. En la
figura 1.14 se observan los 4ngulos de torsi6n del anillo pirrolidinico y su relacién con
la conformacién. En la tabla 1-2 se muestra el resumen de correlacién de los dngulos
de torsi6én con la geometria adoptada (cis o trans) de varias proteinas cristalizadas".

uooX
Conformacién A: (Xr+a—Xa—Ya)>40°

Conformacién B: (53— Xz Ya}<40"

Figura 1-14. Resumen de los 4ngulos de torsién de la prolina y su correlacidn con la de la molécula,

Tabla 1-2. Correlacién de Benedetti ef al”’ entre los 4ngulos de torsién y la geometria preferencial.

Conformacion en Proteinas Y1 X2 A3 YA
Z(cis} A -21 363 -36 17

Z (cis) B 26 -38 18 -1

E (trans) A -27 35 -34 20

E (trans) B 18 -29 17 -4

" Benedetti, E., Ciajolo, M.R. & Maisto, A., Act. Cryst B30,1783 (1974).
2 Milner-White,E.J., Bell, L.H &Maccallum,P.H., J.Mol. Biol, 228, 725 (
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1.4.1.2. Equilibrio geométrico de la prolina

Aunado a los factores conformacionales que controlan el arreglo del anillo
pirrolidinico, la prolina tiene ia posibilidad de encontrarse formando parte de péptidos
de geometria tanto Z (cis) como E (trans). Esta isomerizacién geométrica ha generado
varios estudios en donde se aborda de! efecto de la cadena lateral sobre la preferencia
por alguna de las estructuras geométricasl3 , la influencia de la naturaleza del
disolvente", el tamafio del grupo acilo en N-acilprolinas™ o del amino4cido precedente
a la prolina®, asi como la determinacién de su tasa de isomerizacién con la utilizacién
de enzimas peptidil-prolil-Z (cis)-E (trans)-isomerasas (PPI) como la ciclopilina y la
proteina de unién FK-506 (FKBP)* .

El origen de la isomerizacién es comunmente atribuido al carécter de doble enlace
de la unién C-N de la amida. El grupo amida tiene una mayor separacién de cargas
cuando presenta una estructura plana que cuando estd ortogonal y la isomerizacién a
través de un estado de transicién ortogonal es més ripida y se favorece en disolventes
menos polares. Los disolventes préticos restringen la isomerizacién por la formaci6n
de puentes de hidrégeno ya que la carga parcial del oxigeno es mayor en el plano que
en las amidas ortogonales’ . En la figura 1-15 se muestra el equilibrio entre la forma
ortogonal y la plana de la prolina.

A ‘
c)
R N

R R

|

e)

/.
0

JL 7w
|

Q\ a

A

FormaZ

|

SN
AN

Forma E

Figura 1-15, Isomerizacién de la prolina via un intermediario tetraédrico.

¥ peimer, U., Scherer,G., Drewello, M., Kruber, $., Schutkowsky, M., Fischer, G., J.Mol. Biol., 279, 449
(1998).

" Nishihara,H., Nishihara K., Uefuji,T. & Sakota,N. Bull. Chem.Soc.Jpn., 48:2,553 (1975)

% Grathwohl, C. & Wiithrich K., Biopolymers 15, 2025 (1976).

' Eberhardt, E., Loh, S.N., Hinck, A.P. & Raines R.T., J.Am.Chem.Soc, 114, 5437 (1992).
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Esta isomerizacién Z(cis)-E(trans) ha sido correlacionada por Milner-While ef aly
llegaron a la conclusién de que las Z (cis)-prolinas presentaban una preferencia hacia
la conformacién B (exo) mientras que E (trans)-prolina presentaba principalmente
conformacién A (endo).

1.4.2. Acido y-aminobutirico (GABA)

El 4cido y—aminobutirico (GABA) también llamado 4cido pipérico es un aminoécido
que al no ser un alfa amino4cido, no se encuentra en las proteinas y no forma parte de
los aminodcidos esenciales. Sin embargo, GABA fue identificado como un
constituyente del cerebro en la década de los 50’s y desde entonces se ha estudiado su
participacién en rutas metabélicas cerebrales. A mediados de los afios 60’s se
descubri6 que GABA era una sustancia con actividad neurotransmisora. En la figura
1-16 se muestra la estructura tridimensional del GABA.

Figura 1-16. Estructura tridimensional de GABA.

Los neurotransmisores son sustancias que contienen las neuronas y que son
secretadas para la transmisién de informacién hacia un objetivo especifico de manera
post-sindptica. Ellos se clasifican en 2 tipos:

1. Estimulantes. Este tipo de neurotransmisores genera canales i6nicos que se
abren para permitir un flujo de iones positivos ocasionando la despolarizaci6n
y la reduccién en la resistencia eléctrica membranal.

2. Inhibidores. En este tipo, a través de movimientos selectivos de iones se lleva a
cabo una hiperpolarizacién que ocasiona una disminucién en la resistencia
membranal.

GABA es el principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central de los
mamiferos y se produce a través de la accién de la 4cido giutdmico-descarboxilasa o
bien de 1a hibridacién in situ del mRNA que codifica para dicha enzima.

Cada neurotransmisor debe tener un sitio de accién y en el caso del GABA, existen
(conocidos hasta el momento) dos receptores GABA, y GABA,. GABA, es una
protefna pentamérica cuyas subunidades se unen rodeando un “poro” i6nico central.
Este receptor es un canal de iones CI” que se abre al momento de detectar el GABA
secretado por las neuronas presindpticas. GABA, es un miembro de la familia de
receptores acoplados a proteinas G que participa en diferentes rutas bioquimicas y en
la regulaci6n de canales iénicos.

12



Dentro de los amino4cidos cerebrales el GABA es uno de los que se pueden detectar
in vivo y utilizando técnicas de marcaje isotSpico se puede ir conociendo con exactitud
su participacién en las diferentes rutas metabélicas. En la figura 1-17 se muestra un
ejemplo de la participacién de GABA en el ciclo del 4cido tricarboxilico asi como su

generacién a partir de glutamato.

D o glycolysis | 000
g —— | SO|——| ©©
S G, =5 o]
Glocosa Piravatw Lactato Citosol
L PR |
' Matriz mitocondrial
QRO ==
& | ————— OO
=]

Acetil-CoA

Acetato l
Q

QGlutamina
(2).(c)
- & ¥
Ciurato 270 R
5 Q. a
o] ~—— | @&
Q.
ONO 000

Ciclo del 4cido tricarboxflice (TCA)

2-oxoglutarato Glutamato

OSOHHTHR) | t——

OXO
GABA

Figura 1-17. Principales metabolitos involucrados en la glicolisis, en el CICIO del dcido tricarboxilico y
la formacién de aminoécidos en células eucariotas”.

Ademis de la alamna, aspartato, glicina, entre otros, el GABA puede ser observado
con resonancia proténica en 500 MHz al llevar a cabo variaciones en los tiempos de
relajacién asi como Ia supresién de disolvente en muestras de corteza de los cerebros

" Graaf R.A. de, In vivo NMR Spectroscopy Principles & Techniques, John Wiley & Sons, 1990.
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humanos. En la figura 1-18 se muestra el espectro de un extracto perclérico de la
corteza del cerebro humano. GABA muestra sus 3 sefiales caracteristicas.

Corteza Humana

k=
= v
= L& ] =
v < ~
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l |
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»: g g & s|ls 23| o g
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Figura 1-18. Espectro prot6nico en 500 MHz. Extracto perclérico de tejido de corteza de cerebro

humano sin patologia alguna™
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Capitulo 2.
Sintesis y analisis de péptidos

2.1. Sintesis de péptidos

La sintesis de péptidos ha sido un reto al que se han enfrentado los quimicos desde el
inicio del siglo XX. Los métodos cldsicos de la sintesis de péptidos en solucidn
ofrecieron una deficiencia con respecto a la demanda requerida ya que incluso en
manos expertas, los rendimientos resultaban ser insatisfactorios.

Existen algunos aspectos a considerar en la sintesis de péptidos:
e  Grupos protectores de los grupos funcionales.
¢ Formacién de enlaces peptidicos.
2.1.1. Grupos protectores

Para llevar a cabo la formacién de un enlace peptidico, es necesario el uso de grupos
que protejan los grupos funcionales presentes en los diferentes aminoAcidos. Estos
grupos protectores también permiten romper el dipolo o caréacter de ion doble
(zwitterion) de los aminodcidos y péptidos, evitar la formacién de puentes de
hidrégeno, etc. En la figura 2-1 se muestra un esquema simplificado de una sintesis
utilizando grupos protectores (X 6 y).

R! R
o o
*H N /l\n/ YH,N J\n/
[o) 0
r! r?
X oY
~ OH
NH J\“/ . H.N /‘Y
o (o]

R! Q
X NH
NH oY
0 R
R! o]
NH
NH, * o
0 2R

Figura 2-1. Esquema general de la sintesis de péptidos usando grupos protectores.
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Los grupos protectores deben poseer las siguientes caracteristicas:
¢ Facilidad de incorporacion
¢ Estabilidad quimica
» Reduccién de la actividad de los grupos funcionales presentes.
» Prevencién de la racemizacion

¢ Facilidad de remocién.
Sobre la base del tiempo de permanencia del grupo protector se pueden clasificar en:

e Permanentes: Son removidos hasta que el péptido estd completamente formado.

» Temporales: Son removidos en pasos intermedios

Para escoger el grupo protector apropiado se debe tomar en consideracion la
estrategia a seguir dado que hay ciertos grupos que se adecuan més a ciertas
condiciones de reaccién. Una de las estrategias es utilizando un grupo protector
permanente en el grupo amino y una serie de grupos protectores temporales para el
carboxilo. Esta estrategia permite que se puedan hacer reacciones a través del
carboxilo. En la figura 2-2 se muestra un esquema de una sintesis de péptidos con un
grupo protector temporal en el carboxilo.

A+ B

A-B-C-D
Figura 2-2. Esquema de sintesis de péptidos con un grupo protector permanente en el grupo amino y
protectores temporales para el dcido.

Otra alternativa de Ia elongacién de la cadena es utilizando un grupo permanente en
el grupo carboxilo y una serie de grupos temporales en el grupo amino. Esta estrategia
tiene la ventaja de que las condiciones de hidrélisis de los grupos temporales del
amino no son tan drésticas y se evita la formacién de subproductos. Esta estrategia es
la mas usada en la sintesis en fase sélida. Esta es muy utilizada actualmente para la
sintesis de péptidos y su principio serd descrito un poco més adelante en el texto. En la
figura 2-3 se muestra un esquema de sintesis utilizado esta estrategia.
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-+

E + F-G-H

|

\
E-F-G-H

Figura 2-3. Estrategia de elongacién a partir del carboxilo.

2.1.1.1. Grupos protectores del grupo amino'”

Dentro de los primeros grupos protectores que se utilizaron se encuentra el
benciloxicarbonilo. Este grupo se elimina ficilmente con hidrogendlisis lo que lo hace
un muy buen grupo protector temporal y es en general muy estable a la racemizacién.
En la figura 2-4 se muestra la estructura del 4cido benciloxicarbonilo.

/ﬂ\ |
O NH/‘\COOH

Figura 2-4. Aminodcido con el grupo protector benciloxicarbonito.

Existen otros grupos protectores complementarios al benciloxicarbonilo, como el t-
butiloxicarbonil” (t-BOC 6 BOC). El BOC no es afectado por la hidrogen6lisis
catalitica sino que su hidrélisis se da bajo condiciones relativamente suaves como el
4cido trifluoroacético en temperatura ambiente. Asi, las propiedades hidroliticas de
ambos resultan complementarias facilitando una hidrélisis selectiva. Existen otros
grupos protectores que se han utilizado en situaciones muy especificas y que se
muestran a continuacién en la figura 2-5."

* Bodanszky, M. and Bodanszky, A., The Practice of Peptide Synthesis, 2nd. Ed, Springer-Verlag,
Berlin, 1994.

* Jones J., Amino Acid and Peptide Synthesis, Oxford University Press, Oxford, 1992.

® Itoh M., Hagiwara D. & Kamiya T., Tetrahedron Letters, (1975), 49, 4393.

% TROC: Windholz T.B & Johnston D.B.R., Tetrahedron Letters, 27, 2555 (1967} y Carson J .F., Synthesis,
268 (1981).
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Figura 2-5.Grupos protectores para el grupo amino”,

2.1.1.2. Grupos protectores del grupo carboxilo”

Los grupos mis utilizados son los ésteres metilico y etilico, pero la hidrélisis en
medios acuosos bésicos suelen presentar algunas complicaciones. De ahi que otros
grupos utilizados sean los ésteres bencilicos y r-butilicos cuya hidr6lisis es a través de
hidrogendlisis. En la figura 2-6 se muestra la estructura de estos compuestos.

;\loro\ f\[oro\/

. ; i
Ester metilico Ester etllico
S o
j o \ﬂ/
\[r | I
0 .
Ester bencilico Ester 1-butflico

Figura 2-6.Grupos protectores del carboxilo.

% EMOC: Carpino L.A. & Han G.Y., J.Org. Chem., 37:22, 3404 (1972).
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2.1.2. Formacion de enlaces peptidicos

Son varias las estrategias utilizadas para llevar a cabo la unién peptidica. En la
literatura se reportan una gran cantidad de reactivos de acoplamiento que se han
utilizado con exitosos resultados”.

2.1.2.1. Activacién del carboxilo a través de haluros de acilo”

Una de las formas més simples de aproximacién a la formacién del péptido es
llevando a cabo la activacién del grupo carboxilo a través de la formaci6n del cloruro
del 4cido seguido por la reaccién con el éster del aminodcido bajo condiciones
Shotten-Baumann. Sin embargo la reaccién es muy vigorosa para ser compatible con
los sustratos y se lleva a cabo la ciclizacién espontinea dando lugar a la generacién de
oxazolonas y péptidos racémicos.

2.1.2.2. Activacién del carboxilo a través de anhidridos

Como alternativas a la formacién del cloruro de 4cido se encuentra €l uso del
monoetil carbonato como grupo protector del carboxilo en combinacién con el BOC.
En la figura 2-7 se muestra la estructura del monoetil carbonato.

LA

Figura 2-7. Aminoécidoe protegido con BOC en el amino y con monoetil carbonato en el carboxilo.

Para la sintesis en fase s6lida se utilizan anhidridos simétricos como el que se
muestra a continuacién en la figura 2-8.

%AJT%NT*

Figura 2-8. Anhfdride simétrico usado en sintesis en fase sélida.

La utilizacién de anhidridos simétricos da la ventaja de una amindlisis sin
ambigiiedades. Sin embargo solamente la mitad del componente carboxilico usado se
incorpora al producto. En estos casos se puede recurrir al uso de anhidridos
asimétricos ". '

2.1.2.3. Activacién por medio de agentes acoplantes

Existe una gama de reactivos utilizados como agentes acoplantes™ y dentro de los
agentes acoplantes més utilizados y que se conocen desde los afios 50°s es la
diciclohexilcarbodiimida (DCC). La DCC reacciona con el grupo &cido de los

B Klausner Y.S. and Bodansky M., Synthesis, 453 (1972).
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amino4cidos para formar un aducto inicial, (O-acilisourea). En la figura 2-9 se muestra
la estructura de la DCC y del complejo activado la O-acilisourea.

Figura 2-9. Formacién del aducto inicial producto de la activacién del carboxifo con DCC.

Esta O-acilisourea no ha sido aislada™ pero dependiendo de las condiciones puede
reaccionar posteriormente dando lugar a una serie de productos:

e En ausencia de un nucleéfilo (el grupo amino o exceso de carboxilato) puede
reasegurase a la N-acilurea, la cual es muy estable.

o En presencia de un exceso de carboxilato, es decir un equivalente de DCC y 2
equivalentes del amino4cido, el aducto es atacado por el carboxilo formando el
anhidrido y la respectiva diciclohexilurea.

e En presencia del grupo amino el aducto reacciona con ésta para formar el
derivado peptidico y la correspondiente diciclohexilurea. Esta reaccion se genera
en un solo paso por la adicién del amino, del 4cido y de la carbodiimida.

H
/c-o A TH C o
N ” el ——— o R g B NH’“ + DHU
B
R-COOH ;
"\
e -7
1 HN

Figura 2-10. Reacciones posibles del aducto en diferentes condiciones de reaccion: A) rearreglo a la
N-acilurea; B) con un exceso de carboxilo; C) en presencia de un grupo amino y formacién del
péptido.

* Atherton E., Sheppard R.C., Solid Phase Peptide Synthesis. A practical approach., IRL press at
Oxford University Press, England, 1989,
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2.1.2.4. Desventajas de la sintesis en solucién

Uno de los problemas a los que se enfrento la sintesis clésica en solucién es la serie
de inconvenientes que se presentan cuando los péptidos empiezan a crecer en tamaiio.
Dentro de los principales problemas estédn la solubilidad y la purificacién de dichos
péptidos asi como los rendimientos de reaccién, que ain en manos expertas,
resultaban considerablemente bajos. De ahi la necesidad de desarrollar una estrategia
tal que permitiera poder sintetizar grandes péptidos y proteinas de manera facil,
répida, limpia y con rendimientos altos; y ello se logré con la sintesis en fase solida.

