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INTRODUCCION

Una notable caracteristica de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) es
la de ser activada por moléculas que son andlogos de su sustrato el
fosfoenolpiruvato (PEP).

En la mayoria de las enzimas, los andlogos del sustrato son inhibidores
competitivos de la misma, ya que dada su similitud estructural, son capaces de
unirse al éifio activo de la proteina impidiendo la unién del sustrato al formar
un complejo sin salida enzima-inhibidor. Sin embargo, en el caso de la PEPC, se
conocen varios andlogos del PEP que son activadores alostéricos de esta enzima
y sélo algunos de ellos son inhibidores competitivos!,

Las plantas han sido clasificadas segin su metabolismo en plantas Cj, Cs
y CAM.

La PEPC es la enzima que cataliza la fijacién inicial de anhidrido
carbénico (CO:2) en el metabolismo Ca.

En las plantas Ca la fotosintesis es casi insensible a la concentracién de
oxigeno(O2) y su incorporacién no varia con la concentracién de CO> dentro de
un intervalo muy amplio de concentracién de estos gases. En estas plantas el
punto de compensacién de COz es menor a 5 pl. COz/L. Esto sugiere que la
actividad de la oxigenasa y la fotorrespiracion estdn muy reducidas o estdn
ausentes en estas plantas. La temperatura tampoco afecta al punto de
compensacién de CO2z, lo que sin duda se refleja en una distribucion
predominante de las plantas Cs en regiones con climas cdlidos y soleados. El
maiz, el sorgo y la cafia de azdcar son plantas Cs y su importancia econdmica sin
duda explica el interés de la comunidad cientifica por el estudio de este tipo

de metabolismo.



La PEPC es una enzima citopldsmica que se encuentra en todas las
plantas, asi como en algunas bacterias, cianobacterias y algas verdes®.

La PEPC se encuentra en los tejidos no fotosintéticos de plantas Ca y en
semillas en donde funciona como una enzima que produce oxalacetato, un
intermediario del Ciclo de Krebs3,

Una funcidn adicional de la PEPC es el de reciclar una parte significativa
del COz que proviene de la respiracién en las leguminosas y en las espigas de los
cereales®.

Finalmente, los metabolismos €4 que dependen de la PEPC en el proceso
de fijacién de CO:z fotosintético, permiten a las plantas tener un uso més
eficiente del agua y evadir la fotorrespiracién®.

La PEPC es una enzima que posee varios sitios alostéricos y es regulada
conjuntamente por el pH, por metabolitos activadores e inhibidores y por
fosforilacién,

La fosforilacién es de gran importancia en la regulacién de la PEPC, pues
la enzima fosforilada modifica su sensibilidad hacia sus reguladores
alostéricos.

El estado de agregacién de la PEPC de diferentes plantas, entre ellas la
del maiz, depende de su concentracién, asi como del pH y de la presencia de
ligandos y cosolutos. Aln cuando algunos investigadores del tema no consideran
relevante este tipo de regulacién /n vivo, los posibles cambios en el estado de
agregacién no pueden menospreciarse al trabajar con la enzima purificada®.

La PEPC de maiz puede disociarse en forma rcversible a dimeros y hasta
mondmeros a bajas concentraciones de proteina.

Por lo anteriormente descrito, el estudio con andlogos del PEP sobre

PEPC de plantas Cs (maiz, cafia de azdcar, sorgo), son particularmente
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importantes debido a que ellos pueden ayudar en el disefio de un inhibidor
eficiente que pueda ser usado como herbicida especifico.

Una dificultad mayor consiste en el desarrollo de una estructura que
inhiba selectivamente la carboxilasa sin afectar la actividad de otras enzimas
empleando PEP.

La presencia de enlaces dobles conjugados en el PEP permite plantear
como hipétesis que los compuestos fendlicos como el fenilfosfato, al ser un

andlogo estructural también presentardn actividad.(Fig. 1).

o P PQO,2- 0/ PO
/l\"/ o~
(o]
PEP fenilfosfato

Fig. 1. Estructuras del PEP y el fenilfosfato.

Sin embargo, los andlogos que poseen un grupo fosfato son susceptibles
de ser hidrolizados: para tener entonces un andlogo estructural que
permanezca intacto durante el transcurso de la catdlisis se utilizan compuestos
con un grupo fosfono (-CH2-PO3?").

Ante esto nos dimos a la tarea de disefar una ruta eficiente y

corta para la obtencién de derivados del dcido fosfdnico del tipo aromdtico.



OBJETIVO GENERAL

e Sintetizar andlogos del fosfoenolpiruvato (PEP).

OBJETIVOS PARTICULARES

e Optimizar la sintesis de los intermediarios y de los productos finales
para obtener adecuados rendimientos.

e Caracterizar los intermediarios asi como los productos finales
medienta técnicas espectroscdépicas.




ANTECEDENTES

Las plantas han sido clasificadas segtin su metabolismo en plantas C3, C4 ©
CAM?, La fosfoenolpiruvato carboxilasa es la enzima que cataliza la fijacién
inicial de CO2 en estos dos Gltimos tipos de metabolismo. Para comprender
mejor su papel y su importancia es necesario explicar primero el
funcionamiento del metabolismo €3 y un fenémeno colateral, el proceso llamado

fotorrespiracion,
Metabolismo Cs vs. fotorrespiracién

Fotosintesis.

La fotosintesis consiste esencialmente de dos fases, las llamadas fase
luminosa y fase oscura. Durante la fase luminosa la energia en forma de los
fotones es transformada en el potencial quimico (ATP® y NADPHS) que se
requiere para llevar a cabo las reacciones de la fase oscura. Durante la fase
oscura ocurre la sintesis de azdcares gracias a la fijacién de CO; atmosférico.

Las reacciones iniciales de esta dltima fase reciben en conjunto el nombre de

ciclo de Calvin®.

El ciclo de Calvin y su regulacién.
En esta reacciéon de carboxilacién se producen dos moléculas de 3-

fosfoglicerato (molécula de 3 carbonos, de ahi el nombre de metabolismo Ca).

4 CAM: Metabolismo Acido de las Crasulicecas.

® ATP: Adenosina trifosfato,
° NADPH: Nicotinamida adenina dinuclestido fosfato. reducido.




El ciclo de Calvin puede dividirse en tres etapas: la carboxilacién, la

reduccién y la regeneracién del aceptor RuBP (Fig. 2).

|
3co, spoa BATP
W 6ADP

3ADP 3RuBP
A ) 6BisPGA
6NADPH
6Pi 6NADP+
3ATP woseg
6G3P
3RuSP —

~~ 5G3P
1G3P —e 1DHAP

Fig. 2.- El ciclo de Calvin,
RuBP, ribulosa-1,5-bifosfato; PGA, 3-fosfoglicerato; BisPGA, 1,3-
bifosfoglicerato: 63P, gliceraldehido-3-fosfato. DHAP, dihidroxiacetona

fosfato; RUSP, ribulosa-5-fosfato”.