2.1.3. Sintesis en fase solida

La sintesis en fase sélida fue desarrollada por R.B. Merrifield en 1962 cuando
describi6 la preparacién del tetrapéptido leucil-alanil-glicil-valina por adicién sucesiva
de aminoacidos benciloxicarbonilados a una resina de poliestireno-divinilbenceno
(2%)”. En la figura 2-11 se describe esquemdticamente el funcionamiento de la
sintesis en fase sélida.

ISET O e
— —_—
a b c O»

\j

H HOOCO» §
2
ar -} -
Hg e d

Figura 2-11. Esquema general de la sintesis en fase sélida. a) funcionalizacién de la resina, b) adicién
de un BOC-amino4cido con sus grupos funcionales laterales protegidos, ¢) adicién de otro BOC-
aminodcido, d) obtencién final del péptido con grupos protegidos, e) péptido libre ya con los grupos
desprotegidos.

En este método se pueden considerar 3 pasos importantes.
e El primer amino4cido queda unido quimicamente a la resina.

o Los amino4cidos subsecuentes se unen al primer aminodcido para generar el
péptido correspondiente.

e Finalmente el péptido deseado se separa de la resina y asi la purificacién y la
caracterizacién se hace en solucién.

® Merrifield,B., J.Am.Chem.Soc., 85, 2149,(1963).
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Dentro de los problemas que se presentan en la sintesis en fase s6lida” se encuentran
las reacciones no cuantitativas, ortogonalidad incompleta entre los grupos protectores
temporales y los permanentes y reacciones laterales principalmente. Sin embargo, son
més las ventajas que las desventajas ya que se ha logrado llevar a cabo la sintesis en
fase s6lida automatizada minimizando los tiempos de reaccién y optimizando los
rendimientos”.

2.2. Andlisis de péptidos
Durante este proceso de sintesis en fase sélida resulta dificil el uso de técnicas
espectroscépicas convencionales para ir evaluando el avance de la reaccién. Una
manera facil de hacerlo, sin necesidad de la separacién de la resina, es el uso de
. técnicas cualitativas coloridas como la técnica de Kaiser que puedan evidenciar el fin
de la reaccién. Dentro de estas técnicas estd el uso de ninhidrina y 4cido
trinitrobencensuifénico para mostrar los residuos de los aminodcidos unidos a la
resina. Para el caso de prolina, € uso de ninhidrina dard una coloracién azul o bien
ligeramente café, aunque se prefiere para este aminodcido utilizar la prueba de la
Isatina.

Otras técnicas se basan en el uso de is6topos radioactivos o en la medicién de la
conductividad eléctrica para ir siguiendo las protecciones, desprotecciones de los
grupos funcionales y la umén final del aminoécido al péptido dando claras muestras
del avance de reaccién.”. La conductimetria es la tecmca mds utilizada en la sintesis
automatizada de péptidos.

La sintesis en fase sélida ha llegado a tal desarrollo que se pueden utilizar resinas
fotosensibles facilitdndose la quimica combinatoria. El desarrollo de la RMN de
s6lidos ha marcado un hito al permitir dar seguimiento de reaccién cuando todavia se
encuentra el péptido directamente unido a la resina”.

Una vez que se separa el péptido de la resina se pueden emplear las técnicas comunes
de elucidacién y caracterizacién espectral: resonancia magnética nuclear y
espectrometria de masas. En el caso de las protemas se prefiere sintetizarlos con un
enriquecimiento isotépico con N, “C y en ocasiones *H.

* Jones John, The Chemical Synthesis of Peptides, Clarendon Press, Oxford, 1994,

? Jones J.H. Senior Reporter, Amino Acids and Peptides. A Review of the Literature Published during
1984,Vol. 17, The Royal Society of Chemistry, Burlington House, London, 1984.

® Tetrahedron, 40,4141(1984).
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Capitulo 3.
RMN Dinamica

En ocasiones los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) presentan
sefiales anchas junto a sefiales que se ven finas. Estas sefiales anchas empiezan a
hacerse més finas al elevar la temperatura, y empiezan a presentar multiplicidad a
medida que se baja la temperatura. Este hecho estd relacionado con procesos
dindmicos de intercambio, ya que el ancho del pico (anchura de la seiial: “lineshape”)
es sensible al proceso de intercambio quimico. Esto permite que la RMN se pueda
utilizar en el estudio de las reacciones reversibles répidas bajo el nombre de
Resonancia Magnética Nuclear Dindmica (RMND).

3.1. Factores fisicos que afectan el ancho de pico

Dentro de la teorfa de probabilidad de transicién se predice una sefial de absorcién
infinitamente delgada cuando la frecuencia de la radiofrecuencia aplicada iguala
exactamente la frecuencia asociada a la diferencia energética entre los dos niveles
permitidos para una transicién cualquiera. (considerando nicleos con I=1/2).

En la prictica, sin embargo, las lineas de absorcién se ven ensanchadas por diversos
factores provocando que la absorcién se dé a lo largo de un rango de frecuencias.
Experimentalmente las lineas de absorcién tienen una forma Lorentziana descrita en la
ecuacion 3-1.

ecuacion 3-1.

8(V)=m'f

a,b= constantes
v,= frecuencia de absorcién .
v= frecuencia de Larmor
Dentro de los factores que afectan el ancho de pico se encuentran:

3.1.1. Inhomogenidad de campo magnético

El campo magnético externo, B, no es completamente homogéneo, lo que provoca
que las moléculas experimenten ligeras diferencias en el campo magnético efectivo.
(ecuacién 3-2)

B=B,(1-0) ecuaci6n 3-2.

Esto provoca que la absorcién de la energfa se dé en un rango de frecuencias cuya
sobreposicién da lugar al ancho de pico observado. Actualmente las inhomogenidades
magnéticas del imé4n principal no sobrepasan modificaciones en las sefiales mayores a
0.1 Hz.
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3.1.2. Efectos de relajacién
3.1.2.1. Relajacion Longitudinal (espin-red), T,

Cuando una molécula absorbe energia, el equilibrio de sus estados de espin se ve
alterado. Si la magnetizacién M, cambia de orientacién 90°, las poblaciones en ambos
niveles de energia (cuando I=1/2) se igualan, mientras que un cambio de
magnetizacién de 180° provoca que las poblaciones se inviertan por completo.

Con el paso del tiempo la magnetizacién original en el eje z (M,) alterada por un
cambio de 90° 6 de 180° se recupera paulatinamente como se muestra en la figura 3-1.

z

7 Mz=Mo
A
Yy
etector
S ———
"90° t
Ba Recuperacion de la magnetizacion
R.E. X con el paso del tiempo
z
Mz=Ma
B
y Detector ‘
180°
e ——-
Bo x N
R.F. :

Mz=-Mo

Figura 3-1. A). Tras la aplicaci6n del pulso de 90° la magnetizacién cambia del eje z al eje y donde
ests el detector, Con el paso del tiempo, Ia magnetizacién en el eje z se va recuperando poco a poco.
B). El pulso de 180° tiene a la magnetizacién en z completamente invertida y se va recuperando poco
a poco.

La rapidez de esta variacién en la magnetizacion a lo largo del eje z est4 descrita por
las ecuaciones diferenciales propuestas por Bloch y se muestra en la ecuacién 3-3.

dMz Mz - Mo
dt T

1

ecuacién 3-3.

Mz = Componente en el eje z de la magnetizacién.
M, = Magnetizaci6n original

T, = Constante de tiempo de recuperacién de la magnetizacion original
Mz=M,.

La disipacién de la energia absorbida se propaga hacia el medio provocando un
aumento en la energfa térmica de los alrededores (proceso que se asocia a la entalpia
del proceso). Una de las formas principales de esta relajacién espin-red es via
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interaccién dipolar y su descripcién tedrica obedece a una relacion de
proporcionalidad.
1 o
= =T =V, ecuacién 3-4.
1

El tiempo de correlacién, T, estd definido como el tiempo que tarda una molécula en
dar un giro de 1 radian y de acuerdo a la ecuacién 3-4, este tiempo estd relacionado
con el tiempo de relajacién T, y el ancho de pico a media altura v,,. De manera
general se puede pensar que entre mds rdpido se mueva una molécula, mayor serd su
T,y mds delgado serd el pico. Esto se muestra esquematicamente en la figura 3-2.

Vir
—p «4—
J N\
T, largo T, corto
Movilidad répida Movilidad lenta
Sefiales delgadas Lineas anchas

Figura 3-2. Relacién ancho de banda con rapidez de movilidad
Este ensanchamiento provocado por T, se explica utilizando el principio de
incertidumbre de Heisenberg:
AEAt+h
como AE=hAv
Avel/At

El tiempo de relajacién de los protones estd en el orden de segundos, en cambio los
nicleos de °C pueden variar desde milisegundos en macromoléculas hasta cientos de
segundos en moléculas pequenas. En liquidos viscosos o en so6lidos las interacciones
entre los momentos magnéticos de los nicleos adyacentes dan lugar a un mayor
ensanchamiento que el predicho por la relajacion espin-red.
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3.1.2.2. Relajaci6n transversal (espin-espin), T,

Este tipo de relajacién se manifiesta cuando un micleo (A), experimenta un campo
magnético ligeramente més intenso que otro nicleo (B). Cuando la magnetizacién de
estos niicleos se encuentran en el plano x-y (después de un pulso de 90°x) el niicleo A
experimenta una frecuencia de resonancia mayor que la del micleo B haciendo que A
gire en el plano mds répido que un sistema de referencia mientras que B girard mas
lento que el mismo sistema. Esto con el paso del tiempo hace que las magnetizaciones
en el plano x-y del nicleo A y del B se empiecen a separar. En la figura 3-2 se muestra
de manera esquemética la magnetizacién de A y B en el plano. En ella se ve como el
niicleo A va mds répido que la referencia mientras que B va mds lento que la misma.
Esto provoca que haya una pérdida de fase entre las sefiales de los niicleos A'y B.

N
A
/ Y Detector
N

X

Figura 3-3. Magnetizacién de dos niicleos A y B en el plano ;;recesando con frecuencias diferentes.
Con respecto a una frecuencia de referencia pareciera que se fueran separando.

En el detector se puede ver que con el paso del tiempo la sefial de My va
disminuyendo. Sin embargo si se le aplica un pulso de 180° en el eje de las x, se

provocard una torque de la proyeccién de A y B en el gje de las y, cambiando su
orientacién.(figura 3-4)

N
W,

N

Y Detector

X

Figura 3-4. Magnetizacién de los niicleos A y B tras un pulso de 180° (espin-eco).

Los nicleos A y B tras un tiempo determinado vuelven a entrar en fase y llegan a
" tener la magnitud méxima, pero con signo contrario: -My. La rapidez de variacién de
la magnetizacién My est4 relacionada con un segundo tiempo de relajacién T, descrita
por la ecuacién 3-3.

%fx = '——Tﬂﬂ ecuacion 3-5
2
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La energia total del sistema de espin no cambia y la relacién de T, con el ancho de
banda est4 descrito por la ecuacién 3-6.
1

Vigz = ecuacién 3-6

aT,

La contribucién de T, al ancho de pico puede ser minimizada ya que T, en RMN de
liquidos siempre serd menor o igual a T,.
3.1.3. Otros factores

El ensanchamiento provocado por nicleos con I>1/2 que presentan propiedades
cuadrupolares es producto de una relajacién més eficiente provocando tiempos de vida
media del estado de espin menores y con ello un ensanchamiento de la sefial.
Asimismo los compuestos que poseen electrones desapareados (paramagnéticos)
presentardn un ensanchamiento en las sefiales.

3.2. Factor quimico que afecta el ancho de pico (Intercambio Quimico)

Los efectos de ensanchamiento de pico provocados por el intercambio quimico se
ilustran con el estudio de algunos equilibrios en temperatura variable.

3.2.1. Equilibrio de la N,N-dimetilformamida

0-

o .
A /”\ ch-.___ %l\
N H & -— N+ H
v

H
Ha H3C

Figura 3-5. Estructuras en equilibrio de 1a N,N-dimetilformamida

Dado el caricter de doble enlace parcial que se presenta en el enlace N-CO de la
amida representado en la figura 3-5, los 2 metilos se encuentran en ambientes
magnéticos diferentes dando lugar a una frecuencia de resonancia diferente para cada
uno, es decir los nicleos son anisocrénicos.

La rotacién interna alrededor del enlace N-CO da lugar a un intercambio
intramolecular de los grupos metilo: (A) <= (A’). En la figura 3-6 se muestra el
equilibrio de interconversi6n en donde el metilo (A) a través de una rotacién se vuelve

(A”).
* GHa\N/H\H —_— CHe B‘\NJ\H
. A/

Br CH/

3 CHs

Figura 3-6. Ilustracién del equilibrio presente en la N,N-dimetilformamida.

Debido a la barrera energética de rotacién (88 KI/mol ¢ 21 kcal/mol) este
intercambio es lento en temperatura ambiente y el tiempo de residencia de los 2
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metilos en las posiciones Z (cis) o E (trans) al carbonilo es largo, con lo que se
observan 2 sefiales diferentes de resonancia para cada metilo. Al ir aumentando la
temperatura se logra vencer el impedimento energético aumentando la tasa de
intercambio y dando lugar a una coalescencia que hace indistinguibles al metilo Z (cis)
del E (trans).

3.2.2. Equilibrio de la 2-metiloxepina
Una situacién similar se presenta con la 2¢-metiloxepina que tiene un equilibrio
quimico con el 6xido de 2-metil benceno como se presenta en la figura 3-7.

Ha
Hs

/
Figura 3-7. Equilibrio del 6xido de 2-metil benceno y la 20-metiloxepina.

En temperatura ambiente la barrera energética de este equilibrio es de 30 kJ/mol (7
kcal/mol). Este valor indica que ia tasa de intercambio es alta por lo que se presenta un
intercambio répido y una sola sefial para el metilo.

Si se desea ver la sefial para cada isémero, es necesario disminuir la temperatura con
el fin de reducir la tasa de intercambio. En este caso, al bajar la temperatura hasta —
123°C se pueden apreciar ambos isémeros. En la figura 3-8 se puede ver la aparicién
de una sefial pequefia en —123°C correspondiente al metilo de la 2¢t-metiloxepina

N

Figura 3-8. Espectro 'H del metilo de la 20-metiloxepina en funcién de la temperatura. El
isémero mayoritario es la 2-metiloxepina y el minoritario es él é6xido de 2-metil benceno™.

® Giinther Harald, NMR Spectroscopy Basic Principles, concepts, and Applications in Chemistry, 2nd
Ed, John Wiley &Sons, 1995.
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3.2.3. Equilibrio del metanol

Un tercer equilibrio involucra un acoplamiento espin-espin que solo es distinguible
en bajas temperaturas como en el caso del metanol (CH,OH). En la figura 3-9, cuando
la temperatura es de —~65°C se aprecia el acoplamiento entre los protones del metilo y
del OH. El desplazamiento quimico de la sefial del alcohol (OH) se mueve hacia bajas
frecuencias ya que los enlaces de puentes de hidrégeno se disocian al ir aumentando la
temperatura.

Los tres casos antes mencionados tienen un momento de coalescencia de las sefiales
en donde el equilibrio empieza a ser mds rapido provocando un ensanchamiento de la
sefial. Lo importante de estos experimentos es el hecho de obtener informaci6n
termodindmica y cinética del proceso de equilibrio.

CH:

Mjk_up

_)L_JL I

Figura 3-9. Espectros de MeOH a —65 °C a 37°C.Figura tomada del libro Giinther™. La coalescencia se presenta
alos 10°C.

3.3. La escala de tiempo en RMN*

Para que un intercambio quimico se pueda apreciar utilizando la RMN, es necesario
que el tiempo de vida de un niicleo (1) en una posicién sea lo suficientemente largo
que permita que la frecuencia de detecci6n sea la adecuada. De acuerdo al principio de
incertidumbre de Heisenberg expresado en la ecuacién 3-7. el limite de T estd dado por

1Av =1/2% ecnacién 3-7

Donde Av=AFh=v,-v, ecuacién 3-8
y v,y v, son las frecuencias de resonancia de 2 niicleos diferentes.
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Como se menciond anteriormente (Capitulo 3 seccién 3.1) cuando T es muy pequeiia
Av debe ser grande, lo que implica que cuando el tiempo de vida de un micleo en una.
posicién es corto la diferencia de frecuencias debe ser grande para que puedan ver 2
sefiales diferentes, de lo contrario se tendrd un espectro promedio y una sola sefial.

El tiempo de vida de un niicleo es también una funcién del campo magnético
externo. Hasta el momento la tasa de intercambio lenta en el orden de 10° s” en
temperatura ambiente pueden ser observados por RMN con facilidad.

3.4. Coalescencia®

La coalescencia es el fenémeno que se presenta cuando dos sefiales se van uniendo
al ir aumentando la temperatura y deja de existir el valle entre ellas. Se le llama
temperatura de coalescencia (T.) a la temperatura en la que dicho fendmeno se
presenta. Por el contrario la des coalescencia es el fenémeno en el cual una sefial se
separa en 2 6 mas sefiales al bajar la temperatura. A partir de la temperatura de
coalescencia se pueden determinar propiedades fisicoquimicas importantes como lo
son:

e Energia libre de activacién
+ Constante de equilibrio de intercambio.

e Parametros termodindmicos AG, AH y AS

3.5. Descripcién Cuantitativa de RMN Dindmica®

Para lograr una descripcién cuantitativa que involucre pardmetros de RMN, de
cinética quimica y de termodindmica quimica es necesario relacionar el ancho de pico
(lineshape) con el tiempo de vida de los protones en diferentes ambientes magnéticos.
Si se considera que las ecuaciones de Bloch describen el ancho de pico como una
funcién de la frecuencia (v) y la relajacién transversal (T,) y por otro lado los procesos
de intercambio quimico representan un proceso efectivo de relajacién transversal (T,),
la variacién en el ancho de pico se puede expresar como una funcién de T, (Capitulo 3
seceién 3.2.2).

Definiendo el equilibrio de intercambio quimico entre dos especies A y B como:

kA

AZ=—B
kB
La magnetizaci6n en el plano X,y de A (M,) se verd incrementada con la llegada de
micleos de B en una proporcién de k,M,. Por otro lado la magnetizacién de A se verd
disminuida por aquellos nicleos de A que parten hacia B en una proporcién k,M,. Asi
con una serie de consideraciones se llega a la ecuacién que describe el ancho de pico
(lineshape g(V))” que se presenta en la ecuacién 3-9.

30



g(v) = [(1+TnAVp)P+OR] ecuacién 3-9
AT'P+R
P = [(0.25Av,2°-V'+0.25 AV®)t] + Avipfdn
Q = [-v-0.5(p,-p,) Av]T
R = 0.5(p,-p,) Av-V(1+21TAV;)

T=1atn
(TA+TB) Ta= "Cpr =1/k,\
’ TTg= T/pA =1/k3
Donde:

v = Frecuencia variable (Hz)

Ta,Ts Tiempo de vida promedio

P, Ps fraccién molar

AV = Vp—Vg

Avi» = Ancho de pico a la altura media cuando no hav intercambio

Con esta ecuacién de ancho de pico se pueden determinar las constantes de equilibrio
reversibles de una reaccién quimica cuando ésta involucra cambios en la frecuencia de
resonancia de 1 o més nicleos. Una vez conocida la constante de equilibrio, s posible
obtener los parimetros termodindmicos méis utilizados para la descripcién de
intercambios quimicos como: AG, AH y AS.

Para cualquier reaccién quimica, el paso en el que el intermediario tiene la mas alta
energia determina la velocidad de la reaccién. Este paso donde el intermediario tiene
la m4s alta energfa se conoce como el estado de transicién. Este estado resulta ser el
- menos poblado y es esencialmente hipotético, pues no se observa directamente. En la
teoria del estado de transicién se postula que el intermediario de més alta energia sufre
de 1a ruptura de enlaces para generar los productos con una frecuencia vibracional
equivalente a la frecuencia de vibracién de los enlaces covalentes (v) como se muestra
en la ecuacién 3-10.

k.T
V= —?l— ecuacién 3-10

donde K, es la constante de Boltzmann, h es la constante de Planck y T es la
temperatura en Kelvin. Esta frecuencia se asume como igual para todos los estados de
transicién y las diferencias entre unas reacciones y otras radica en la poblacién de
dicho estado y en la energfa necesaria para vencer la barrera energética, esto es la
energfa libre relativa del estado inicial hacia el estado de transicién (AG™). En la figura
3-10 se muestra un diagrama energético de una reaccién cualquiera.
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Coordencdcde reacclon

Figura 3-10. Diagrama energético en la teoria del estado de transicién.

Bajo este mismo criterio, la rapidez de reaccién (ecuacién 3-11) se puede considerar
como la frecuencia expresada anteriormente por la concentracién del intermediario o
complejo activado.

kT =
rapidez =—?l— 0] ecuacién 3-11

Y a través de la constante de equilibrio (ecuacién 3-12) hacia el estado de transicién
es posible relacionar la concentracién del estado de transicién y la concentracién de

los sustratos.

= ecuacion 3-12
[Sustratos]

Esto significa que la constante de rapidez en una temperatura especifica es
proporcional a k* cuyo valor estd determinado por la diferencia en energfa libre entre

los sustratos (materia prima) y el complejo activado como se representa en la ecuacién
3-13.

AG" =-RTInk’ ecuacién 3-13
3.5.1. Métodos y aproximaciones para la obtencién de pardmetros termodindmicos

3.5.1.1. Comparacién de espectros tedricos y experimentales

La constante de equilibric se puede obtener por comparacién de los espectros
teéricos (utilizando la ecuacién del ancho de pico) y los experimentales en diferentes
temperaturas y los datos se substituyen en la ecuacién de Arrhenius con lo que se
obtienen la Energia de Activacién (Ea) y el factor de frecuencia A. (ecuaci6n 3-14),

Ink=(-Ea/RT) +In A ecuacién 3-14

Este método asume que tante la energfa de activacion (Ea) como-el factor de
frecuencia son independientes de la temperatura. Una vez que se conoce la Ea se
pueden determinar la entalpia y la entropia de activaci6n con las siguientes relaciones.

AH® = Ea-RT
AS” = R{ln (hA/Kk,T) "]
AG™= AH* -TAS*
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Donde :

h = 6.625(10) **Is

T = Temperatura absoluta
R=831JK

k, =1.3805(10) * J/x
K = Coeficiente de transmision (para una reaccién completa k = 1)

3.5.1.2. Ecuacion de Eyring

Otra manera de evaluar la energia libre de activacién es utilizando la ecuacién de
Eyring (ecuacién 3-15) donde:

K=« (kT /h) (-AG"/RT) ecuacién 3-15
y rearreglando
AG” =RT(23.76 —In(k/T) o bien
In (k/T) = 23.76-( AB* /RT)+ (AS™ /R)

Y al correlacionar graficamente In (k/T) vs (1/T) se pueden calcular la pendiente
(AH™) y la abcisa (AS™) que son independientes de la temperatura.

3.5.1.3. Equilibrios con diferente energia (Ecuacién de Van’t Hoff)

En este caso la constante de equilibrio se determina por integracién de las sefiales
cuando la tasa de intercambio es lenta y su entalpia se calcula con la ecuacién de
Van’t Hoff. En la ecuaci6n 3-16 se representa la ecuacién de Van't Of..

In k = -AG/ RT = -AH/RT + AS/R ecuacién 3-16

En los célculos, se debe considerar la fraccién molar de los componentes en el
equilibrio. Si son muy diferentes, esto es, si la diferencia de energia libre es grande
entre los dos sistemas, la coalescencia de los 2 sistemas no se define bien. El proceso
de intercambio en este caso resulta aparente y solamente se observa un ligero
ensanchamiento de la sefial mas abundante.

3.5.1.4. Experimentos de espin-eco

Los experimentos de espin-eco también se han utilizado para estudiar procesos
dindmicos con base en la amplitud del eco afectado principalmente por la relajacién
transversal, T,.

La disminucién en T, a través de un proceso de intercambio quimico no es
significativa en este contexto si el tiempo de residencia de un nicleo en posiciones con
diferente frecuencia de Larmor es largo comparado con el tiempo de recuperacién
(delay) entre pulsos. Sin embargo, cuando las reacciones son rdpidas o el tiempo de
recuperacién entre pulsos es largo, el eco disminuye més rapido cuando hay
intercambio que en el caso de sistemas sin perturbaciones en la relajacion transversal.
Si se determina este decremento adicional como funcién del tiempo de recuperacién
(delay), se puede calcular la constante de reaccién en la temperatura que se obtuvo el
experimento.
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Este método resulta ventajoso ya que se aplica a lo largo de un rango considerable de
temperaturas y no se ve afectado por interacciones espin-espin.

3.5.2. Soluciones aproximadas

3.5.2.1. Determinacién de la constante de coalescencia (K __.....)"”

Dada la complejidad de la ecuacién 3-9 del anélisis completo de Ia forma de la sefial
(lineshape), se han desarrollado algunas soluciones aproximadas. Una de las mds
comunes es utilizando la expresién de la ecuacién 3-17 en donde se obtiene la
constante de equilibrio en la temperatura de coalescencia para un sistema con
poblaciones equivalentes.

k,, =nAv/ )" ecuacion 3-17

Una vez calculada la k_, se puede sustituir en la ecuacién de Eyring calculdndose la

barrera energética involucrada en el proceso.

AG™ = RTc [22.96+ In(Tc/Av)] J/mol
Este valor de AG”™ depende de la temperatura dado que
AG” = AH™- T AS®

En general, la temperatura de coalescencia es diferente para cada proceso dindmico,
y la comparaci6én de AG” es factible siempre y cuando la entropia de activacion sea
Cero. :

3.5.2.2. Ensanchamiento de intercambio Ae”

Otro de los andlisis considera el ensanchamiento de intercambio (Ae) que se calcula
considerando el ancho observado A, y restdndole el ancho de linea natural (A) y el
ensanchamiento por inhomogenidad de campo (A,) representado en la ecuacién 3-18.

Ae = Aobs - Ao - A ecuacién 3-18

Haciendo las consideraciones y aproximaciones necesarias, las ecuaciones para
cuando existe un intercambio lento y un intercambio répido se muestran a
continuacién:

Iit, =k, =mhe y 1/, =k,=(4np,p,/AV’) Ae

Las aplicaciones de este sistema son limitadas pero son itiles para célculos
aproximados.
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Capitulo 4.
Desarrollo experimental

4.1 Sintesis

4.1.1 t-(butiloxicarbonil)-L-prolina (BOC-prolina) y éster metilico de
prolina

La BOC-prolina y el éster metilico de prolina se compraron a Aldrich y se utilizaron
sin previa purificacién. La pureza reportada por el vendedor es del 98.5 y 993 %
respectivamente.

4.1.2 Sintesis del éster metilico y bencilico del dcido y-aminobutirico
(GABAOMe / GABAOBen).

La sintesis se Ilevé a cabo via la formaci6n del cloruro de 4dcido utilizando el cloruro
de tionilo (SOCL). En un matraz se suspendi6 el GABA en diclorometano con
agitacién magnética constante. Se agregé gota a gota SOC], con un exceso de 10%. La
reaccién se dejé en agitacién por 45 min a temperatura ambiente. La adicién del
alcohol correspondiente se hizo en baiio de hielo en cantidades equimoleculares para
el éster bencilico y en exceso para el éster metilico. La recristalizacién se hizo de
etanol-éter y el rendimiento fue del 90% y 85% respectivamente. La reaccién 4-1
muestra esquemdticamente la secuencia que se utiliz6.

\/\L g
+ S0C + ROH
NHz H —l:“h- NH a ——> N .

Reaccién 4-1. Sintesis del éster metilico de GABA.

4.1.3 Sintesis del éster metilico del BOC-prolina

La esterificacién se llevé a cabo con el empleo de diazometano generado in situ. En
un matraz se agrega nitrosometilurea y una solucién al 35% (aprox.) de NaOH. Se
deja reaccionar unos minutos y se afiade éter etilico. El éter empieza a tomar una
coloracién amarilla que hace evidente la presencia del diazometano. Cuidadosamente
se agrega la soluci6n etérea de diazometano a una solucién de BOC-prolina en éter
con la generacién.inmediata de nitrégeno. Se deja reaccionar sin agitacién a
temperatura ambiente y se sigue la reaccién por cromatografia en capa fina de silice
utilizando AcOEt-Hexano (20%) como fase mévil. Se agrega MeOH/EtOH para
destruir del diazometano residual. Posteriormente se lleva a cabo la evaporacién a
sequedad y una percolacién en sflice 70/230 con el sistema AcOEt-Hexano (20:80)
dando lugar a un aceite amarilloso puro con un rendimiento del 90%.
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4.1.4 Sintesis del t-butiloxicarbonil-GABA (BOC-GABA)

Se siguié un protocolo reportado en la literatura” en donde se agrega el 2-t-
butiloxicarboniloximino-2-fenilacetonitrilo (BOCON) en exceso del 10% a una
mezcla de GABA con trietilamina (10% exceso) disuelta en suficiente mezcla
dioxano-agua (1:1) por 2h a temperatura ambiente. Se agregé acetato de etilo 3 veces
para lavar la fase acuosa y se acidificé hasta obtener reaccién positiva de rojo Congo
(pH=5). El producio fue un aceite y el rendimiento obtenido tras una percolacién en
columna de silice 70/230 con el sistema AcOEt-Hexano (20:80) fue del 40%. En la

reaccion 4-2 se ilustra el proceso llevado a cabo.
/ﬂ\/\/NH
~ A
\rzn—o/‘ﬂ\m—‘f + H,N/\/\U/OH BOC-GABA
—-
>

o]

Reaccién 4-2. Reaccidn de sintesis de BOC-GABA

4.1.5 Acoplamiento de BOCprolina-éster metilico de GABA (BOC-pro-
GABAOMe)

Modificando el método propuesto por Bodansky” para el acoplamiento de
aminodcidos en donde se utiliza la diciclohexilcarbodiimida (DCC) como el agente
acoplante se decidi6 utilizar ademds la N-hidroxisuccinimida (NHS) como un auxiliar
en la formacién de un éster activo in situ evitando que el intermediario sufriera un
rearreglo. La explicacién completa de la razén de esta modificacién se da dentro del
andlisis de resuitados. La DCC y la NHS fueron reactivos Aldrich y se utilizaron sin
purificacién previa.

Se liberé previamente el éster metilico de GABA con cantidades equimmoleculares
de trietilamina en presencia de un exceso del 10% de BOC-prolina en suficiente
diclorometano. Se filtré el clorhidrato de trietilamina y se agregé la NHS y la DCC. Se
dej6 reaccionar toda una noche y al dfa siguiente se filtr6 la diciclohexilurea (DHU})
formada. Se lavé la fase orgénica con HCI (diluido), NaHCO, y agua destilada. Se
sec6 sobre Na,SO, y se llev6 a sequedad. El producto fue un s6lido de punto de fusién
de 69-71°C con un rendimiento 60% después de la purificacién por columna de silice
70/230 y acetato de etilo como fase mévil.

4.1.6 Acoplamiento de BOC-prolina- éster metilico de prolina (BOC-pro-
proOMe)

Nuevamente siguiendo el protocolo propuesto por Bodansky” y con la modificaciém
de la adicién equimolecular de NHS, primero se liberd el clorhidrato del éster metilico
de prolina en diclorometano con un 10% de exceso de trietilamina. Una vez que el
clorhidrato de trietilamina precipit6, se filtr6, se lavé el sélido con un poco mis de

* Bodanszky, M. and Bodanszky, A., The Practice of Peptide Synthesis, 2nd. Ed, Springer-Verlag, Berlin,
1994,
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diclorometano y se le agregé BOC-prolina, NHS y DCC. Se dejé la reaccién toda la
noche en temperatura ambiente y en agitacién magnética constante.

E! precipitado formado se filtré. y la fase orgénica se lavé con HCl (diluido),
NaHCO, y agua destilada. Se secé sobre Na,SO, y se llevé a sequedad. El producto
fue un aceite y el rendimiento de reaccién fue de 56% después de la purificacién por
columna de silice 70/230 y acetato de etilo como fase movil.

4.2 Analisis

4.2.1 Infrarrojo (IR)

Para el andlisis de infrarrojo se utilizé un espectrémetro FTIR Nicolet® Magna 750.
Para el caso de pastillas se utiliz6 KBr grado espectroscépico y en el caso de pelicula
la muestra disuelta en CHCI,.

4.2.2 Polarografia

Polarimetro JASCO® modelo DIP-360. Las muestras se prepararon en CHCI3, salvo
en caso especifico que se mencione. Las celdas fueron de lem de largo y la
concentracién se especifica en cada caso.

4.2.3 Espectrometria de masas (EM)

En el caso de impacto electrénico se utilizé un JEOL® JMS-AX 505 HA
utilizando 70eV. La resolucién es de 1,500.Para el caso de alta resolucién se utilizé
el mismo equipo per con una resolucién de 8500.En el caso de FAB se consider6 la

modalidad de iones positivos con una matriz de alcohol bencilico y una resolucién
de 3000.

4.2.4 Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE-HPLC)

Se utiliz6 un equipo Varian® 9050 con un detector de UV Varian® 4400 a una
longitud de onda de 215 nm. Una columna fase invertida (reversa) RP 18 esférica/5
Brownlee | =20cm i.d 2.1 mm con un sistema de disolventes MeOH-H,0 (95-5%).