Fotorrespiracion

Las plantas Cjrespiran durante la iluminacién y consumen algo de oxigeno
mientras efectian la fotosintesis en la que desprenden oxigeno. Pero esta
respiracién no es del todo mitocondrial, ya que se inhibe sélo en parte con

cianuro que bloquea la citocromo oxidasa presente en las mitocondrias. La



respiracién no sensible a cianuro en las plantas C3 iluminadas se llama
fotorrespiracion,

La fotorrespiracién desvia algo del poder reductor producido en las
fases luminosas de biosintesis de glucosa hacia la reduccién de oxigeno: es
decir, la fotorrespiracién desperdicia una buena parte de la energia solar
capturada en las reacciones luminosas. Este mecanismo es muy activo en las
plantas Cs3, pero estd ausente de las Ca.

En las hojas C3, la relacién fotorrespiracién/fotosintesis aumenta al
incrementarse la temperatura. Esto se debe a que al aumentar la temperatura
disminuye la afinidad de la enzima por el CO: y se favorece la reaccién de
oxigenacién; ademds, la solubilidad relativa del CO. y del Oz cambia con la
temperatura.

Para evitar el efecto del oxigeno en la fotosintesis las plantas Cs y CAM
han desarrollado elaborados mecanismos bioquimicos y anatémicos que les
permiten aumentar la concentracién de CO: en la proximidad de la RuBP,

minimizando asf su actividad de oxigenasa.

El metabolismo Cs.

En las plantas Cs la fotosintesis es casi insensible a la concentracién de
Oz y su incorporacién no varia con la concentracién de COz dentro de un
intervalo muy amplio de concentracién de estos gases. Esto sugiere que la
actividad de oxigenasa y la fotorrespiraciéon estdn muy reducidas o estdn
ausentes en estas plantas., La temperatura tampoco afecta al punto de
compensacién de COz, lo que sin duda se refleja en una distribucién

predominante de las plantas C4 en regiones con climas cdlidos y soleados. El




maiz, el sbrgo y la cafia de azicar son plantas C4 y su importancia econémica sin
duda explica el interés por el estudio de este tipo de metabolismo®.

Las‘hojas de las plantas Cs poseen una estructura anatémica que las
diferencia de las plantas Cs; en las plantas C3; las células del meséfilo se
encuentran distribuidas sin una organizacién clara en el tejido de la hoja siendo
el principal sitio de fijacidon de CO:z. En cambio, en las hojas de las plantas Ca
las células del mesdfilo se encuentran rodeando a las células de la vaina

vascular, formando una estructura a la que se ha llamado anatomia &kranz (del

alemdn, que significa “corona"; (Fig. 3).

Cuticula y

epldermin Valna vascular

Valna vascular

Fig. 3. Anatomia de las hojas de las plantas C3 y Ca®.

Las células del meséfilo no poseen las enzimas del ciclo de Calvin, pero la
actividad de la PEPC es muy elevada, por lo que fijan activamente CO:z en forma
de oxaloacetato, el cual es rdpidamente reducido @ malato o transaminado a

aspartato. Esta forma de carbono se transporta a las células de la vaina




vascular en donde es decarboxilado para generar COz y un compuesto de 3
carbonos, Las células de la vaina vascular si poseen las enzimas del ciclo de
Calvin y el €Oz liberado es entonces fijado por la Rubisco como en una planta
C3. El compuesto de 3 carbonos producto de la descarboxilacion es regresado a

las células del meséfilo en donde se regenera el PEP que se requiere para

empezar un nuevo ciclo (Fig. 4).

Especles enzima Especies enzima Especies enzima
NAD milica NADP milica © PEP carboxicinasa
r N\ ~N r N
LR
a
! &
85 co, PEP 2
22 Plruvato — | -
=} i Malato Piruvato
Oxaloacetato
Alanina Oxaln;cetato | — Pln:vato Alanina
Il
Piruvato Malato Piruvato
= Aspartato
Ze P PEP Aspartato
£% PEP PEP
A E | Oxal Py Oxal at
] Oxaloacetato
| co, L co, j | co;

Fig. 4. Los subgrupos de plantas C4%. NAD, adenin nicotin dinucleotido

El metabolismo CAM.

Hemos visto como las plantas Ca separan en e/ espacio la fijacién del CO2
asi como su incorporacién en forma de 3-fosfoglicerato. En las plantas CAM la

4 NAD, adenin nicotin dinucleotido:
* NADP nicoti i deni leatido fosfato




separacion, en lugar de ser en el espacio, ocurre en e/ tiempo: las enzimas
involucradas se encuentran dentro de una misma célula, pero sus actividades se
expresan de manera distinta a lo largo del dia.

Las plantas CAM generalmente crecen en lugares dridos y este
metabolismo se concibe con frecuencia como una adaptacién al estrés hidrico.
En la mayoria de las plantas CAM se observa durante la noche, cuando la
temperatura y la evaporacién de agua es baja, los estomas se encuentran
abiertos y permiten el libre intercambio de gases. En este mismo periodo, la

actividad de PEPC es mayor debido a que se encuentra fosforilada y el CO: es

fijado activamente®,
Uso de andlogos del PEP.

La estructura del PEP se muestra en la Figura 5.

Fig. 5. Estructura del fosfoenolpiruvato.

Los andlogos de un sustrato son herramientas muy Gtiles para e! estudio
del mecanismo de la accién enzimdtica. Su uso puede proporcionar datos sobre
la naturaleza quimica de los residuos involucrados en la unién del sustrato, asi

como sobre la topografia del sitio active. Igualmente se pueden determinar los
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grupos funcionales y las caracteristicas del sustrato relevantes para la unién o

la catdlisis.

Numerosos andlogos del PEP han demostrado tener actividad frente a la

PEPC, resultando gran parte de elios inhibidores de la enzima, mientras que

solo unos cuantos han demostrado ser activadores. A continuacién se muestran

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

Tabla 1.-Algunos andlogos del PEP y sus constantes de inhibicién®® .