4.2.5 Resonancia magnética nuclear (RMN)

El equipo que se utiliz6 fue un Varian® Unity 500 MHz con probe de 5 mm de
detecci6n inversa. Los experimentos que se llevaron a cabo fueron 'H, "C, DEPT,
HSQC, HMBC y NOESY. Los disolventes utilizados fueron CDCl,, DMSO-d6 y
acetona-d6 para temperatura ambiente, alta temperatura y baja temperatura
respectivamente.
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Capitulo 5.
Resultados y analisis de resultados

- La materia prima N-(t-butiloxicarbonil)-prolina i.e. BOC-prolina empleada fue
Aldrich y se utilizé directamente sin ulterior purificacién. Este compuesto resulté
adecuado como punto de partida para analizar la influencia de disolventes y de la
temperatura en la medicién de equilibrios conformacionales. Se obtuvieron espectros
de RMN en DMSO, acetona-d, y CDCl,cuyos resultados se muestran mas adelante.

El grupo ¢-butiloxicarbonil es uno de los grupos protectores del grupo amino en la
sintesis de péptidos. Este grupo al unirse al amino permite que se lleve a cabo un
equilibrio de isomeria geométrica en torno al enlace “peptidico” que se forma.

%COOH Q\COOH
A, — I
1

I

Forma Z Forma E

Figura 5-1. Equilibrio geométricco de BOC-prolina.

De una manera particular, la prolina es el dnico residuo que se encuentra en los
mamiferos en el cual el enlace Z (cis) es energéticamente accesible gracias a la
desestabilizacién de Ia conformacién E (trans)’ . El equilibrio se ha documentado en la
literatura y se conoce tanto para péptidos que involucran a la prolina, como en
proteinas” y se ha propuesto como la razén de la apertura de canales
intramembranales’.

5.1. Andlisis de los espectros de BOC-prolina
5.1.1. Resultados de rotacién 6ptica, andlisis de IR y EM de BOC-prolina

El valor obtenido para BOC-prolina en cloroformo fue de {a]” = -89.3° (c=1) . En IR
en pastilla de bromuro de potasio se observan las siguientes sefiales. El espectro
completo se encuentra en el Anexo 1 (E-1-1).

Tabla 5-1. Asignacién de las bandas de IR de acuerdo a los grupos funcionales que las generan.

Frecuencia Descripcién Frecuencia Descripeion
3300 cm’ v COOH banda ancha 1740 cm” C=0 Carbamato
2973-2932 cm” V. CH; y CH, 1638 cm’ C=0 Acido
2895 cm’ v, CH;y CH,

» Milner-White, E.J., Bell, L.H. & Maccallum, P.H., J.Mol. Biol, 228, 725 (1992).
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El método de ionizaci6n utilizado en espectrometria- de masas fue impacto
electrénico. El espectro completo se presenta en el anexo 1 (E-1-2) y los datos més
representativos se presentan en la tabla 5-2

Tabla 5-2. Fragmentos m4s importantes en EM de impacto electrénico y [a estructura de los
fragmentos de BOC-prolina.

Identificacién m/z Descripcién
M+ (ion 215
molecular)

M-45 170 \O

M-101 (pico

base) 14 @
Me145 0 )
M-158 57 4' +

Tanto el espectro de IR como el de EM dan evidencia contundente de la estructura
general, sin embargo en este caso debido a que las isomerias no son detectables en EM
y la evidencia de IR no resulta concluyente.

5.1.2. Espectros de RMN en 500 MHz y temperatura ambiente (T.A.) en CDCl,

Para la elucidacién estructural final fue necesario recurrir a la RMN proténica y de
C tanto uni como bidimensionales. A pesar de contar con un equipo de 500 MHz, la
asignacién inequivoca sobre el isémero Z y el E en torno al carbamato (uretano) no se
hizo evidente en temperatura ambiente de ahi que solo se pueda hablar del isémero
més y del isémero menos abundante. En la figura 5-2 se muestra un resumen de las
asignaciones para cada protén y carbono de los isémeros méds y menos abundantes.
Los espectros completos se encuentran en el anexo 1 (E-1-3 al E-1-8).

p D

029

34, 1556 L]
67 133;142
K
ias L920¢( 1] 139
2E13L N T g;;lzw 28067
2.11,1036
auy OB
SER4S
2
1sémero mds sbundantc Isdmere menos abundante

Figura 5-2. Asignacién parcial de los isémeros Z (cis) y E (trans) de BOC-prolina en CDCI, en
temperatura ambiente.
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Los espectros completos de RMN proténica, de “C y bidimensionales estdn en el
anexo 1 (E-3-E-8).

Uno de los espectros que permite conocer las interacciones a través del espacio es el
experimento NOESY (figura 5-3) y dicho experimento nos puede dar evidencia de las
sefiales que provienen de cada uno de los isémeros. La similitud de las sefiales
NOESY para cada uno de los isémeros dificulté probar de forma inequivoca las
sefiales del isémero Z y del E. Es claro que la presencia de sefiales de intercambio
entre los 2 isémeros jugé un papel importante. Considerando esto, se llevaron a cabo
estudios en donde se disminuyera la tasa de intercambio para poder saber las sefiales
que corresponden a cada isémero.

Ha 8 HB fﬁ? i
_ &A AN \_J W
[ t-butilo

topm)] . -
1.5 S e,

2.0—5 ég

e

2.5
3.0
& 8
1 Senales de
4 .0-_- intercambioc
sie / ogo= 3
B ooa <« -+ ]
4.5
=T

- T B T
4.5 4.0 3.5 3.¢ .5 2.0 1.5

Figura 5-3, NOESY en temperatura ambiente para BOC-prolina en CDCl,

Existen en la literatura, algunas referencias que hacen alusién a la determinacién de
la geometria Z (cis)-E (trans} de las amidas. Nishihara et al”. analizan el impedimento
estérico que generaria la presencia del isémero Z (cis) en pivaloil-L-prolina dando
lugar solamente al isémero E (trans) mismo que, en el caso de derivados donde se
presentaban ambos isémeros, tendria un desplazamiento quimico en campo m4s alto.

Por otro lado Wiithrich ef al.” plantean que la isomerizacién E-Z de X-Pro se afecta
en forma importante por la cadena lateral de X dando lugar a una mayor proporcion
del isémero Z {cis) cuando se tienen L-L dipéptidos y proponen que sean los carbonos
B y ¥ los que sean utilizados como la base para el célculo de abundancias relativas.
Mis aiin, dentro de sus observaciones vieron que la diferencia del desplazamiento
quimico entre los CB y Cy del isémero Z (cis), es mayor que la del isémero E (trans).

% Nishihara, H., Nishihara, K.. Uefuji, T. & Sakota N., Bull. Chem. Soc. Jpn., 48:2, 553 (1975).

40



Otro grupo de investigadores, Bovey ef al”. proponen que a través de la induccién
anisotrépica del carbonilo del carbamato (una posicién syn o anti con respecto al
carbonilo), se puede distinguir a los carbonos o y & de cada uno de los isomeros
geométricos dando lugar a un carbono o en campo mdés alto para el isémero E
mientras que el desplazamiento quimico de! carbono & del isémero Z se espera que
esté en campo mas alto.

El hecho m4s relevante es que los resultados de Bovey er al., y de Wiithrich et al.,
son consistentes a pesar de haber tomado 2 puntos de referencia diferentes. Sin
embargo, los resultados de estos dos grupos contraponen lo que propone Nishihara et
al. La literatura actual se basa mucho en la propuesta de Wiithrich y su grupo de
colaboradores, y considerando que dichos experimentos fueron realizados en la época
de los 70’s, se decidié llevar a cabo el estudio de la isomeria utilizando las técnicas en
donde la elucidacién resulte inequivoca, de ahi que se haya decidido llevar a cabo un
estudio sistemitico en baja temperatura para poder asignar completamente a cada
isémero.

5.1.3. Espectros de RMN en 500 MHz en bajas temperaturas en acetona-d6

Los espectros tanto de protén como de ®C muestran las sefiales correspondientes
para cada uno de los is6meros, y se puede notar que nuevamente uno de los isémeros
$e encuentra en una proporcién mayor con respecto del otro. También, como era de
esperarse, en el espectro de "C existen sefiales que parecen estar “invertidas” como es
el caso de la zona de los carbonilos en donde el isémero més abundante tiene al
carbonilo del carbamato en campo més alto y el carbonilo del éster en campo mas

bajo. Este mismo hecho se presenta con los Co. y C6 asf como para los CB y Cy.

El cambio de disolvente de CDCI, a acetona no significé un cambio en los resultados
del experimento NOESY y no se observaron evidencias contundentes para poder
asignar las sefiales del isémero Z (cis) y del isémero E (trans) a temperatura ambiente.

Los espectros de 'H y “C en acetona a T.A. se muestran en las figuras 5-4 y 5-5. En
el espectro proténico en la zona de 4 ppm se ven claramente 2 dobles de dobles
correpondientes a los protones alfa del anillo pirrolidfnico. Se ve que uno de ellos es
més abundante que el otro y que las constantes de acoplamiento son ligeramente
diferentes (8 4.166 (J ., 4.0y 8.5Hz) y 84.216 ('J ,,, 3.5 y 9.0Hz)).

Por otro lado el espectro de “C muestra claramente 4 sefiales de carbonilos: 2 del
4cido y 2 del carbamato (uretano). La abundancia relativa puede ser directamente
asociada a la abundancia de cada uno de los isémeros. Es importante hacer notar que a
pesar de tener presente el efecto nuclear Overhauser, es decir, no haber hecho una
secuencia de pulsos cuantitativa en “C, los carbonos cuaternarios se ven muy poco
afectados por el NOE por lo que se puede asegurar que su intensidad es proporcional a
la abundancia relativa que presentan.

Finalmente en la figura 5-6 se muestra el espectro NOESY de BOC-prolina en
acetona y en temperatura ambiente. En este caso el espectro es un poco mds limpio
pero se siguen viendo seiiales de intercambio.

¥ Dorman D.E. & Bovey F.A., J.Org. Chem, 38:13, 2379 (1973).
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Figura 5-4. Espectro proténico de BOC-prolina en Acetona a T.A.
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Figura 5-5. Espectro de °C de BOC-prolina a T. A. en acetona-d6
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Figura 5-6. Espectro NOESY en acetona—d6 de BOC-prolina en T.A.

El cambio de disolvente se propuso para poder disminuir la temperatura hasta -90°C
y con ello llevar a cabo un estudio sistematico de variacién de temperatura que se

presenta en la siguiente tabla.

5.1.3.1. Analisis de los protones o« y & del anillo pirrolidinico de BOC-prolina en
acetona en diferentes temperaturas (baja temperatura)

Tabla 5-3. Primera parte del estudio sistemitico de temperatura variable en acetona para BOC-

prolina.
§H | gonectroampliado | 8'H  [Espect liado d
T(°C) prot6u peciro ampliado speciro ampliado de
o Protén o protones & protones &

Multiple Pseudo

Maultipl atuph

ultiple 3371 quintuple

-90 4.126
3,228
o st i e i e o S A R R MR RE LS B I Rl AR R
4.20 4.12 ppm 3.36 3.26 ppm
dd
Menor 411 dd wosona 3241 2 sefiales

frecuencia ) (3.5.8.5 m:MN ' Multiple  cuadruples

-80 h M
\ L « |

Mayor 4.149 3.381
frecuencia e miaiai s an s b i
s 3.42 3.34 3.26 ppm
4.15 ppm
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Tabla 5-3. Continuacién del estudio de temperatura variable en acetona para BOC-prolina.

§'H |Espectro ampliade| &'H Espectro ampliado de protones
T™C P
protén o Proton o protones & )
M dd 2 seiiales
enor ) 4.123 dd (4.0, 8.5 o) 3.253 Mulliplc cuadruplcs
Frecuencia (3085 1)
=70
Mayor 4.156 3.383
frecuencia oy L | re————— T
4.17 4.13 pom l ID 3.3 3.24 ppm
Menor 4.127 dd 3.257 . 2 sefiales
Frecuencia ad  @orsvo Multlple cuadruples
5,20 HD ]
.60 ‘J‘M ’_JJ\ U I\;
y
Mayor 4.161 3391
frecuencia [l W b il TR
4.17 4.12 ppm 3.4¢ 3. 38 3.32 3. 26 ppm
dd 3.284 Seflal Sefial
Menor 4.141 dd (4.0. 9.0 Hz) Triple Triple cuadruple cuadruple
Frecuencia ’ (6 Hz) (6 Hz} (8 Hz) (7 Hz)
(3.5.9.0 Hz) 3.306
30 f ".JJ
3.388 oy f\
Mayor' 4.18 T T AL L W
frecuencia RGO 1.409 3.2 3.38 3.34 3.0 ppm
4.19 4.15 ppm " ) ) ) )
dd 3.299 GBD  contre .
u P i1t
Menor' 4146 dd (4.0.8.5 Hay Pseudo -!l (7.5 Hz) l‘ (7?5?’15)0
Frecuencia (3.5.9.0 Hz) triple | ,
p 3317 fﬁHzJﬁm“ | \ H. )
o —— JUly B ‘”'\ | J\‘\
3,391 i YN
Mayor ) \“—J‘J STV
f . 4.180 [ T Lt A R e el R L B i
recuencia e
4.20 4.16 ppm 3411 3.42 338 3.36 3.30 P
3.307
Menor 415 dd dd ?%’?'ﬁi;°
Frecuencia ’ (4.5,9 Hz) dd (55.65H) Cuadruple
(3.5, 9 Hz) r 3.324 ORI . f, (7.5 Hz)
-10 Mﬂ ahoit I
TR Ak g
y JUL,!UL}\/'UU\\___ 3.393 v A U"\JL_“
ayor 4.19 e ———— S —————————
frecuencia 4.71 4.18 4.15 ppo 1413 1.3 3.38 3.4 3.30 poa
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Tabla 5-3. Continuacién del estudio de temperatura variable en acetona para BOC-prolina.

™ C 5H |Espectroampliadol| §'H |Espectro ampliado de protones
proton ¢ Protén o protones & o
dd 3321
Menor Cuadrupl
. 4,16 (4.5, 9.0 Hz) uadruple
Frecuencia (3.5%?;1“,_) t_gjﬂ_d(m,, T30 ) eadrupl
3.342 dd (7 Ha)
(5.5, 7.0k 'n
: _NL ?ﬁ"\}\”\ W
3.399 | WA
Mayor‘ 4|208 W Ll el L L b e L ) bk ML L] Ll bl LA L LA ALY LLE RLAM RALLL AR bALLAA) LA
frecuencia 3.44 3.42 3,40 3.38 3.3 3.4 232 M0
4.22 4.18 4.14 3.420)
3.332
Menor dd Cuadruple
5. 7. Hz,
Frecuencia 4.156 dd (5.5.7.5Hz) @ )'|
dd «@ossus 3.355 4 *\ n p I Cuadruplg
(3.5,9.0 Hz) (6.4, 8.0 U h ,f\ n ; ‘ (7 Hz)
i TR v
25 h . y A8 fi 5l
ﬁUUtU\JJ 3421 i }',-‘bu, | ,'\ N 'UP\’“
M ;Jai” '\’U\’“’ VLA
frec::zl(:Zia 4196 | bk ikl el S R LA L B B | e ™ v A A
4.20 4.36 PP@| 55 frereEEE————— — — e -
\ 1.44 3.40 1.36 3.32

A medida que se reduce la temperatura, disminuye la tasa de intercambio quimico
entre los isémeros Z (cis) y E (trans), el desplazamiento quimico de ambos isémeros
se empieza a hacer més semejante. Este hecho es fortuito y resulta de la coincidencia
de que ambos desplazamientos quimicos coinciden en tales condiciones.

Al modificar la temperatura de la muestra, los desplazamientos quimicos de los Ho
del isémero mas y menos abundante varian ca. 0.056 y 0.067 ppm respectivamente. En
ocasiones es mejor definir la variacién de desplazamiento quimico en ppm ya que esta
medida estd normalizada. En cambio el uso de Hz variard dependiendo de la
intensidad del campo magnético utilizado.

Como se muestra en la tabla 5-3. el isémero més abundante es el que menos

variacién de desplazamiento qufmico sufre. Esta variacién en & se estima utilizando al
TMS como referencia en 0 ppm a lo largo del estudio.

Tabla 5-4. Diferencia de desplazamientos quimicos en

RMN proténica para los protones Q.

AS Ho, (ppm) Hz
Mais abundante 0.056 28
Menos abundante 0.067 33.5
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AS Protones a en acetona

—— Mes abundonte
—— Mencs aixndante

Desplazamiento quimico

Figura 5-7. Variacién del desplazamiento quimico de los protones alfa en acetona al variar la
temperatura.

Dada la variacién de desplazamientos quimicos y sobre todo, de la disminucién en la
separaci6n para las sefiales de Ho, se decidi6 obtener del espectro NOESY en —-60°C
donde las sefiales estaban lo suficientemente resueltas y la temperatura era
considerablemente baja como para apreciar una disminucién en la tasa de intercambio.

5.1.3.2. Anélisis de los espectros NOESY de BOC-prolina en acetona a ~-60°C.

El experimento NOESY con una tasa de intercambio quimico disminuida logré hacer
evidente una serie de interacciones determinantes. Como se ve en la figura 53-8, al ver
la seccién cruzada correspondiente al proton alfa del isémero més abundante, se ve un
aumento en la intensidad de las sefiales de los protones beta, gama y t-butilo.

Hg
Ha Protén del mismo
Isémero mis tade que o

sbundante
(més alio campo)

|

Figura 5-8. Seccién cruzada del espectro NOESY del Ho: en menor frecuencia. La interaccién del
protén o con el t-butilo confirma el hecho de que se trata del isémero E (trans) y de la conformacién
endo.

Hp t-butilo
Lade opuesto
8 protda a

4.113

Hy

Mismo lado
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Esto lleva a pensar en una conformacién preferente que corresponderia a la
conformacién B (o endo) descrita en la literatura para algunas conformaciones del
anillo pirrolidinico. Estas observaciones confirman lo propuesto por Milner-White et
al”, en donde se plantea que tanto en péptidos como en protefnas, los residuos de
prolina con geometria Z(cis) prefieren tener una conformacién tipo B o endo, mientras
que los E (trans) prefieren una conformacién A o exo. En la figura 5-9 se muestran las
interacciones que pueden existir entre los diferentes grupos.

Ha- t-butilos

Ha- Hy

Figura 5-9. Conformacién B (o endo) para BOC-prolina Z (cis) basdndose en los efectos NOE
observados.

La figura 5-10 muestra que existe una interaccién entre los protones ¢ y una interaccién
grande con el protén 8 del mismo lado del anillo y un poco menos intenso la interaccién

con el protén f del lado opuesto. Pero particularmente en este caso se tiene el isémero
trans, dado que no existe interaccién entre el protén alfa y el t-butilo.

HP
Mismo lado
Ha que protén o
Isémero menos
abundante

(mds bajo campo)

HB
Lado opuesto
que protén o

4.146

Figura 5-10. Seccién cruzada del espectro NOESY del Ho en una frecuencia menor. La interaccién
del protén o con los t-butilos confirma el hecho de que se trata del isémero E (trans) y de la
conformacion exo. .

* Milner-White, J.E., Bell, L.H. & Maccallum, P.H., J.Mol.Biol, 228, 725 (1992).
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De la evidencia experimental se puede concluir que el isémero mds abundante
corresponde al isémero Z {cis), mientras que el isémero menos abundante es del
isémero E (trans). En la tabla 5-4 se muestran los desplazamientos quimicos para cada
uno de los isGmeros.

- Tabla 5-4. Resumen de los desplazamientos quimicos

Isémero Ha | Ca CH CB Cy | AS CB-Cy | NOESY Conclusién
Mss abundante |4.1315| 59.03 |46.615130.426]23.243| 7.183 ngiﬁgg Z (cis)
Menos 4.1675158.782146.848(29.494|24.001| 5.493 No se E (trans)
abundante observo

Estas observaciones resultan muy importantes al dar una evidencia contundente de
interacciones dipolares reales. En la literatura, los estudios sobre la geometria del
enlace que se llevaron a cabo fueron principalmente con los desplazamientos quimicos
de "C.

5.1.3.3. Analisis de una zona de los espectros de “C de los Ca y C3 en acetona-d6
a 3 temperaturas diferentes

De la controversia que se tiene en la literatura, se pensé en analizar los espectros de
“C desde la perspectiva de los diferentes grupos. Contrario a lo que sucede en RMN
proténica, en *C las sefiales de los carbonos o y 6 se fueron separando a medida que
se disminufa la temperatura. (tabla 5-5)

Tabla 5-5. Espectro ampliado de los carbonos alfa y deita de Boc-prolina.

Espectro Espectro ampliado
> 13 13
ampliado "Co Cb C Espectro Espectro
ampliado “Cajampliado "C3

T°C

[k o 3 :
1
-90 Y J
K 9
- ~
o -
Ly -
- 25 |
¥ )
-50 i

L
L
-
-
P

v \"V’—"\
A
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Tabla 5-6. Diferencia de desplazamientos quimicos en Hz y en ppm de los isémeros cis y trans de
BOC-prolina.

Is6émero Ad Co Hz A8 CB Hz

Z 0.816 102 0.51 63.7
E (trans) 0.962 120 0.612 | 765

En la tabla 5-6 se ven las diferencias de desplazamiento quimico tanto en Hz como
en ppm. Sin embargo, el valor en Hz queda sujeto al valor de campo magnético
externo que se utilice. Como era de esperarse, la variacién del desplazamiento quimico
con la temperatura en el caso de los carbonos fue més significativa que en el caso de
los protones.

Si consideramos las conclusiones de los 3 diferentes grupos de investigacién, se verd
que efectivamente las observaciones experimentales concuerdan con las reportadas en
la literatura. Los resultados publicados en la literatura se muestran en la tabla 5-7.

Tabla 5-7. Desplazamientos quimicos promedio para isémeros Z(cis) y E(trans) de acil-prolina
reportados por Wiithrich, Bovey y Siemion.

Isémero SV% ‘gﬁ ‘%E V(‘;:Y’ ASC(;B' Wiithrich" Bovey” Siemion™
CB en mayor 5 Z (CIS)

Z {cis) 61.7 31.2 | 22.2 9 frecuencia (Z en enmenor | (ayor A3

frecuencia Z (CIS}

462 (CIS)) CB-Cy)
' Cy en mayor Co.en menor E (trans)

E (trans) | 61.2 29.1 | 240 | 5.1 frecuencia (E frecuencia (E {menor A8
(trans) {trans)} CB-Cy)

Los desplazamientos quimicos experimentales y las conclusiones derivadas del
anlisis de los espectros NOESY de BOC-prolina se muestran en la tabla 5-8.

Tabla 5-8. Desplazamientos quimicos experimentales y la conclusién de la geometria para cada una
de las seiiales de los isémeros de BOC-prolina.

Isémero Ho | Ca Cd CB Cy | ABCB-Cy | NOESY Conclusifn
Mis abundante |4.1315] 59.03 146.615]30.426|23.243| 7.183 ngctﬁg: Z (CIS)
Menos 4.1675|58.782 | 46.848[29.494 | 24.001| 5.493 Noseve | b TRANS)
abundante senal

Estos resultados contradicen lo propuesto por Nishihara et al y dan una evidencia
inequivoca total ya que para cada sefial de carbono se pudo asignar su prot6n unido. El
resumen de los datos obtenidos experimentalmente tanto para RMN proténica como
para "C se presenta a continuaci6n en la figura 5-11. En dicha figura se representan en
la parte superior el desplazamiento quimico prot6énico y en la parte inferior los
desplazamientos de “C de ambos isémeros geométricos.

Para concluir el estudio sistemético en temperatura variable, se pensd en llevar a
cabo el célculo de la energia involucrada en la isomerizacién, con los estudios en alta
temperatura utilizando DMSO como disolvente.
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3482, 3.55
26,615
o 6,615
1.920 {aprox)
13243
2273, 2056
30.426

80,293

1,328
28.13¢

Isémero Z

81745

0,
2289
29494
155.574% 1.920 (aprox)
O 24001
3391.3482
16.848
Isémero E

Figura 5-11. Asignacién completa de los desplazamientos quimicos de protén y “C para cada isémero
de BOCprolina.

5.1.4. Espectros de RMN en 500 MHz en DMSO-d6 (alta temperatura)

5.1.4.1. Analisis de los espectros de los protones alfa del anillo pirrolidinico de

BOC-prolina y del grupo t-butilo

La variacién de los desplazamientos quimicos de los protones alfa y la sefial del t-

butilo se resumen en la tabla 5-9.

Tabla 5-9. Variacién de desplazamientos quimicos al cambiar la temperatura en DMSO de

BOC-prolina
Espectro Espectro ampliado de la
™C §H ampliado §'H seiial de
Protén o t-butilo
Més |
. 2(d X 1
abundante 4.038 '( 9 1.328
i ﬂ,\,ﬁ | l
Lo "
27 _f\J VY | ‘
Menos 4.061 | 1379 l ,-
abundante S I M M i 'l
4.07 4.0¢ ppm DV
1.0 ppm
Mas 2(dd)
abundante 4047 1.335
40
Menos
abundante 4.068 S 1.385 L
4.09 4.05 po i
Mas Muttiplete
abundante 1341
50 4,062
Menos
abundante e iauznaznnanunnd 1.389
4,14 4£.07 mm i
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Tabla 5-9. Continuacién de 1a tabla de variacién de desplazamientos quimicos con el
cambio de temperatura en DMSO de BOC-prolina

Espectro Espectro ampliado de la
T°C 3'H ampliado §'H seiial de
Protdn @, t-butilo
Mis Coalescencia !
abundante 1.347 5] i
55 4,069
Menos
abundante 1.389 Ji L
T
4.20 4.08 ppm
U doble
Mis
abundante 60 4.072 1.352
4.10 ppm 1.8 sew
Y doble | .
. Pl
Mis : J
abundante 65 4,077 1.364 -
c‘n :.lo‘sl ppn J L
Menor_ 4.069 %Iflﬂn
frecuencia
70 J\I\‘L 1.369
Mayor .
frecuencia 4.084 _J L
4.11 4.07 ppo e
2dd
Menor' 4077
frecuencia
80 J\j\}k\ 1.375
Mayor .
frecuencia 4094 YT JL
w13 4.08 ppaol
1.45 T
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- Tabla 5-9. Continuacién de la tabla de variacién de desplazamientos quimicos con ¢l cambio
de temperatura en DMSO de BOC-prolina

Espectro Espectro ampliado de la
T™C 8'H ampliado 3'H seiial de
Protén o t-butilo
campo
A +
Il
90 ’ 1.381
Mais bajo 4.101 ‘J —
campo ) AR W IR ial T
4.10 ppm _J L

La energia involucrada en la isomerfa tanto geométrica como conformacional se
calcula a partir de las temperaturas de coalescencia. En este caso la temperatura de

coalescencia del protén o, es de 55°C mientras que la del grupo r-butilo estd entre 60y
65°C.

5.1.4.2. Anlisis de los espectros de RMN proténica del t-butilo de BOC-prolina y
He: del anillo pirrolidinico en altas temperaturas en DMSO

Considerando la temperatura de coalescencia del grupo r-butilo como la media entre

60 y 65°C y la del Ho como de 55°C, se pueden calcular las energfas asociadas al
intercambio geométrico entre las especies Z (cis) y E (trans).

Una de las maneras formales m4s utilizadas es ¢l andlisis completo de la forma de la
sefial llamada “complete lineshape analysis”; sin embargo, existen una seric de
aproximaciones, que si bien no daran lugar al valor exacto de la energia de activacion
involucrada en el proceso, si podrédn dar una aproximacién vélida al valor real. Para el
calculo de AG® existen una serie de expresiones que toman en cuenta diferentes
aproximaciones.

i. :‘_\G"‘c = 2.303 RTc log {((2)”2 k k Tc) mAvh)}. Siendo x el coeficiente de
transmisién y considerado como la unidad"

ii. Otra aproximacién™ utiliza la expresién AG”, =2.303 RTc¢ (10.32 + log Tc/k)
considerando que k_ = 2.22 Av.

iii. AG" =4.57 Tc {9.97 + log (Tc/Av)}¥. Esta ecuacién se utiliza principalmente a
sistenas donde los sitios A y B en equilibrio tengan la misma poblacién. Sin
embargo, se puede utilizar como una aproximacién a los valores reales. La
constante de equilibrio en la coalescencia obedece a

* Juaristy E. Fisicoquimica Orgénica, CINVESTAV-IPN, México, 1994.
* Oki M., Applications of Dynamic NMR Spectroscopy to Organic Chemistry, Series Methods in
Stereochemical Analysis Vol. 4, VCH, USA, 1985.
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k= n(Av)/(Z)'”y k = 1/(27)
Esta relacién es vélida cuando 5 = Av2t no excede del 10%™

iv. La expresién que més se adecua al caso que se estd estudiando es la propuesta
por Bar-Eli* e al., en donde se tienen las siguientes expresiones:

AG®, =4.57 Tc { 10.62 + log (X/(2n(1+AP)) + log (Tc/Av)}
AG”, =4.57 Tc { 10.62 + log (X/(2n(1-AP)) + log (Tc/Av)}
X = 21nAvty AP = P,-P, = ((X’-2) /3)"" * X™).
Los valores de las constantes de equilibrio son:
k, =(1-AP) /2t y k, = (1+AP) /2t

Los resultados se presentan en la tabla 5-10.

Tabla 5-10. Resultados del célculo de energia involucrado en el intercambio.

Expresién AG"” para el grupo t-butilo AG” para el Ha considerando
considerando Av =25.5Hz y Av=11Hzy Te=328K
Te=3355K
i 71.216 kJ/mol 71.88 kI/mol
(17.03 keal/mol) {17.198 keal/mol)
ii 71.25 kJ/mol 71.89 kJ/mol
{17.04 keal/mol) (17.2 kecal/mol)
iii 71.06 kJ/mol 71.707 kJ/mol
(17.0 kcal/mol) (17.154 kcal/mol)
iv 71.39 72.70 72.02 72.89
kJ/mol kJ/mol kJ/mol kJ/mol
(17.081 (17.393 (17.231 (17.44)
kcal/mol) kcal/mol) kcal/mol) keal/mol)

Los resultados de AG”™ muestran que existe una diferencia menor de 1 kl/mol (0.6
kJ/mol) para el t-butilo. Es importante resaltar que para este sistema no se considerd al
Ho como un caso de sefiales acopladas ya que el equilibrio que se establece es entre ¢l
Ho. del isémero Z (cis) y el Ha del isémero E (trans) que no estén acoplados entre si.

Al calcular la energia involucrada cuando el sistema no tiene-poblaciones iguales
como lo propone Bar-Eli et al** se tiene que considerar la energia para cada una de las
sefiales. Es por ello que en este caso, se tienen 2 energfas diferentes.

Resulta evidente que debido a la coalescencia desaparece el acoplamiento de Ha con
HP caracteristico, lo que sugiere que la energia conformacional del anillo puede
provocar que el Hot no distinga la posicién “pseudo-axial” o “pseudo-ecuatorial” de

» Allerhand, A., Gutowsky, H.S., Jonas J. & Meinzer R.A., J. Am. Chem. Soc., 88:14, 3185, (1966).
® Shanan-Atidi H., & Bar-Eli, K.H., J. Phys. Chem., 74:4, 961, (1970).
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los protones HP causando una seiial promedio de las constantes de acoplamiento y la
observacién de una sola sefial (un miltiple ancho) en coalescencia en esta temperatura

en particular.

Una vez que se ha pasado la temperatura de coalescencia de los He, al ir subiendo
més la temperatura se van definiendo unas sefiales que parecieran 1dd (J= 3.5, 8Hz).
La diferencia en la abundancia relativa de las sefiales ha desaparecido lo que muestra
que una vez vencida la barrera de la isomeria geométrica, serd la isomeria

conformacional la que empiece a definir el nuevo patrén de acoplamiento.

5.1.4.3. Ampliacién de los espectros de “C de BOC-prolina en DMSO en alta
temperatura.

Tabla 5-11. Ampliacién de los espectros de "C para BOC-prolina a T.A y a 65°C.

H 13 i3
™C Espectro ampliado|  Espectro Espectr o“a::mj:ehta(ll’o t'lCﬁ Cy, ¥y
“Cu ampliado “C3 -butlio
~- t-butilos
g g £
= - 5
[ g/
; :
25 |’l CE‘_'
|
- o 2
[ g% cr
L 2
Ly
55 (
t-butilos
65 <, - c.
2 E

54



Al analizar los espectros de "C en estas temperaturas de la tabla 5-11, resulta claro
que las sefiales de Ca, C8 y t-butilos han presentado la coalescencia a los 65°C
mientras que CB y Cy muestran solamente un ensanchamiento de sefiales que sugiere
que a una temperatura mds elevada se podria llevar a cabo la coalescencia de dichos
niicleos. También llama la atencién que a 55°C el espectro proténico de los Co. ha
tenido coalescencia, mientras que en "’C este fenémeno no se ha producido.

El hecho de tener una diferenciacién entre los CB y Cy tanto Z (cis) como E (trans)
ain a pesar de estar alejados del sitio de la isomeria geométrica y a pesar de la
temperatura de 65°C, apoya lo dicho por Wiithrich et al.”, y Siemion er al.”, al
considerar a estos carbonos como los carbonos ‘“reflejo” (probes) para la
determinacién de la isomeria geométrica de macromoléculas al verse menos afectados
por variaciones de temperatura.

Con toda la evidencia mostrada anteriormente tanto en baja como en alta temperatura
se patentiza el hecho de que existen 2 barreras energéticas bien diferenciadas:

a. La barrera que interconvierte los isémeros geométricos en torno al enlace
peptidico dada por el grupo t-butilo.

b. La barrera que interconvierte las dos conformaciones extremas del anillo
pirrolidinico que promedia las constantes de acoplamiento del Ho con las de HP
principalmente en altas temperaturas.