Nombre Ki (M) Férmula
dcido 1- 7 H H _po,*
hidroxiciclopropano N . R
carboxilico fosfato H—G—C—CO:
H
fosfoenol-3- 7 ) 5
bromopiruvato Br\C C,O PO,*
H/ - \COZ‘
Z-metil- 17

fosfoenolpiruvato

3,3-dicloro—2-dihi§ro
fosfinoil-metil-2:
propenoat

t-fosfolactato

E-metil-
fosfoenolpiruvato
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fosfoglicolato .. s - 200

fosfoenolpiruvat
- fosfonato

 dimetil-

fosfonoacetato

fosfonopropionato 10000 -
H— (::— PO;™
H—C—COy
H

Esta lista de inhibidores de la PEPC es bastante amplia y, sin embargo,
algunos de los andlogos que se han encontrado actian como activadores de la

enzima. Se han reportado compuestos como el 2,4-dihidroxifosfinoilmetil-2-




propenoato’!, el sulfoenolpiruvato'?, el fenilfosfato® y la fosfomicina®® , cuyas

estructuras se muestran en la Figura 6.
H,

2 -
_C—PO* PO—SO0,
H,C=C H,C=C_
CO,Me 3 CO,’
Z a
2,4-dihidroxifosfinoilmetil-2-propenoato sulfoenolpiruvato
(o] H o H
Il -
|- H,C o=R—0
5 o 6
fenilfosfato fosfomicina

Fig.6. Estructura de algunos activadores de la PEPC.

Si uno compara las estructuras entre inhibidores y activadores, a
primera vista pareciera que el nimero de cargas negativas presentes en la
molécula es el elemento que determina su actividad frente a la PEPC, siendo los
inhibidores trianiones y los activadores dianiones.

En lo que concierne a los grupos funcionales relevantes de los andlogos,
desde hace ya mds de una década se menciona la importancia de los grupos
carboxilo y fosfato para la unién del PEP al sitio activo®!'%. Sin embargo, un
estudio que intentd determinar alguna relacién entre estructura y actividad de

diferentes andlogos no arrojé conclusiones claras's.
COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

Desde las investigaciones sistemdticas de Michaelis hacia finales del

Siglo XIX, el estudio de compuestos orgdnicos fosforados ha ido en aumento.



Se pueden identificar, sin embargo, varios periodos subsecuentes donde
importantes descubrimientos han dado lugar a un gran incremento en el interés
por los compuestos fosforados.

€l descubrimiento de las propiedades tdxicas e insecticidas de dichos
compuestos por Schrader y otros'® en los afios 30° s cred una nueva industria.

Muchos de los compuestos fosforados usados comercialmente son
inorgdnicos, pero los orgdnicos son cada dia mds importantes, debido a que se
ha comprobado su utilidad como antioxidantes y estabilizadores en la industria
del petrdleo y en la de los pldsticos, y se les han encontrado diversos usos en
dreas tales como corrosidn-resistencia, extraccién y complejacién; asi como
productos quimicos agricolas'’.

Las aplicaciones industriales aunadas a! uso de los compuestos
fosforados en la sintesis orgdnica general, asegura un rdpido crecimiento en la

literatura de quimica de los compuestos organofosforados.

NOMENCLATURA!®

El nombrar compuestos de fésforo es un ejercicio frustrante para la
mayoria de los quimicos. Mucha de la confusién esté relacionada con el extenso
uso de nombres triviales, particularmente en los dcidos de fésforo y sus
respectivos ésteres, algunos de los cuales son propensos a equilibrios
tautoméricos. Se debe tener cuidado sobre todo cuando se busque en
literatura vieja. Por ejemplo, el compuesto RzP(O)OH es llamado triviaimente
dcido dialquilfosfinico y dcido dialquilfosfénico: en la antigua literatura

britdnica, dcido dialquilfosfonoso y dcido dialquilfosfinoso en Beilstein.



La nomenclatura, sin embargo se ha facilitado a partir de la publicacién

de las reglas convenidas entre los comités' de la Chemical Society y de la

American Chemical Society.

En la tabla 2 se presentan los puntos mds importantes de dichas reglas.

Tabla 2.--Nomenclatura de compuestos Organofosforados.

RsP trialquilfosfina

R;PO éxido de trialquilfosfina

Acidos Tetravalentes

Derivados fosforosos [(OH)iP]

Derivados fostfinosos (H:POH)

(RO)4P trialquil fosfito

R2" POR" alquil dialquilfosfinito

(R2N)3P triamida hexa-alquilfosforosa

RzPCI cloruro dialquilfofinoso

(RO) 2P dialquil fosfocioriduro

R2° PSR alquil dialquilfosfinotioito

ROPCI; alquil fosforodicloridato

Rz PNIR2? N,N-dialquil

dialquilfosfinosa

amida

(HO):PSH dc. Fosforotioso

Derivados rfosfonosos [HP(OH):]

(R’ O)PSR" S-alquil 0,0-dialquil

fosforotioato

R’ P(OR?), alquil dialquilfosfonito

RPCI; dicloruro alquilfosfonoso

RP(SH)OH dc. alquilfosfonotioso

Acidos Pentavalentes

Derivados del deido Fosforico [(HO)PO]

Derivados del deido fosfinico [H2P(O)OH]

(RO)3PO trialquil fosfato

R’ ;P(O)OR? alquil dialquilfosfinato

(RzN)3PO triamida hexa-alquilfosférica

RoP(O)NH: amida dialquilfosfdénica

(RO):POCI! dialquil fosforocloridato

R;P(O)SH dc. dialquilfosfinotidlico

(RO)POCI; alquil fosforocloridato

R:P(S)ISH de. dialquilfesfinoditidico

(R” 0).PONR?; N,N-dialquil

dialquilfosforamidato

R2PSCI cloruro dialquilfosfinotidico
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(RO).P(O)SR S-alquil 0,0-dialquil | Derivados del dcido FosFfonico [HPO(OH):]

fosforotiolato (R’ O):P(O)R? dialquil alquilfosfonato
(R N)P(O)R?  amida N, ,N-tetra-alquil

alquilfosfdénica

(R” O)RZP(O)F alquil
alquilfosfonofluoridato

(R’ O)R*P(O)SR? O-alquil S-alquil

alquilfosfonotioato

Fosforanos

XsP pentahalofosforano

R3P=NH iminotrialquilfosforano

RaP=CR alquilidentrialquilfosforano

REACCIONES DE FOSFORILACION

El cardcter reactivo y la disponibilidad de fésforo elemental ha sido el
punto principal para comenzar la sintesis de compuestos organofosforados.'®2°,

La estructura tetraédrica del fésforo blanco contiene seis enlaces P-P,
cada uno de los cuales puede romperse en un sélo paso dando lugar a un simple
producto. Algunas reacciones del fésforo son complejas y sus productos
individuales son obtenidos con bajos rendimientos. Aunque es de considerable
interés industral la sintesis de compuestos organofosforados a partir de
fésforo, la mayoria de las sintesis son realizadas a partir de derivados de éste

como por ejemplo, PCl3, P4O10 y P4Si0, los cuales se obtienen fdacilmente a partir

de fésforo elemental.