5.2. Sintesis del éster metilico y bencilico del dcido y-aminobutirico

(GABAOMe / GABAOBen)

Ambos compuestos fueron sintetizados como materia prima para la posterior
obtencién de los dimeros y la confirmacién de las estructuras quimicas de ambos
compuestos fue hecha solamente utilizando la RMN proténica y de “C
unidimensional en 300MHz. Los espectros se muestran en las figuras 5-12 y 5-13.

HC @
HaN
OCHy Metoxilo
{n 3

I S Mewonile

8 Ciiasy

CHa2)

CHz( )
A ¥t
T 1 ] 1] T T 1 l T T 1 T 1 T L] L F

S 4 3 2

S
I T

Figura 5-12. Espectro proténico del éster metilico del Acido y-aminobutirico.

® Siemion [.Z., Wieland T. & Pook K.H., Angew.Chem.internat.Edit., 14:10, 702 (1975).
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HCI o CH;
CH: - (bencilico)
{bencilico)
(1 3
o
Fenilo
Fenilo
( CH: (3
CHz {1} CHi1 ()
-~
A —

t T T T T T T T
[ ] ? L 1] 4 3 2 1

Figura 5-13. Espectro proténico del éster bencilico del dcido y-aminobutirico corrido en D,0.

Una vez confirmada la estructura utilizando RMN y al ver una sola sefial en
cromatografia en capa fina se decidi6 utilizar ambos compuestos para las siguientes

reacciones de acoplamiento. En RMN no se detectaron sefiales de impurezas mayores
al 5%.

5.3. Sintesis del éster metilico de BOC-prolina
5.3.1. Resultados de rotacién éptica, IR y EM del éster metilico de BOC-prolina

La sintesis del éster metilico de BOC-prolina se hizo con el fin de obtener un
espectro NOESY en donde fuera més notoria la interaccion del éster metilico con el t-
butilo. La rotacién éptica [0]*(c=0.01 en CHCL,) fue de —48.5°. Los resultados de la
espectrometria de masas se presentan en la tabla 5-12 y confirmaban la obtencién del
éster con los siguientes fragmentos.

Tabla 5-13. Fragmentos que dan lugar a cada uno de los picos en EM del éster
metilico de BOC-prolina

Itlt!lltfl(&ﬁlﬂ6 mfz Descripcién
M+ (iOll 229
molecular
muy pequefio)
Das
M-59 170 N\
M-101 ’
128
o

56



Tabla 5-13. Continuacién de la tabla de fragmentos que dan lugar a cada uno
de los picos en EM del éster metilico de BOC-prolina.

Ident:lﬁcaclo m/z Descripcidn
M-115 L4
OH
. +N
M-159 (pico 70
base)
M-172 57 "

5.3.2. Espectros de RMN en 500 MHz en T.A y baja temperatura

Los espectros de 'H y “C a temperatura ambiente se muestran a continuacién en las
figuras 5-13 y 5-14.

r—1.403
—1.3%3

Metoxilo
s t-butilo
L
(8]
e E Y
J g B
04
0
OCH,
H H
e Hs By Hy
A Mo AR ,-«__1_)\ ‘J\JL.A X
T I T T T T l T T T T | T T R el I'f*‘"1_f_‘r_1 —T T ""_l'_“l'—T"“T_j T T'_'I'_‘r_?'
4.5 2.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 5-13. Espectro proténico a T.A en acetona-d6 del éster metilico de BOC-prolina.
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t-butilos

C=0 (ester) C=0 (carbamato}

N IR,

TS T Ty ey CB CY
180 160 Meioxilos
Ca
base de | :
t-butilo :
¥
1
R ! ! I -
MR Al VNN b Yo Wi
L S S T T 7T Ty i TT T Linh i — T T T T
120 100 80 60 40 ppm

Figura 5-14. Espectro de "C del éster metilico de BOCprolina.

Las sefiales de los metoxilos en 3.66 y 3.627 ppm en proténica muestran la evidencia
del resultado exitoso de la formacién del éster. Nuevamente se llevaron a cabo los
estudios en baja temperatura para minimizar el intercambio y poder tener evidencia
més contundente de asignacién. El espectro NOESY mostré6 mucho ruido evitando una
buena interpretacién (anexo 2: E-2-1 y E-2-2) y una evidencia contundente de la
isomerfa presente. Considerando analogos los resultados de este compuesto a los del
BOC-prolina libre, asi como los datos de Wilrthich er al® . y Bovey et al’ la
elucidacién final se muestra en la siguiente figura.

3.341.3.408 88501 2.341, 1408
o 46,254 16,501
1.866 (aprox) d 1.866
3761 153,732 {aprox)
N 1403 2439
153732 w3
- 2.788,1 866 2.8,
o 30821 0 1866
419 29873
82501 58.662
173.713
[a)
1345 o oo
28.243 7 3 3627
s glﬁgsa 52038
Is6mero Z Isémero E

Figura 5-15. Resumen de los desplazamientos quimicos para el isémero Z (cis) y el E (trans) del éster
metilico de BOC-prolina.
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5.4. Sintesis del t-butyloxicarbonil-GABA (BOC-GABA)

En la figura 5-16 se presenta la estructura de BOC-GABA.

t-butilo

H

2}

N OH
) (3)

CH,NO,....M= 203 g/mol
Figura 5-16. Estructura quimica de BOC-GABA.

Para la confirmacién estructural, se obtuvieron los espectros de EM en baja
resolucién y se presentan en el anexo 3 (E-3-1). Las fragmentaciones mds importantes

se presentan en la tabla 5-14.

Tabla 5-14. Tabla de asignaciones del espectro de masas.

EM m/Z Asignacién
M+l 204 M+H
M-57 147 M-(t-Bu)
M-73 130 M-(O-t-Bu)
M-116 86 M-(CH,NO,))
M-146 57 t-Butilo

El espectro de RMN proténica de BOC-gaba se presenta en la figura 5-17. En el se
ven claramente las sefiales de cada uno de los diferentes protones en la molécula.

t-butilo

H 2}
o N "
\ﬂ/ 1) )]

CH2(3)

CHaz(1)

~ T

s

!
i

butilo

-

~ VIR

3
H
o

!

2
: CHa(2)

1.4

NH I
Iy T T T YT
6 5 4 b H
172 7.2 ¥ . mt R

Figura 5-17. Espectro proténico de BOC-GABA en 300 MHz en cbAql,.
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5.5. Acoplamiento de BOCprolina- éster metilico de GABA (BOCpro-
GABAOMe)

Siguiendo la técnica descrita por Bodanszky" se obtuvieron compuestos que no
correspondian a los esperados. Los espectros de RMN mostraron que el compuesto
obtenido no tenia sefiales de GABA, pero si habia sefiales de BOC prolina y de DCC.
Esto nos llevé a pensar que la O-acilisourea se habia rearreglado dando lugar a la N-
acilurea. E! mecanismo normal de reaccién de sintesis de dipéptidos utilizando la
diciclohexilcarbodiimida (DCC) con la formacién de DHU se muestra en la figura 5-
18.

Dimero Profina-GabeGMe

Diciclohexilurea (BHLD
Figura 5-18. Mecanismo de reaccién propuesto para la formacién del dipeptoide utilizando DCC
como agente acoplante.

Una de las reacciones laterales es el rearreglo del intermediario O-acilisourea dando
lugar a la N-acilurea como se muestra en la figura 5-19. El espectro de RMN proténica
que se muestra en la figura 5-20, muestra una sefial doble del NH producto de su
acoplamiento con el CH del ciclohexilo asf como las sefiales caracteristicas de prolina
y de los metilenos del ciclohexilo.

P\, "

S r—
'\l/_ Rearreglo

Q- acilisourea Neacilures

Figura 5-19. Rearreglo del intermediario O-acilisourea a N-acilurea.
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e-batiio

Seflales de
diciclobeilurey

Ha Prolina
NH | ,
A :

—— ——r———rT T T —
L 7 11 S 4 L} 2 1

Figura 5-20. Espectro de RMN proténica en CDC], del BOCprolina-DCC sin agente auxiliar.

Considerando este hecho, el rendimiento de la formacién del dipeptoide fue muy
bajo y se decidi6 ya no continuar con su purificacién sino optimizar la sintesis
utilizando un auxiliar. De manera general la utilizacién de auxiliares en la sintesis de
péptidos es con el propdsito de evitar la racemizacién. Tal es el caso de la N-
hidroxisuccinimida y del N-hidroxibenzotriazol (figura 5-21) que forman un éster in
situ impidiendo el rearreglo del intermediario y facilitando la entrada del segundo

aminoécido.
T
b

N-hidroxisuccinimida N-hidroxi benzotriazed
Figura 5-21. Estructuras de algunos auxiliares utilizados en la sintesis de péptidos.

E! mecanismo de accién del auxiliar se muestra en la figura 5-22.
ol 3

el .
v | >

0- acilisourea Ester activo formado i situ
9 o
NS i
Ap——NH; + \J —_— R,’/ . HO =
o
Péptido deseado

Figura 5-22. A) Ataque de la N-hidroxisuccinimida (NHS) sobre el intermediario O-acilisourea
para la formacién del éster activo in situ”, B) Ataque del segundo aminodcido al éster activo para
la formacién del péptido deseado y la recuperacién de la NHS.

@ Jones J. Amino Acid and Peptide Synthesis, Oxford University Press-Zeneca, Great Britain, 1999.
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5.5.1. Analisis de los resultados de rotacién optica, IR y EM

Ei hecho de utilizar un auxiliar como la N-hidroxisuccinimida permitié que la
reaccién de acoplamiento se llevara a cabo exitosamente. El rendimiento de la
reaccién fue del 60% tras haber purificado en una columna de silice 70/230 con
acetato de etilo como fase mévil. El producto fue un sélido amorfo de punto de fusién
de 69-71°C (sin corregir) cuya estructura se muestra en la figura 5-23. La rotacién

éptica determinada en cloroformo fue de [0)*=-90° (c=0.1).
o]
«‘—- O/U\N
[&]

Figura 5-23. Estructura del BOCprolina- éster metilico de GABA (BOCpro-GABAOMe).

El espectro de infrarrojo obtenido en pastilla de bromuro de potasio se presenta en la
figura 5-24.

b CH's ‘
alifdticos
(" !
L ’
NH
-t
i 147 .,
J 113
Cc=0 3
eswr netilics mi. C=0
Péprido
C=0/ | {1
carbamato fu, (U

Figura 5-24, Espectro de Infrarrojo en pastilla de KBr del dipeptoide BOCprolina-GABAQOMe,
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Se pueden ver las bandas caracteristicas del grupo NH asi como las 3 bandas
diferentes para los 3 carbonilos presentes. En la tabla 5-14 se presenta un resumen de
las bandas més representativas en IR.

Tabla 5-15. Resumen de las bandas caracteristicas de IR para el dipeptoide BOC-prolina-GABAOMe
en pastilla de KBr.

Frecuencia Descripcion Frecuencia Descripcion
3266 cm” v N-H asociada 1702 cm’™ =0 Carbamato
3072 cm’ vN-H 1649 cm”’ C=0 Banda Amida (I)
2980 em’ vsCH 1543 cm” & N-H, v C-N Amida (II)
2883 cm’ v,CH 1393 cm” & N-H, v C-N Amida (III)
1733 cm” C=0 Ester metilico 1163 cm’ v C-0O Ester metilico

Se puede ver en el espectro de IR en pastilla la banda de v N-H asociada en 3266
cm’. Al obtener el espectro en disolucién de CHCI,, se eliminé la asociacién y se
logré observar una banda de absorcién del N-H libre y otra banda de N-H asociado por
via de puente de hidrégeno intramolecular asi como un ensanchamiento de la seiial de
los carbonilos del carbamato y el enlace peptidico generando que a simple vista
parecieran solamente 2 carbonilos. En la figura 5-25 se muestra el espectro en
solucién de CHCI, del dipeptoide.

“Wf”\

7.2
/_/_\ .
s ! e
/ 1833
3338.2
N-H
{en puente
de hidrégeno) e J
gy
343 ez s
N-H (libre}

18773

Figura 5-25. Espectro én CHCI, de BOC-prolina-GABAQMe. Se aprecia una diferencia en la zona de
NH en donde se puede apreciar 1a banda de absorcion del NH libre y del NH asociado.

A través de un ciclo de 7 miembros, la existencia de un puente de hidrégeno entre el

NH de GABA vy el carbonilo del carbamato puede dar lugar a un corrimiento en la
frecuencia de absorcién del carbonilo del carbamato y dando lugar a una sefial ancha
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en 1677.3 cm’. La posibilidad de un puente de hidrégeno intramolecular de GABA no
se ve favorecida de acuerdo a lo propuesto por Gellman ef al” y concuerda con la
evidencia de IR corrido en CHC,. En la figura 5-26 se esquematizan los puentes de
hidrégeno favorecido y el desfavorecido de acuerdo a los datos de la literatura.

b""’% H/

Puente de Hidrégno
Intramolecular

OCH, HC

Figura 5-26. Un puente de hidrégeno intramolecular generando un giro ¥ es factible entre el
carbonilo del carbamato (posicién i) y el protén amidico (i+2). El puente de hidrégeno intramolecular
de GABA no es muy favorecido de acuerdo con Gellman et al.

En IR se ve claramente que existen absorciones de NH libre y de NH asociado en
puente de hidrégeno. La intensidad es mayor para el NH libre que del asociado. A
través de RMN se corroborard la existencia de algunos puentes de hidrégeno
intramoleculares. M4s adelante se presentan los resultados.

En EM se pudo ver la sefial del ion molecular lo que indicaba que el producto
tenfa el mismo peso molecular del producto esperado y al considerar las posibles
fragmentaciones, se pudo comprobar que se trataba del dipeptoide esperado. En la
figura 5-27 se muestra el espectro completo de EM en baja resolucidn.
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Figura 5-27. Espectro de Masas de baja resolucién de BOCpro-GABAOMe

“ Gellman S.H., Dado G.P., Liang G-B. & Adams B.R,, J. Am. Chem.Soc., 113, 1164 (1991).



El mecanismo propuesto para el origen de algunos fragmentos se muestra en las
figuras 5-28 y 5-29.
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Figura 5-28. Mecanismo propuesto para la fragmentacién de BOCpro-GABAOMe en espectrometria
de masas.
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Figura 5-29. Mecanismo propuesto para la fragmentacién de BOCpro-GABAOMe en espectrometria
de masas.
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Los datos de alta resolucién corroboraron la férmula minima del ion molecular. Cabe
mencionar que en alta resolucién, debido a que se determina via FAB+ que utiliza
alcohol bencilico como matriz soporte lo que realmente se observé el M+1.

Tabla 5-16. Datos de alta resolucién de EM en donde se comprueba la composicién
minima.

[ Elemental Composition ]

Data : Dr-EnriquezC60 Date : 30-Apr-98 03:26
Sample: vJ27(21}

Note : =Virginia

Inlet : Direct Ion Mode : FAB+
RT : 0.4% min Scan#: (1,4)
Elements : C 50/0, H 65/0, 0 7/1, N 3/0 .
Mass Tolerance : 10ppm, 10mm if wm/z > 1000
Unsaturation (U.8.}) : 0.0 - 6.0
Cbserved m/z Int%
315.1921 100.0
Estimated m/z Error{ppm] U.S. c H o) N
315.192¢0 +0.4 3.5 15 27 5 2

5.5.2. Analisis de los espectros de RMN de BOC-prolina-GABAOMe

Si lugar a dudas, los resultados mds interesantes se presentaron al llevar a cabo el
andlisis de los espectros de resonancia magnética nuclear en donde se muestra el
equilibrio tautomérico que tiene este compuesto ademas de la isomeria Z(cis)-E(trans)
que se ha analizado para BOC-prolina anteriormente. En la figura 5-30 se muestra la
estructura de las formas tautomeéricas posibles en este compuesto.

B e
_FJ\S - /\/TNH..
NH/\/\"/ ™~

I %\\ + o/izjj

en—°

Figura 5-30. Equilibrio tautomérico de BOC-prolina-GABAOMe.
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5.5.2.1. Espectros de RMN en CDCl,, 300 MHz en T.A

El espectro unidimensional de protén muestra a las sefiales de 34 y 423 como
seiiales anchas y son las sefiales de metilenos y del metino de prolina. En la figura 5-
31 se muestra el espectro proténico en 300 MHz.

s

t-butilo

OCH»
(GABA)

67

1 (3)

Hy
o NH ) Metoxilo

°© t-butilo
144
Frolins
i NH NH Ha
100 31 4
7.0 60 50 40 30 20 14

Figura 5-31. Espectro 'H unidimensional en CDCI, del BOCprolina-GABAOMe en 300 MHz en
temperatura ambiente.