La preparacion de ésteres fosfdéricos es un objetivo importante en la
sintesis orgdnica, a causa de que estas substancias se emplean para sintetizar
moléculas activas biolégicamente, en el capitulo anterior ya se mencioné su uso
como inhibidores especificos de la PEP carboxilasa, pero algunos son utilizados
como insecticidas???23, en la sintesis de retardadores de fuego®'y en la
reduccién de fenoles a hidrocarburos aromdticos®®. Los ésteres fosfdricos
mixtos se han preparado por diversos métodos?¢27282% giendo uno de los
mejores el que usa un fosfito de dialquilo con un alcohol o fenol, en presencia

de trimetilamina y en solucién de tetracloruro de carbono®® También se han

reportado otras variantes sintéticas®3233 que incluyen métodos de
transferencia de fase'?, asi como la técnica basada en la activacién de fosfitos

de trialquilo con yodo molecular?4,

Nicotra y colaboradores3® desarrollaron un buen método para la
fosforilacién de fenoles utilizando el cianofosfato de dietilo en cloruro de
metileno a 0°C, los rendimientos son relativamente altos y la reaccién se llevaa

cabo bajo condiciones suaves.

O—PO—(OEt):2

OH
Et0 ﬁ)
+ >P—C=N —_—
E0”
X X
X= Cl, CN, CH3, NO,, COOCHj3
7 8



Silverberg y colaboradores®* llevaron a cabo la fosforilacién utilizando
dibencilfosfito, N N-diisopropiletilamina (DMAP) como catalizador en
acetonotrilo/CCls a 10°C.

Este método es rdpido, limpio, selectivo y se obtienen altos

rendimientos.

. S S

) had cCiy ,zo
+  H=Pl DMAP, CI1,CN, 10C " o—l~o
-97%
9 10 11

Zwie’rzuk y colaboradores®® lograron la fosforilacién de alcoholes
alifdticos primarios y fenoles utilizando dialquilfosfitos, CCla/NaOH al 50% en
agua y como catalizador de transferencia de fase utilizaron el bromuro de
tetra-n-butilamonio o bien el cloruro de trietilbencilamonio.

La reaccidn se llevé a cabo a temperatura ambiente con un exceso del
25% del dialquilfosfito correspondiente: el uso de dicho exceso fue escencial
para compensar el fosfito que se pierde durante la reaccién por la dialquilacién

anidnica en el medio acuoso.

[e) (0]
RO i 4+ R?%—OH _SCla/NaOHac.al50% ROH_ or2
Ro/ 13 (n-CsHg) 4N*Br- ROI
: 14
12 R= CHs, n-CsHo RZ=n-C4Ho CoHs



Kenner y colaboradores'? convirtieron fenoles funcionalizados en aril
dietilfosfatos por medio de fosfoclorhidrato de dietilo o pirofosfato de

~ tetraetilo con excelentes rendimientos.

ArOH + HOeP(OET)2 + CClq + NEt3 — ArOeP(O)(OET)2 + CHCl3 + NHET3CI

SINTESIS DE FOSFONOESTERES

Purnanand y colaboradores®® sintetizaron ésteres dialquil arilfosfatos
con buenos rendimientos por medio de la reaccién de sales de diciclohexilamina

de fenoles sustituidos con fosfito de dialquil hidrégeno

o RO (o] X
RO . ccl ~
SP—H + (CGH“>2N"2*°—© G IAF ™ porl O

RO™
R = CHj, CzH;

Woatanabe y colaboradores®?, obtuvieron triésteres fosféricos a partir
de la reaccién de un alcohol con trialquilfosfito en presencia de tribromuro de
piridinio y trietilamina: el cual puede ser transformado en el monoéster o el
diéster fosfdrico. Este método fué aplicado a la fosforilacién selectiva para
obtener derivados de fosfatidil mio.inositol.

rRO_§

ROH + R'O—P(OR"), (‘;i’{“c'f:-"fz‘ggﬁ- SPor-
2Cla, - RO

R° = CHj; 0 PhCH,
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. CH3CO

o. . CH3O

Q o ﬁ .
~P—o0

no oy |

o, ' “OQCH3

fosfatifil mio inosifol

23

El método utilizado por Stonwell y colaboradores consistié en la
preparacién de ésteres de fosfato via la activacién con yodo molecular de un
trialquilfosfito y un alcohol o fenol. La fosforilacién mediante este método fue
buena tanto para alcoholes primarios como para secundarios, obteniéndose
rendimientos altos bajo condiciones de reaccién extremadamente suaves,

ademds de que fue compatible con una gran variedad de grupos funcionales.

o
i
ROH + P(OR")3j— RO — P(OR ")»
24 25 26
R°=CHj;.C:Hs, Ar
R" = CH3. CoHgs. iPr



HIPOTESIS

* Se espera sintetizar el 2-(fosfonooxi)benzoato de metilo a partir de

salicilato de metilo con buenos rendimientos mediante la siguiente

L b o
- [o]
L OCHoNs ,, esiM @
H ﬂ)cl—nom. 0— ~Brnie . o—f-OH
G OH
31

e Se espera sintetizar el 2-(fosfonometil)benzoato de potasio a partir

ruta:

de dcido o-toluico con buenos rendimientos mediante la siguiente

ruta:
Hy © b o
é/“\o” _engn. é)k s gj)‘\o/
o 34
32 -

ou; .

o
oKoH - BrSiMe;
“Thpo .




RESULTADOS Y DISCUSION

Con el propésito de aportar datos que ayudaran a determinar la relacién
entre la estructura y actividad de los andlogos del fosfoenolpiruvato frente a
la enzima PEPC, se propuso la sintesis de dos compuestos de tipo aromdtico que

tuvieran tanto al grupo carboxilo como a un sustituyente fosforado

PO _ POy ,POs3”
o~ o o CH> O
Ao o .
O  peP
1 27 28

Nos parecié interesante estudiar el efecto que tendria la introduccién
de un metileno en lugar del oxigeno del enol, por lo que los compuestos ideales
para llevar a cabo este estudio y factibles de ser sintetizados fueron el 2-
(fosfonooxi)benzoato de metilo (31) y el 2-(fosfonometil)benzoato de potasio

37).