En carbono solamente se ve una sefial para carbonilos, cuando en realidad se
esperarfan 3 de acuerdo a la estructura propuesta. En la figura 5-32 se muestra el

espectro.

t-butito

C=0
- 3
& =
LB
T T ¥ Clz (2
2TO.0 1600 i1s0.0 GABA
CH2{M|. :!-;
OCHs cuiqy  GABA |
(GABA) GABA
2 = 8 §,
= 8 = |
Basc de L~ |
v-butilo i |
CH:
1 | Proline
L —
— v T v . v x -
0.0 TO.O SO0 =20.0 A0 O 30.0 Z20.0

Figura 5-32. Espectro de "C en CDCL, de BOCprolina-GABAOMe.
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A pesar de que solo aparece una sefial de carbonilo, la evidencia contundente de IR y
de EM permiti6 que se pensara en un ensanchamiento de sefiales producto de una
rapida relajaci6n de la prolina. La elucidaci6n total de la estructura no se pudo llevar a
cabo en 300 MHz.

5.5.2.2. Espectros de RMN en CDCI,, 500 MHz en altas temperaturas

Como alternativa se pensé en impedir la rdpida relajacién llevando a cabo la
evaluacién espectral en alta temperatura en DMSO y utilizando un equipo de 500
MHz. Las sefiales de desplazamiento quimico para los NH se encuentran €n 771y
7.79 ppm (menos abundante y més abundante respectivamente) mientras que las
sefiales de los OH muestran un desplazamiento quimico de 3.21 y 3.23 ppm (isémeros
mé4s y menos abundante respectivamente) que evidencian el equilibrio tautomérico
presente en la estructura.

La elucidacién estructural completa se hizo utilizando los experimentos de 'H, “C,
COSY, HSQC, HMBC y NOESY que levaron a la asignacién total de la estructura.
En la figura .5-33 se muestra el espectro prot6nico en 500 MHz. En el anexo 4 se
encuentran los dem4s espectros (E-4-1 al E-4-8).

J\ 5 Y
—‘—o . N B
o
_ (1) (3)
t-butilo CH:z (1)
o W/v\lK}:,mxi o OHg¢) GABA (+)
@2 8

Ho(+/-) CH: (1)

OHy GABA (-)

(b i i o el ko il i i 3.12 3.08 3.04 3.00
4.02 ppnm 3.40 3,36 3.32 3.28 3.24 ppm

Ha
NH(+) Hé(+1-)
NH(-) / l L
AR TR
e

oon

Metoxilo

t-butilos

NH
S

‘v*[uu-llvlr||t1|-|||v-||-v.|-r|||—lu|tu|1|ra|r|||

9 8 7 [ 3 { 3 2 1

Figura 5-33. Espectro unidimensional proténico en 500 MHz y 40°C de BOC-prolina-GABAOMe en

donde se observan claramente las sefiales de prolina que se enmascaraban en 300 MHz. También se

observan 2 sefiales para el t-butilo. La nomenclatura (+) y (-) se refieren a los isémeros més y menos
abundantes respectivamente.
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En la figura 5-34 se muestra la expansi6n del espectro de °C de BOC-prolina-
GABAOMe.

‘ L, OCH3

oo s t-butilo

m’\/\ﬁ;mih
{2)

Q

CH:(3) CHau(2)

b
CHi(1) e gaba

i,

52.70)
4€.334
31,606
30,910
21.277

9.025

CB(-)

A il

60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 ppm 38 36 k1) a2 14 23 16 24 ppm

Figura 5-34. Ampliacién del espectro de "C BOCprofina-GABAOMe en 40°C.

Sobre la base de la diferencia de desplazamiento quimico de los carbonos ¥ y B, se
pueden asignar las sefiales que corresponden al isémero Z (cis) del E (trans) y por
ende poder reconocer cada una de las formas tautoméricas. Las sefiales de los Caty Cb
muestran idénticos desplazamientos quimicos para sus isémeros Z (cis) y E (trans).

Tabla 5-17. Asignaciones de los isdmeros Z y E con base en la diferencia
de desplazamientos quimicos.

§°C Av "C g (Hz) Isémero
22,977
& 992,6 Z (CIS)
Cp 30918
23,720
Y 763,1 E (TRANS)
cB 29,825

Las estructuras propuestas para cada uno de los isémeros se muestran en la figura 5-
35 en donde se identifica como Z(cis) o E(trans) la isomeria en el enlace uretdnico y
ceto o enol la tautomeria preferencial de cada uno de los isémeros. Es importante
hacer notar que la isomeria en torno al enlace peptidico no resulté evidente con la
informacién con la que se cuenta.
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Figura 5-35. Resumen de los desplazamientos quimicos de 'H y "C de BOCprolina-GABAOMe. Se
muestran las sefiales que cambian con respecto al isémero CETO Z (CIS).

Dentro del proceso de elucidacién total se observaron unas interacciones
homonucleares no comunes de larga distancia entre el protén del OH con el metileno
CH,(1) del GABA en el espectro COSY. En la figura 5-36 se muestran los niicleos

izvolucrados en dicha interaccién.
H
o k'X/\n/oc“'
Q

Figura 5-36. Interaccién homonuclear a 5 enlaces de distancia en el isémero enélico de BOC-prolina-
GABAOMe.

El espectro homonuclear COSY en 40°C que se presenta en la figura 5-37 muestra
claramente la interaccién del OH y del metileno (1) de GABA.
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Figura 5-37. Ampliacién del espectro COSY de BOCprolina-GABAOMe en 40°C.
En el espectro de correlacién heteronuclear de la figura 5-38 se puede ver una

interaccién a 4 enlaces de distancia entre el OH y el CH,(1) de GABA. Confirmando
lo que se habia visto anteriormente.

13C(1)
. E |, geba
\Aﬂ/":’\
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Omﬂ 3 .2—:
= OH/13C(1)
3.4
2.6 -
" 3 a-
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a2 40 as 36 N
Figura 5-38. Espectro HMBC en donde se ve la interaccién heteronuclear del OH con el °C (1) de

GABA
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5.5.2.3. Estudio sistematico de los espectros proténicos de BOCpro-GABAOMe.
en altas temperaturas

Nuevamente al llevar con el estudio en alta temperatura se llevaron a cabo los
cdlculos de parametros termodindmicos haciendo hincapié en que a medida que se .
elevaba la temperatura, se presentaron dos fendmenos muy diferentes. En primer lugar
la relajacién del anillo pirrolidinico fue haciéndose m4s lenta, lo que permitié la
definicién final de las sefiales y el célculo de las constantes de acoplamiento Por otro
lado, como era de esperarse, se tuvo la coalescencia de las sefiales del t-butilo,
permitiendo calcular la energfa involucrada en la barrera de isomerizacién Z (cis)-E
(trans) del uretano.

Tabla 5-18. Analisis del espectro proténico del metino (protén «) de la prolina en ¢l compuesto
BOCpro-GABAOMe a diferentes temperaturas: a) 40°C, b)50°C, c) 60°C, d) 70°C y ¢) 80°C.

Espectro Espectro ampliad
TC 5'H ampliado 5'H de
Protén o t-butilo
3 1323
5
40 3.992
I \ 1.383
oD
[-1.1
o
-
50 3.996 g 1.337
prrerprTeTTTTY
1.4  ppm
'\l}r
60 4.005 i | 1.354
0 J
_J e

T2



Tabla 5-18. Continuacién del andlisis del espectro proténico del metino (protén ) de la prolina en el
compuesto BOCpro-GABAOMe a diferentes temperaturas: a) 40°C, b)50°C, ¢) 60°C, ¢) 70°C y )

80°C.
i Espectro [Espectro ampliado
™C 8'H ampliado §'H de
Protén o, t-butilo
WD |
33%
L] Ov
vv}
1
fifass
70 4.014 l ases 1.361 i
1
SN
n w
23837
- s
1 -
V4
80 4.023 dd 1.37
145,8¢

Considerando la temperatura de coalescencia del grupo t-butilo como 60°C (333K) y
Av=30 Hz, se puede calcular la energia asociada al intercambio geométrico entre las

especies Z (cis) y E (trans). Utilizando las mismas expresiones que para el caso de
BOC-prolina, se tienen los siguientes resultados.

Tabla 5-19. Célculos de AG” para BOC-prolina-GABAOMe.

AG" para el grupo t-butilo
considerando Av=30Hz y
Te=333K

i 70.253 kl/mol (16.806 kcal/mol)
i 70.223 kJ/mot (16.799 kcal/mol)
iii 70.07 kl/mol (16.763 kcal/mol); -
69.54 kJ/mol 70.66 kJ/mol

Expresién

iv

(16.637
kcal/mol)

1=7.5(10) * seg

(16.905
keal/mol)

1=7.5(10) * seg
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El célculo de la constante de equilibrio Z (cis)-E (trans)) del sistema se puede
determinar simplemente considerando el 4rea bajo la curva de cada seiial.

Para el equilibrio Z (cis)-E (trans): K=

[trans]

[cis]

=0.66

Una vez conocida la constante de equilibrio se puede calcular la energia libre para
este sistema en temperatura ambiente: AG® = ~RTInK = 267.9cal/ mol . Asimismo,
se produjo la coalescencia de las sefiales y cambios de desplazamiento quimico del

NH y del OH a medida que se iba incrementando la temperatura como se muestra efn
la tabla 5-20.

Tabla 5-20. Analisis de los espectros ampliados de NH y OH.

Espectro [Espectro ampliado,
™C §'H ampliado 3'H de
NH OH
Mi4s abundante 23 ]
{ :
7.734 R 3212
40
Menos
abundante
7.712 3.236
J b i il B i il Bl k)
3.28 3,24 ppm
o Menor 3.168 1 j
recuencia .
50 7.75
T
Mayor 8
frecuencia 3.187
Mis alto 1.120
campo
7.65 - — ‘
60 Coalescencia T
Mis bajo 3.133 |/
campo
B AARA) RAARMSAALI S0
L. pom
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Tabla 5-20. Continuacién del anélisis de los espectros ampliades de NH y OH.

Espectro [Espectro ampliado
T C S8'H ampliado 5'H de
NH OH
Mis alto 3.074
campo
_—A—-‘
70 7.60
T T 7
Mis baj 8
as bajo 3.088
campo
-rr'r-l—rr"l—r'!'r!‘!‘l'l‘[
3.10 ppm
7
— P 8
3.028 =
80 7.55 —T pseudo :
coalescencia
W\"rﬁ"‘l‘[‘mﬂ?‘
3.15 3.05 pm

La variaci6n del desplazamiento quimico fue hacia campo alto como resultado de los
rompimientos de puentes de hidrégeno al ir aumentando la temperatura En la tabla 3-
21 se muestra la variacién en ppm del desplazamiento quimico tanto de NH como del

OH.

Tabla 5-21. Diferencia de desplazamiento quimico del NH y OH con variacién de la

temperatura.

AT

A3 NH

ASOH

40

-92 Hz

-8§7Hz

La temperatura de coalescencia del grupo NH es de aproximadamente 60°C. Cuando
se trata de sefiales muy anchas, existe un error al considerar visualmente la
temperatura de coalescencia. Es por ello que solamente se plantea un estimado de
temperatura de coalescencia para el grupo NH. Por otro lado, la temperatura de
coalescencia del grupo OH es superior a 80°C. El estimado de la energia involucrada
en este intercambio quimico se puede observar en la tabla 5-22.

75



Tabla 5-22: Temperatura de coalescencia y valores de AG" del NH y del OH de BOC-prolina-

GABAOMe.
Grupo 1;;:‘;{’:5‘;2‘;“:‘3 ?Ii) Av (Hz) AG AS/AT
NH 333 I et ﬁ:ffK
OH 353 2 | v

La temperatura estimada de coalescencia para los calculos de OH fue de 80°C. Esto
nos permite solamente tener un estimado. Este valor que se utilizé para Av fue el de la
temperatura de 40°C, cuando ¢l equilibrio no se ha minimizado completamente.

Uno de los pardmetros utilizados para saber si los protones del enlace amidico se
encuentran formando puentes de hidrégeno internos en un giro, o externos, es el

parametro de -AS/AT. El valor para los protones de amida intemos es de 1 a 1.5 ppb/K,
mientras que los externos tienen valores cercanos a 5.8 ppb/K. En nuestro caso, el
valor de 4.6ppb/K muestra que se encuentra en una posicién externa, es decir, que
existe una gran interaccién del NH con el disolvente dando lugar a un NH libre. Esto
confirma lo observado en las bandas de absorcion de IR.

5.6. Acoplamiento de BOCprolina- éster metilico de prolina (BOCpro-
proOMe).
5.6.1. Anélisis de los espectros de IR, EM y rotacion 6ptica

El resultado de esta reaccién fue un aceite cuyo rendimiento fue del 56% después de
su purificacién en columna de silice con acetato de etilo como fase mévil. La rotacién
6ptica fue de [0)*= —100° en cloroformo (c=1).

1

OCHy

Figura 5-39. Estructura del dipéptido BOC-prolina-prolinaOMe.

En IR se observan las 3 bandas que corresponden a los 3 carbonilos presentes en la
molécula y en la tabla 5-23 se muestran las frecuencias de absorcién de IR de los
diferentes grupos funcionales presentes en el dipéptido BOC-prolina-prolinaOMe. El
espectro completo se muestra en el anexo 5 (E-5-1).
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Tab!a 5-23. Frecuencias de absorcién de IR de cada grupo funcional presente en BOC-prolina-

prolinaOMe.

Frecuencia Descripcidn Frecuencia Descripcién
2975cm” v,,CH 1660 cm” C=0 Banda Amida (I)
2878 cm’ v,CH 1435 cm’” 8, (CH,)Ester metilico.
1746 cm™ C=0 Ester metilico 1365 cm” 8, (CH,)Ester metilico.
1699 cm” C=0 Carbamato 1167 cm” v C-O Ester metilico

El espectro de masas de la figura 5-40 muestra que el ion molecular corresponde al
peso molecular esperado para el dipéptido y las diferentes fragmentaciones,
considerando las rupturas beta al sitio radical como los motores de la fragmentacién,
dan evidencia de que se trata del compuesto esperado.
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Figura 5-40. Espectro de EM de BOCprolina-prolinaOMe de baja resolucidn.

5.6.2. Anilisis por HPLC

Esta muestra en particular, se pensé en llevar a cabo un ensayo de separacion
utilizando HPLC en fase reversa y en temperatura ambiente. El resultado confirmé que
la barrera energética de interconversi6n isomérica es tan baja, que la separacién fisica
no se puede llevar a cabo a menos que la separacién se haga en temperaturas muy
bajas como lo realizan Kalman et al”.

“ Kslm4n, A., Thunecke F., Schmidt R., Schiller, P.W. & Horvith C., J. Chromatogr. A 729, 155 (1996).
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Figura 5-41. HPL.C de BOC-prolina-prolina OMe
5.6.3. Andlisis de los espectros de RVMIN de BOC-prolina-prolinaOMe

5.6.3.2. Espectros en CDCI, en baja temperatura

E! espectro de RMN proténico en temperatura ambiente en CDCl, mostré 4
diferentes sefiales correspondientes al protén o del anillo pirrolidinico, asi como 2
sefiales para el grupo t-butilo y 2 sefiales para los metoxilos. En la figura 5-42 se ve el
espectro proténico de BOC-prolina-prolinaOMe y las expansiones se encuentran €n el
anexo 5 E-5-2.

IR

.14
P

B P L Y

Hul(+) Ha2(+) \J
l' Ha1() Haey  _ amAaJ L
3.80 3.74 ppm -butitos
A A
4.60 4.54 4.48 4.42 pom Metoxilos
t Ha Hb Hp y Hy
T R T W & A)'-&_ﬂ.; ‘i
——— T T T T T T e o T
7 3 5 4 3 2 1

Figura 5-42. Espectro de RMN proténico de BOC-prolina-prolinaOMe en CDCl, en T.A.

El espectro de "C present6 22 sefiales diferentes y en proporciones diferentes, lo que
nuevamente_evidencia la isomeria geométrica y el reto esta en la asignacién
inequivoca de cada anillo pirrolidinico y de cada isémero geométrico. En el anexo 5
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(E-5-3) se muestra el espectro de “C. Tabulando las sefiales para el isémero més
abundante y para las del menos abundante, se tienen los siguientes resultados.

Tabla 5-24. Desplazamientos quimicos en protén y “C de los diferentes micleos en BOC-prolina-

prolinaOMe
| Isémero mas abundante Isémero menos abundante
5°H §"C &'H §°C
t-butilo 1.448ppm 28.499ppm 1.391 28.376
c 4,504 57.686 4.38 57.686
« 4.586 58.670 4.54 58.670
. Mutltiple
Zonade Multiple
CB 5214-2.03 zona(29.9-28.714) zona (2.2 -1.95) zona(29.9-28.714)
. Muiltiple 1 it
C Miiltiple zona (24.96- Miiltiple Miiltiple
f zona (2,0-1.83) 23.51) zona (2,0-1.83) | zona (24.96-23.51)
c5 3.61 46,460 3.78, 3.59 46.460
3.40, 3.57 46.860 3.46 46,675
metoxilo 3.702 52.027 3.716 52.119
carbono base
de t-butilo 79.430 79.430
c=0 154.596 153.735
(uretano)
C=0
(peptidico) 171.173 171.604
C=0 (ster) 172.927 172.619

Para la elucidacién estructural completa es necesario llevar a cabo diferentes
experimentos bidimensionales, pero particularmente la resolucién de los experimentos
HSQC y HMBC en la zona de los protones y carbonos alfa en esta temperatura

particular, no logré aportar evidencia contundente para la asignacién inequivoca.