8]
]



La ruta utilizada para sintetizar el compuesto 31 fue la siguiente:

CHy o
__DCH:ONa BesiM
oH .,)CI__ PGED; o— _BrSiMey o_,,\,on
oH

29 3

O—
[o}
=0



RUTA A:
2-[(dietoxifosforil)oxilbenzoato de metilo

En base a la ruta propuesta, para la sintesis del éster fosfdrico, primero
se generd el metdxido de sodio en exceso de metanol, al cual se le aRadié el
salicilato de metilo formdndose la sal de sodio respectiva como un precipitado,
se eliminé el metanol para evitar la reaccién de éste con el clorofosfato de
dietilo®®. La sal se colocé en THF, se bajé la temperatura a 0°C y entonces se
afiadié el clorofosfato de dietilo. La mezcla de reaccidn, inicialmente una
emulsién se volvié ligeramente transparente y posteriormente se formé un
precipitado (probablemente NacCl), se eliminé el disolvente por evaporacién al
alto vacio, se afladié agua y la mezcla de reaccién se aislé por medio de una
extraccién liquido-liquido con acetato de etilo, se ecliminé el disolvente, el
residuo obtenido se purificé por cromatografia flash utilizando como eluyente
hexano:acetato de etilo 70:30 y después hexano:acetato de etilo 30:70,
obteniéndose un aceite con 90.1% (Tabla 1.1), el cual se caracterizé por las

técnicas espectroscépicas siguientes:



IR (Espectro 1)
En el esplchro de IR; se puede observar en 2968cm™ la banda de la

vibracién debida al alargamiento simétrico de los enlaces =CHz del anillo
aromdtico, asi como la de 2953 cm™! que corresponde al -CH3s y es debida a la
vibracién de alargamiento C-H, en 1489cm™! se presenta la banda de vibracién
en tijera del -CHz, en 1393cm™ la banda debida a la vibracién de flexién C-H
del ~CH3: en 1731cm™! se observa la banda del grupo éster debida a la vibracidn
de alargamiento C=0O, asi como en 1301 y 1031cm™ se observan las bandas de
alargamiento C-O y por dltimo en 1258 y 1231 cm™ aparecen las bandas debidas

a los alargamientos de P=0O (Tabla 1.2).

RMN-H (Espectros 2 y 3)

En el espectro de resonancia magnética nuclear proténica se observan en
7.87 ppm ddd(In.r=7.8Hz, 1.5Hz, 1.5HZz), en 7.5 ppm ddd(7.53Hz, 1.6Hz,
5J=5.4Hz), en 7.43 ppm ddd(6.9Hz, 1.2Hz, °J=5.4Hz) y en 7.23 ppm
dddd(6T=13.1Hz, 3J=7.2, 3J=7.2Hz, *J=1.5Hz) las sefales que corresponden a
los protones en posicién meta, orto, meta y para con respecto al grupo fosfato,
en 4.26 ppm dq(4.26, 3J= 7.2Hz, 3J=8.1Hz), la sefal correspondiente a los
protones de los -CH: de los grupos etilo, en 3.9 ppm s(3.90), la sefial de los
protones del -CH3 del éster y por ditimo en 1.35 ppm dt(), que corresponde a

los protones de los -CHzs de los etilos. (Tabla 1.3).

RMN-13¢C (Espectros 4 y 5)
En el espectro de resonancia magnética nuclear de '3C, se observa en

165.4 ppm la sefial correspondiente al € del grupo carbonilo de! éster, en 149

ppm la correspondiente al C del anillo aromdtico unido al grupo fosfato, en 121
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ppm, 124 ppm y 131 ppm, las de los C en posicién orto, para y meta respecto al
grupo fosfato: en 123 la sefial del C del anillo aromdtico unido al grupo éster,
en 64 ppm y 16 ppm se observan las sefales que corresponden a los CHz y CH3

de los grupos etilos respectivamente alifdticos y por dltimo en 52 ppm la sefial

correspondiente al C del CH3 del éster.. (Tabla 1.4).

RMN-31p (Espectro 6)
En este espectro solo se observa una sola sefial en -5.037, lo que nos

indica la presencia de un dtomo de fésforo. (Tabla 1.5).

MS (Espectro 7)
En este espectro se observa el ion molecular que si corresponde al peso

molecular del producto (288) y el pico base que corresponde al 100% (201).

(Tabla 1.6).
MS-HR (Anexo 1)
En masas de alta resolucién se obtuvo un peso molecular de 288.0763, el

calculado fue 288.2300. (Tabla 1.7).

Tabla 1.1.- Propiedades fisicas

Férmula Condensada | Peso molecular Aspecto Rendimiento

C12H170:P 288 g/mol Aceite amarillo claro 90.1%




Tabla 1.2.- IR

IR pelicula (cm™)

. =CH aromdtico

2986
2953 ~CHz, -CH:
1731 Ar-cO-O-
1604 c=C
1489 ~CHa2
1451, 1393 —cHs
1301, 1031 T co-c.
1164 - ,C,O.V'QCH, R
1301 e
1258

Tabla 1.3.- RMN-HH

< RMN-'H (€DC3)

Hidrdégeno §e’i‘fu‘les‘ : Desplazamiento (ppm)‘
c ad. 7.87
b 7.50
a 7.43 el
d V7235




dq. 4H 426
s, 3H 3.90
f dt, 6H 1.35
10
é 220 o " 12
e o
s ; Oﬁ’ ’
4 ; 8
Tabla 1.4.- RMN-13C
‘BMNfiac,(CDCia) - : S
Carbono Desplazamiento (ppm) e Carjbono Desplazamiento (ppm)
1 12300 | 7 ) 475
z 1585 | 8
3 121.48 T .97
4 131647 o [ 10
5 o 124.,7‘5_""__ T
6 5 1'3345;{ B 12

Tabla 1.5. RMN-P (CDCl3)

i RMN-“P (€DCl3) .

Desplazamiento (ppm)

-5.037




Tabla 1.6.- Espectrometria de Masas (Ms). .

Ton Molecular (M)

. Pico Base (100%)

288 .

© 201 -

‘Masa Observada '

. 288.0763




2-(fosfonooxi)benzoato de metilo

O. (o]
[0}

Il__OH
o—p

OH

31

Dado que era necesario tener tanto al dcido fosférico como al dcido
carboxilico libre para realizar los estudios de actividad, se procedié a eliminar
los grupos alquilo. Se eligié el bromotrimetilsilano para llevar a cabo la
desproteccién por su uso en condiciones suaves.

En este sentido, se disolvié el 2-[(dietoxifosforil)oxi]lbenzoato de metilo
en cloruro de metileno y bajo atmédsfera de nitrégeno se le adicioné el bromuro
de trimetilsilano. El producto aislado y caracterizado nos indicé que sélo se
habian eliminado los etilos del fosfato y no el metilo del carboxilato,
probablemente porque el primero es la base conjugada de un dcido mds fuerte
que el carboxilo, lo que implica que este es un mejor grupo saliente
favoreciéndose con esto, la reaccién de desproteccién. Los compuestos mds
volétiles se eliminaron a presién reducida y se obtuvo un aceite café, el cual no
se purificé ya que era inestable. El producto obtenido se caracterizé por medio

las técnicas espectroscépicas siguientes:

IR (Espectro 8)
En el espectro de IR, se observa en 2953 y en 1483cm™ las bandas

debidas a las vibraciones de alargamiento C-H del -CHi; en 1676cm™ se

30



observa la banda del grupo éster debida a la vibracién de alargamiento C=O, asi

como en 1303 y 1085cm™ se observan las bandas de alargamiento P-O (Tabla

2.2).

RMN-H (Espectro 9)
En el espectro de resonancia magnética nuclear protdénica se observa en

7.93 ppm m(7.93 ~-7.7), en 7.6 ppm m(7.61, 7.5), en 7.46 ppm m(7.46 - 7.16) ppm
las sefales que corresponden a los protones del anillo aromdtico en posicién
para, meta y orto, con respecto al fosfato y en 3.96 ppm s5(3.96) el singulete
correspondiente a los protones del -CH3 del grupo éster: los protones de los -
OH del fosfato no se observan, ya que como disolvente se utilizé agua

deuterada. (Tabla 2.3).

RMN-13¢ (Espectro 10)
En el espectro de resonancia magnética nuclear de '3C, se observa en

173.5 ppm la seiial correspondiente al C del grupo éster, entre 163 y 113 ppm
las seRales del C del -CH3. (Tabla 2.4).

Tabla 2.1.- Propiedades fisicas

Férmula Condensada Peso molecular Aspecto
CaHsOeP 232 g/mol Aceite café

Tabla 2.2.- IR

IR pelicula (em™)

wi=CH3

31




1676 Ar-cO-0O-
1613 c=C
1483 -CH3
1303, 1085 c-0-C
1156 R-COOCH;

Tabla 2.3.- RMN-1H

RMN-H (Dz0)

Hidrégeno - Sefiales  -: ] Dewsp‘l‘qiz’q:rﬁientq (ppm)
c m, IH V A
d- m, 1"
a,d m, 2'H> .
e s, 3H:"

th

[N



Tabla 2.4.- RMN-C

RMN-13¢ (€D3;OD)

Carbono

:Desplazamiento (ppm)

Carbono

:Desplazamiento (ppm)

1 163.16 . 5 -
2 136.57 6
3 120,02 N
4 118.10 8
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La ruta utilizada para sintetizar el compuesto 37 fue la siguiente:

) ’ Br.
iy 0 o
Qu cu,ol i o7 NS o~
. l"'SOJ . I"-‘ﬂ\\uﬁ"ﬁ. by
34
POED,

O\\, pl
HO Q
OH KOH
H,O
37

34



2-metil benzoato de metilo

CH; O

33

Con base en el diagrama sintético propuesto primero se llevé a cabo la
pr‘ofzcci6n del dcido o-toluico, mediante una reaccion de esterificacidén
utilizando metanol en medio dcido, se obtuvo un aceite color dmbar, el cual se
purificé por destilacién a presién reducida. El rendimiento de la reaccién fue
de 89.9% . (Tabla 3.1). El producto puro se caracterizé por medio de las

siguientes técnicas espectroscépicas:

IR (Espectro 11)

En el espectro de IR, se puede observar en 2950 cm’ la banda que
corresponde al ~-CH3 y es debida a la vibracién de alargamiento C-H, en 1435 y
1393cm™ las bandas debidas a la vibracién de flexién C-H del -CH3; en 1722
cm™! se observa la banda del grupo éster debida a la vibracién de alargamiento
C=0, asi como en 1259 y 1085cm™ se observan las bandas de alargamiento C-O
y por Gltimo en 761 y 737 cm™ aparecen las bandas que confirman sustitucién

orto y se deben a la flexién anular fuera del plano (Tabla 3.2).

RMN-'H (Espectros 12 y 13)
En el espactro de resonancia magnética nuclear proténica se observa en

7.90 ppm dd(8.1Hz, 1.2Hz), en 7.39 ddd(7.65Hz, 7.65, 1.5Hz), y en 7.26 ppm
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m(7.26 - 7.21), las serales que corresponden a los protones de la parte
aromdtica de la molécula en posicién orto, para y meta con respecto al grupo
éster, en 3.89 ppm la correspondiente a los protones de los -CH3 del éster y
por Gltimo en 2.60 ppm la correspondiente a los protones del ~-CH3 unido al

anillo aromdtico. (Tabla 3.3).

RMN-13C (Espectros 14 y 15)

En el espectro de resonancia magnética nuclear de !3C, se observa en
51.78 ppm la sefial correspondiente al € del -CH3 del grupo éster, en 168 ppm la
sefial del C del éster, en 21.7 ppm la correspondiente al ~CHa unido al anillo
aremdtico, en 131 ppm la sefial que corresponde al € del anillo aromdtico, al cual
estd unido el CH3, en 125 ppm la sefial del C del anillo en posicién orto con
respecto al grupo -CH3 y por Gltimo en 129 ppm, 131 ppm y en 130 ppm se
observan las sefiales correspondientes a los C del anillo aromdtico en posicién

orto, meta y para con respecto al grupo éster. (Tabla 3.4).

MS (Espectro 16)
En este espectro se observa el ion molecular que si corresponde al peso

molecular del producto (150) y el pico base que corresponde al 100% (119).
(Tabla 3.5).

Tabla 3.1.- Propiedades fisicas

Férmula Peso Molecular Aspecto Punto de |Rendimiento
Condensada ' 3 Ebullicién
CoH1002 150 g/mol Aceite color dmbar | 42°C/mmHg 89.9 %
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Tabla 3.2.- IR

IR pelicula (cm™)

2950 -CH3, -CH aromadtico
1722 Ar-cO-0O-
1601 c=C
1435, 1382 -CH3s
1259, 1085 c-0-C )
- 761,737 : Confirmq'ciébr’:i de vopf’to::‘sys_ﬁfucriéﬁ :

Tabla 3.3.- RMN-H

. RMN-H (€DCl3)

Hidrégeno Seifiales Desplazamiento (ppm)
a dd, 1H ;»7.96»’ s
< ddd, 1H 735
b.d m, 2H ‘ v‘.7.2"6},7\.a1;
s, 3H e ,‘3.8,93;_1/ T
¥ s.3H 2.60
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CH;y O
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Tabla 3.4.- RMN-C

. .RMN-3C (€DCl3). v -

\-Carbono -

Carbono ;- | - Desplazamiento (ppm)

. Desplazamiento (ppm)

O &) w) N

Tabla 3.5.- Espectrometria de Masas (MS).

Ton Molecular (M‘)

- Pico Base (100%)

119

150
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2-(bromometil) benzoato de metilo

Br.