Hao CE}A LU:'!

bl

Caj'l
e
Ha] 1 4.4-
o S = ] = =
= 477 E
\ : 4.8
] E
5.0 1 ;
i ' —— 4.87 T T T
a0
60 25 20

Figura 5-43. Ampliacién del espectro HSQC.

Figura 5-44. Ampliacién del espectro
HMEC de BOCprolina-prolinaQMe

ESTA TESIS NO SALE
DE LA RIBLIOTRSA
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Una causa de baja resoluci6n se debe a que al tratarse de experimentos de deteccién
inversa, la ventana espectral de “C queda sujeta al mimero de incrementos del
experimento y la resolucion digital la tiene la ventana de hidrégeno. En la ampliacién
del experimento HSQC (espectro 5-24) se puede ver la presencia de solamente dos
tipos de carbonos alfa, mientras que en protén se logran distinguir 3 tipos diferentes.
Algo similar llega a pasar en el HMBC donde, sin duda, a2y 3 enlaces de distancia se
debieran ver las interacciones de Ha con CB y Cy.

5.6.3.2. Espectros en acetona-d6 en baja temperatura

Nuevamente para minimizar la tasa de intercambio quimico se decidié utilizar
acetona y bajar la temperatura hasta —90°C. El simple cambio de disolvente empezé a
complicar la asignacién ya que las sefiales se empezaron a traslapar.

T 3 | ,r\;’\ I\[\f\ﬂ‘ T

Ha
OCH,

R AFAARES Lisa Ants SRS W Eih] A LA ARALAAAS] RAALLARLACAMME DALY AL ELLAL KA AL AL MRS
4.5 4.54 4.57 4.30 4.43 446 604 4a2 @40 4B L6 4N 4.3 4.0

Figura 5-45, Comparaci6n de las seiiales de los protones alfa del dimero BOC-prolina-prolinaOMe
en una misma dispersién de campo.

A medida que se baj6 la temperatura, se vieron variaciones en los desplazamientos
quimicos de ambos isémeros. El estudio en baja temperatura se encuentra en la tabla
5-25.

Tabla 5-25. Espectro ampliado de la zona de los protones alfa de BOC-prolina-prolinaOMe en
diferentes temperaturas.

T™C 5 | Multiplicidad Espectro ampliado de Ha
] Menor 1§ 4 331 |44 (8.5, 4.5 Hz)
recuencia

4.420 |dd (8.5, 4.0 Hz)
25

Mayor

frecuencia 4.442 |dd(8.5,3.5 Hz)

l'l'l'llllll|1l|ll’Tll]!‘lIHllllI|IIIIlll!l]lllllllfll]]1l|lllll][

4.459 | dd (8.0, 3.0Hz) 4.46 4.42 4.38
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Tabla 5-25: Continuacién del andlisis del espectro ampliado de la zona de los protones alfa de
BOC-prolina-prolinaOMe en diferentes temperaturas.

T°C §'H | Multiplicidad Espectro ampliado de Ho.
fMe"‘“. 4313 |dd (8.5, 4.0 Hz)
recuencia Y
[ SRR P
-50 439 |[dd(8.5,4.0 H2)
4.418 | dd (8.0,4.5 Hz) |
Mayor ' {
frecuencia 4431 Diﬁcil. de
determinar i P b i e o L
4.44 4.38 4.32 ppm
Menor
p . | 4308 1dd(9.0,4.0Hz) 'li
recuencia

ud

! 1A He,
|

fMay‘”. 4.402 | Sefial multiple
recuencia L b e S e

Menor

f .| 4301 [dd(9.0,4.0 Hz)
recuencia

J \;
Mayor : A W\f\
YOr | 4.401 | Sefial miltiple \_

frecuencia

| iy Sl Ml Rl i A S s Wl i

Ll
4.40 4.35 4.32

fM"‘“"f. 4296 | dd (8.5, 4.0 Hz)

recuencia "\ [R5, T_Iu Hoy

o
conayor. | 4.407 | Sefial moltiple S —
recuencia

4.42 4.36 4.30

Al hacer el estudio comparativo del desplazamiento quimico de las sefiales de los
protones alfa en ambos disolventes, se vio que las sefiales entre 4.40 y 4.50 ppm
empezaron a tener valores de desplazamiento cada vez mds parecidos hacia el valor de
441ppm. A pesar de esto, se obtuvo el espectro NOESY en —60°C, con la tasa de
intercambio minimizada.
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Es importante considerar dos hechos en la elucidaci6n total de BOCpro-proOMe:
1. La geometria de BOC-prolina en torno al enlace uretano.
2. La geometria en torno al enlace peptidico.

Los 4 isémeros posibles para los dos diferentes centros de isomerfa geométrica,
BOC-prolina y el enlace peptidico, son:

o Jm
",
4 Ha'
Hite,,
aaHa H
< o Fa
[+

E§ram)-L (ds)
NOE Her -Ha

E (trans)-E (trans)
NOEHe -HS

e

7
‘*.
N

0

¥ Q
Z (cks) -E (trans) Z{ds) - Z (cls)
NOE Hoxt-butiles y Ha-HE NOE Ha-t-butllos y Ha-Ha

[«]

Figura 5-46. Posibles isémeros del dipéptido BOCprolina-prolinaQMe

En el espectro proténico solamente se tienen evidencia de dos isémeros: uno mis
abundante que otro. Al analizar las sefiales de NOESY en —60°C de la regién de los

protones alfa y los t-butilos vemos que el Ha en més alto campo no tiene interaccién
con el t-butilo. Esto puede significar 3 cosas:

1. Ha (4.308 ppm) forma parte de BOC prolina E (trans)
2. O bien, forma parte de la segunda prolina.
3. No se observa.

La presencia de una sefial NOESY entre €l mismo Ho (4.308ppm) y uno de los
metilos, sugiere que esta sefial pertenece al éster metilico de prolina. Asimismo existe

una interaccién entre Ho y HB pero esto serfa producto de la interaccién intraanular y
no resulta contundente para la geometria en el enlace peptidico.
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Por otro lado dentro de los protones alfa en mds bajo campo (4.412ppm) se presenta
una interaccién con los protones deita lo que sugiere que existe una geometria E
(trans) en el enlace peptidico.

Esta correlacién entre el protén alfa y los protones delta no fue observada en los
espectros de BOC-prolina o de prolinaOMe, (figura 5-47) por lo que se puede atribuir
a la interaccién E (trans) entre las dos prolinas sobre el entace peptidico.

H

"Ths
HaH N

Hee, S N

o 0
CH,

Figura 5-47. Estructura de BOC-prolina-prolinaOMe con el protén alfa y los deltas indicados.

Si consideramos la siguiente expansién se ve que las dos sefiales del isémero mas
abundante se encuentran centradas en 4.44 ppm, mientras que las del isémero menos
abundante est4n en 4.34 y 4.47 ppm. Resulta desafortunado el no contar con una mejor
resolucién aunque se puede ver que existe una interaccién dipolar de uno de los
protones con el t-butilo (1.283 ppm en NOESY), asi como con Hy, HBy HS
evidenciando que se trata del protén alfa de BOC-prolina Z (cis) y de una interaccién
E (trans) en el enlace pepetidico (figura 5-48).

Metoxilos
Hb Hb Hp Hy
Ha
LY

7 *Ha-Metoxilo
i HA-HO T -9
4. 5*: a-H Ha-metilos

L) 1 L) + l T L) L) T l L T T T l T T T ¥ 'I * T T T I L L L T ] v Ll 1 T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
Figura 5-48. Ampliacién del espectro NOESY de BOCprolina-prolina OMe.

Considerando e! espectro comparativo de la zona de los protones alfa tanto en
acetona como en cloroformo, resulta evidente la mayor dispersién y resolucién que
tienen las sefiales en cloroformo en temperatura ambiente. Si ademés se considera que
. a medida que se ha ido bajando la temperatura los desplazamientos quimicos de los
protones alfa tienden a converger en un mismo desplazamiento, resulta claro que el
llevar a cabo un experimento NOESY en —60°C en CDCl, permitiria una completa
resolucion de las seftales en una tasa minimizada de intercambio. Dicho experimento
desgraciadamente no se pudo llevar a cabo, pero la posibilidad de la resolucién
inequivoca se podria tener con los resultados de dicho experimento.
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5.7. Efectos del disolvente.

Con el fin de llevar a cabo un estudio dinimico, se consideré el utilizar CDCI,
cuando se llevaron a cabo los experimentos en temperatura ambiente, DMSO-d6 como
el disolvente en altas temperaturas y acetona en bajas temperaturas. Al ir cambiando
los disolventes, la apariencia del espectro cambiaba considerablemente. Este hecho es
conocido como efecto del disolvente y afecta principalmente a través de variaciones
en las constantes de apantallamiento. Una de las teorias mas aceptadas” es la que se
refiere al campo reactivo (reaction field theory) en donde una molécula polar induce
una polarizacién en el medio generando un campo eléctrico. Existe una relacion que
desarrollaron Marshall y Pople” en donde se correlaciona el cambio de
desplazamiento quimico debido al disolvente y la constante dieléctrica del mismo.

2€-1)(n’— 1) picosd
3(26+n’) o

o, = ;;:o]()"2 )

En donde ¥ es una constante, € es la constante dieléctrica, W es el centro del dipolo, n
es el {ndice de refraccién y o es la polarizabilidad de una esfera.

De tal manera que los disolventes pueden generar dipolos o cuadrupolos al ir
interactuando con el sustrato. Si la densidad de carga negativa de un disolvente se
encuentra cerca de un niicleo del sustrato, este sufrird un desplazamiento hacia bajas
frecuencias debido a la proteccién que generaré la densidad de carga provocando una
proteccién magnética y dando lugar a un cambio en el desplazamiento quimico. Esta
teoria explica satisfactoriamente los cambios en desplazamientos quimicos que se
presentan en los disolventes polares pero no explica adecuadamente en casos generales
cuando las moléculas no se aproximan a una geometria esférica o cuando las
interacciones soluto-disolvente son particularmente fuertes.

Asimismo, el efecto de disolvente influye principaimente en las constantes de
acoplamiento geminal en donde llegan a existir variaciones hasta de un 100%" . Una
generalizacién aceptada considera que los disolventes que generan puentes de
hidrégeno producen un cambio negativo en las constantes de acoplamiento geminales
(gemelas). Los disolventes como el cloroformo solvatan los sustratos via electrones no
compartidos (e.g. hacia el oxigeno) disminuyendo la retro donacién. De ahi que una
constante mA4s negativa se espera cuando se genera un campo reactivo.

Dentro del trabajo sistemdtico realizado, no se hizo particular hincapié en la
evaluacién del efecto de disolvente, particularmente porque las constantes de
acoplamiento de los protones alfa evaluados no se vieron afectados por el cambio de
disolvente. De manera contraria, la variacién en el desplazamiento quimico se
presenté tanto en el cambio de disolvente como en la variacién de la temperatura. Un
estudio en mayor profundidad de este fenémeno no formaba parte de los objetivos del
trabajo, por lo que se dejé para estudios posteriores. .

* Mooney E.F (editor), Annual Review of NMR Spectroscopy, Vol 2, Academic Press, 1969.
“ Marshall, T.W. and Pople J.A., Mol.Phys, 1, 199 (1958)
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Conclusiones

Los diferentes sistemas estudiados correspondieron a la mimetizacién de los
posibles componentes peptidicos de bajo peso molecular que fueron hallados
en una fraccién de gran potencia hipotensora en extractos acuoso-metanélicos
de Casimiroa edulis en donde se reconocieron tres aminoécidos principales:
GABA, Prolina y N-metilprolina”™

BOC-prolina demostré ser un modelo satisfactorio para evidenciar la
dependencia de los desplazamientos quimicos en "C de los carbonos beta y
gama con respecto a la geometria del enlace del grupo uretano. A dichos
efectos se puede agregar en este trabajo que el grupo t-butilo del carbamato
tiene un efecto NOE con el protén alfa del sistema anular marcando
inequivocamente la isomerfa Z (cis) en el carbamato.

La observacién de efectos NOE en BOC-prolina entre Ho. y Hy es congruente
con la conformacién endo del sistema anular para la geometria Z (cis)
propuesta sobre la base de diferentes estudios por rayos X de sistemas
conteniendo el mismo fragmento prolinico.

La observacién de dos temperaturas de coalescencia en el andlisis en alta
temperatura evidencié la existencia de dos barreras energéticas bien definidas:
una barrera de isomeria geométrica Z (cis)-E (trans) dada por la coalescencia
del t-butilo, y la barrera de isomerizacién conformacional endo-exo dada por la
- coalescencia del protén alfa del anillo pirrolidinico.

El espectro de Infrarrojo del dipeptoide BOC-prolina-GABAOMe demostr6 su
utilidad para explicar el cambio de conformacién por asociacién intramolecular
de puentes de hidr6geno en 2 diferentes medios: KBr y CHCL,.

Se pudieron evidenciar dos situaciones extremas en el derivado BOC-prolina-
GABAOMe en los espectros de RMN proténica en 300 y 500 MHz y entre
temperatura ambiente y 80°C. En el primer caso se puede proponer que ¢l
sistema anular tiene una movilidad restringida y es menor al movimiento
segmental que posee el fragmento molecular lineal de GABA. Al aumentar la
temperatura y la frecuencia de obsevacion es posible distinguir la E
(trans)icién a la coalescencia del grupo t-butilo y el aumento de la movilidad
molecular segmental del anillo pirrolidinico.

Las sefiales para el hidrégeno sobre el nitrégeno en el BOC-prolina-
GABAOMe muestra un equilibrio tautomérico ceto-enol, permitiendo que
coexitan 4 estructuras isoméricas correspondientes a 2 involucrando el
hidrégeno sobre el nitrégeno y 2 correspondientes al protén sobre oxigeno en
la forma en6lica. La proporcién asociada a ambos ca. 7 'y 3.2 ppm para NH y
OH respectivamente, demuestran la abundancia mayoritaria para el conférmero
con el carbamato de geometria Z (cis). Asimismo el “C que en temperatura
ambiente muestra seiiales dobles con muy poca diferencia de desplazamiento
quimico para casi todas las sefiales, las correspondientes a CB y Cy muestran la
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- mayor A8 que confirma su utilidad como sensores de la geometria del grupo
carbamato.

La correlacién en COSY del compuesto BOC-prolina-GABAOMe entre ¢! OH
"y el CHy(1) de GABA no pudo ser discernida en su origen aunque la
correlacién de HMBC con el protén del enol apoya la posibilidad de un
acoplameinto escalar inusualmente intenso. Esta interaccién fue observada en 2
temperaturas distintas en donde se elimind la posibilidad de ambigiiedades con
otras sefiales con desplazamientos semejantes.

En el caso de BOC-prolina-prolinaOMe, se distinguen con claridad dos
especies resultantes del equilibrio Z (cis)-E (trans) en torno a los grupos amida
considerados en términos de los dobles enlaces posibles.

El sistema de péptidos pequefios es sensible a los efectos del disolvente y en ¢l
estudio conformacional estos efectos pueden ser aprovechados para la
asignacién inequivoca estructural y conformacional.

La evaluacién farmacolégica de tripéptidos que contienen dichos aminoécidos
indica que estos compuestos pueden ser responsables de la actividad
hipotensora del zapote blanco.

Dado que en los resultados experimentales se observaron equilibrios quimicos,
el estudio por espectrometria de masas no contribuy6 a una elucidacién de gran
profundidad, salvo para la identificacién y cdracterizacién de los compuestos.
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Anexo 1. Espectros de BOC-prolina en T.A,
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E-1-3. Espectro de RMN proténica en CDC1, 500 MHz y temperatura ambiente de BOCprolina.
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Anexo 2. Espectros del éster metilico de BOC-prolina.
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E-2-1. Seccién cruzada del espectro NOESY en -90°C del éster metflico de BOC-prolina en acetona
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Anexo 3; Espectros del BOC-GABA
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E-3-1. Espectro de masas de baja resolucién de BOC-GABA.

Anexo 4. Espectros del BOC-prolina-GABAOMe
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E-4-1. Espectro proténico ampliado de Boprolina-GABAOMe a 40°C.
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E-4-7. Espectro HMBC de BOCprolina-GABAOMe en donde se ve que los carbonilos a més bajo

campo corresponden a los carbonilos del ester y del enlace peptidico.
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E-4-8. Ampliacién del espectro HMBC en la zona de los carbonilos 2 més bajo campo. Se ve
claramente que el carbonilo a mds bajo campo corresponde al carbonilo del ester, mientras que
¢l de més alto campo corresponde al carbonilo del enlace peptidico.

Anexo 5. Espectros del BOC-prolina-prolinaOMe
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I

E-5-1. Espectro de IR de BOCprolina-prolinaOMe en pelicula.
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E-5-3. Espectro de “C del dipéptido BOC-prolina-prelinaOMe en CDCI, en T.A.
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