34

La bromacién en la cadena lateral en la posicién bencilica se efectio al
tratar el 2-metilbenzoato de metilo con N-bromosuccinimida en presencia de
peréxido d‘e benioilo como iniciador. Se obtuvo un aceite amarillo, el cual se
purificé por medio de una destilacién a presién reducida. El rendimiento de la
reaccién fue de 94.7% . (Tabla 4.1).

El producto se caracterizé por medio de las técnicas espectroscépicas

siguientes:

IR (Espectro 17)

En el espectro de IR, se puede observar en 3068cm™ la banda de la
vibracién debida al alargamiento simétrico de los enlaces =CHz del anillo
aromdtico, asi como las de 2997 y 2950cm™ que corresponden a ~CH3z y CH2z
respectivamente y son debidas a la vibracién de alargamiento C-H, en 1721cm’!
se observa la banda del grupo éster debida a la vibracién de alargamiento C=0,
asi como en 1261 y 1114cm™ se observan las bandas de alargamiento €-O y por
tltimo en 707 y 609cm™ aparecen las bandas del C-Br debidas a las vibraciones

de alargamiento (Tabla 4.2).



RMN-!H (Espectros 18 y 19)

En el especfro de resonancia magnética nuclear protdnica se observa en
7.97 ppm d(7.83H2) las sefiales del protén del C del anillo aromdtico en posicién
orto, en 7.50 pprﬁ 'ddd(7.65Hz, 6.75Hz, 1.2Hz),, las sefales del protén del C en
posicién pqﬁé;’y‘é}; 7.37 ppm ddd(7.65Hz, 7.35Hz, 2.1Hz), las sefiales del protén
del C en ﬁdsicién meta con respecto al grupo éster; en 7.47 ppm ddd(7.65Hz,
6.75Hz':'2.lH,z),i las sefiales del protén del C del anillo aromdtico en posicidn
orto con r'eéﬁzc'fo al grupo ~CHz, en 3.94 ppm 5(3.94) la sefial correspondiente
a los pfofones del -CHz unido al anillo aromdtico y por ditimo en 4.96 ppm
5(4.96) la sefial correspondiente a los protones del -CHa del grupo éster.

(Tabla 4.3).

RMN-13¢ (Espectros 20 y 21)

En el espectro de resonancia magnética nuclear de 3C, se observa en
52.28 ppm la sefial correspondiente al C del -CH3 del grupo éster, en 167 ppm
la sefial del C del éster, en 31.51 la correspondiente al -CH; unido al anillo
aromdtico, en 131.28 ppm la correspondiente al € del anillo aromdtico en
posicién orto con respecto al grupo -CHz, y por (ltimo en 132.52 ppm, 128.51
ppm Yy en 131.66 ppm las sefiales que corresponden a los € del anillo aromdtico

en posicién orto, meta y para con respecto al grupo éster. (Tabla 4.4).

MS (Espectro 22)

En este espectro se observa el ion molecular que si corresponde al peso
molecular del producto (228), el pico base que corresponde al 100% (149) y
también se observa (M+2) en 230, esto se atribuye a la presencia de un

halégeno (Br). (Tabla 4.5).
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Tabla 4.1.- Propiedades fisicas

Férmula
Condensada

Peso
Molecular

Aspecto

Rendimiento

Observaciones

ColHs028r

228 g/mol

Aceite amarillo

claro

94.7 %

Irritante y
lacrimdégeno

Tabla 4.2.- IR

3068

IR pelicula (cm™)

. C-H del.anillo aromdtico -

2997,2950

1721

1599

1433

1267, 1114

1076

707, 609

41




Tabla 4.3.- RMN-H

=

RMN-'H (€DClI3)

Hidrégeno Sefdiales Desplazamiento (ppm)
a d, 1H 7.97
c ddd, 1+ 7.50
d ddd, 1H 7.47
b ddd, 1H 7.37
e s, 2H 4.96
f s, 3H 3.94

Tabla 4.4.- RMN-C"

RMN-13C (€DCl3) <.

Carbono Desplazamiento (ppm) .Carbono ; Desplazamienfo (ppm)
1 129.03 6. : 13252
2 139.21 167.00
3 131.28 3151 .
4 131.66 5228
5 128.51 -—- ‘----
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Tabla 4.5.- Espectrometria de Masas (MS).

M+2

Ton Molecular (M)

Pico Base (100%)

230

228

149
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2-[(DIETOXIFOSFORIL)METILIBENZOATO DE METILO

O/
4
/° i
o
35

Para la obtencién del fosfonato se utilizé una reaccién de transposicién
tipo Arbusov?®’. Para esto el bromo derivado se calentsé a reflujo junto con el

fosfito de trietilo.

El producto obtenido fue un aceite café el cual se purificé por medio de
una destilacién a presién reducida y el rendimiento fue de 78%. (Tabla 5.1). Se

caracterizé por las siguientes técnicas espectroscdépicas:

IR (Espectro 23)

En el espectro de IR, se puede observar en 2984cm™ la banda que
corresponde a los -CH3, CHz y -CH aromdético y es debida a la vibracién de
alargamiento C-H, en 1434cm™ la banda debida a la vibracién de flexién C-H de
-CH3 y de CHz: en 1721cm™ se observa la banda del grupo éster debida a la
vibracién de alargamiento C=O, asi como en 1269 y 1025cm™ se observan las
bandas de alargamiento C-O y por iltimo en 1269 y 1258cm™ aparecen las

bandas debidas al alargamiento de P=O (Tabla 5.2).
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RMN-'H (Espectros 24 y 25)

En el especfr‘o de resonancia magnética nuclear proténica se observa en
7.91 ppm d(7.8Hz), 7.41 ppm ddd(6.9Hz, 1.2Hz, 3J=3.9Hz) y en7.38 ppm
ddd(5J=379, 8.4Hz, 1.8HZ2) las sefiales correspondientes a los protones de los C
del anillo aromdtico en posicién orto, meta y para con respecto al -CHz unido al
anillo, en 7.31 ppm dddd(®TJ=13.5Hz, 7.5Hz, 7.5Hz, 2.1Hz) las sefiales del protén
del C del anillo aromdtico unido en posicién orto con respecto al grupo éster, en
4.0 ppm q(6.9Hz) las sefRales correspondientes a los protones del -CH2z unido al
anillo aromdtico, en 3.9 ppm s(3.90) la sefial de los -CH:z de los etilos, en 3 .81
ppm d(22.8Hz) las sefales de los -CH3 de los grupos etilo y por dltimo en 1.21
ppm 1(7.2H2), las sefales correspondientes al -CH3 del grupo éster.(Tabla 5.3).

RMN-13¢C (Espectros 26 y 27)

En el espectro de resonancia magnética nuclear de '3C, se observa en
167.89 ppm la sefal correspondiente al C del grupo éster, en 130.10 ppm la
sefial del C del anillo aromdtico al que estd unido el grupo éster, en 133.14 ppm
la del € del anilio aromético al que estd unido el -CH2, en 132,17 ppm se observa
la sefial del C del anillo aromético en posicion orto con respecto al grupo éster,
en 131.89ppm, 126.87 ppm y 130.83 ppm las sefiales de los € del anillo
aromdtico en posicidn orto, meta y para con respecto al -CHz unido al grupo
fosfato y por Gltimo en 62.13 ppm y en 16.21 ppm se observan las sefiales que

corresponden a los C de los -CHz y -CH3 de los etilos del fosfato. (Tabla 5.4).
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MS (Espectro 28)
En este espectro se observa el ion molecular que si corresponde al peso

molecular del producto (286) y el pico base que corresponde al 100% (198).

(Tabla 5.5).
MS-HR (Anexo 2)
En masas de alta resolucién se obtuvo un peso molecular de 286.0970, el

calculado fue 286.56. (Tabla 5.6).

Tabla 5.1.- Propiedades fisicas

Férmula Peso Aspecto Punto de Rendimiento
Condensada Molecular ) ) Ebullicién
C13H190sP 286 g/mol . ite café |':32°C/5mmHg - 78%

Tabla 5.2.- IR
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Tabla 5.3.- RMN-H

RMN-'H (€DCl3)

Hidrégeno == _ Sefales Desplazamiento (ppm)

d, 1H

ddd, 1H

ddd, 1H

dddd, 1H

q.2H

s, 3H

e cen d, 2H

t,3H
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Tabla 5.4.- RMN-13C

RMN-3C (€DCl3) -

Carbono, : | Desplazamiento (ppm) | .;.:.Carbono . Desplazamiento (ppm)

Tabla 5.5.- Espgc?rqmefrfa de Masas (MS)."." "

Ton'Molecular (M”) ’ . .Pico Base (100%) -

286 ‘ 198

Tabla 5.6.- Espectrometria de Masas de Alta Resolucidn (MS-HR).

Masa Calculada Masa Observada

286.0980 286.0970
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Acido 2-(metoxicarbonil)bencilfosfénico

o\\P/ou
7/
HO e
oH
36

La eliminacién de los grupos etilo del fosfonato se llevé a cabo también
con bromuro de trimetilsilano. El producto obtenido fue un aceite color café
(Tabla 6.1), el cual es muy inestable. Se caracterizé por las técnicas

espectroscépicas siguientes:

RMN'H (Espectro 29)

En el espectro de resonancia magnética nuclear proténica se observan
entre 7.7 ppm m(7.7 - 7.5Hz) la sefial correspondiente af protén del c del anillo
aromdtico unido en posicién orto al grupo ~CH: y en 7.46 ppm m(7.46 - 7.16 Hz)
las sefales correspondientes a los protones de los ¢ del anillo aromdtico en
posicién orto, meta y para con respecto al grupo éster y por ditimo en 3.03 ppm
d(19.5Hz) las sefales correspondientes a los protones del ~CH2 unido al anillo
aromdtico, los demds protones no se observan debido a que se utilizé como
disolvente agua deuterada (D20). (Tabla 6.2). .
Tabla 6.1.- Propiedades fisicas

Férmula Condensada Peso molecular Aspecto
CeHO4P 232 g/mol Aceite café
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Tabla 6.2.- RMN-'H

— RMN-TH (5:0)

Hidrégeno Sefiales ) Desplazamiento (ppm)

a m, 1H
b.c,d m, 3H
e d, 2H
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2-(fosfonometil)benzoato de potasio

oL /Ol\

=
4
HO <@

37

Para la obtencidn de 37, se llevé a cabo la saponificacién del dcido 2-
(metoxicarbonil)bencilfosfénico utilizando hidréxido de potasio a 50°C. Se
obtuvo un sdlido blanco el cual se purificé por cromatografia en columna
utilizando una resina de intercambio iénico y agua como eluyente. Se obtuvo un
sélido blanco (Tabla 7.1) con un rendimiento de 75.4%. El producto se

caracterizé por medio de las siguientes técnicas espectiroscépicas:

IR (Espectro 30)
En el espectro de IR, se puede observar en 3377cm’ la banda de

alargamiento O-H intensa y bastante amplia, en 1659cm™ la banda debida a la
vibracién de alargamiento €=0, asi como en 1269 y 1177cm™ se observan las
bandas de alargamiento C-O, en 1269, 1177 y 1080cm™ aparecen las bandas
debidas a los alargamientos de P=O y por (ltimo en 1080 y 993cm™aparecen las

bandas de las vibraciones de alargamiento P-OH (Tabla 7.2).

RMN-1H (Espectros 31 y 32)
En el espectro de resonancia magnética nuclear proténica se observan en
7.74 ppm d(7.8Hz). 7.43 ppm dd(7.8Hz, 1.8Hz, 5J=14.1Hz) y en 7.34

ddd(8.4Hz, 2.1Hz, 537=6.5Hz) las sefiales correspondientes a los protones del
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los C del anillo aromdtico en posicién orto, meta y para conb respecto el acido
carboxilico, en 7.27 ppm dddd(7.8Hz, 1.8Hz, ©J=14.7Hz) las sefiales
correspondientes al protén del c del anillo aromdtico en posicién orto con
respecto al -CHz y por daltimo en 3.54 ppm d(22.5Hz) las sefales
correspondientes a los protones del grupo -CHz. (Tabla 7.3).

RMN-'p (Espectro 33)
En este espectro solo se observa una sola sefial, lo que nos indica la

presencia de un atomo de fésforo, ésta aparece en 20.665ppm, pero el valor
real es 18.892 ppm, la diferencia se debe a que se usé HiPO4 como referencia

y éste aparece en 1.773ppm (Tabla 7.4).

MS (Espectro 34)
En este espectro se observa el ion molecular que si corresponde al peso

molecular del producto (255) y el pico base que corresponde al 100% (199).
(Tabla 7.5).

Tabla 7.1.- Propiedades fisicas

Férmula Peso Aspecto Punto de Fusién | Rendimiento
Condensada Molecular (No corregido)
CaHgOsPK .254 g/motl Sélido blanco 165°C 754%




Tabla 7.2.- IR

IR pastilla (cm™)

3377 Ar-CO-OH
1659 -CO-OH
1269, 1177 C-O
1269, 1177, 1080 P=0O
1080, 993

- P-OH

Tabla 7.3.- RMN-H

Hidrégeno

- RMN-'H (DMSO)

Y Sefales

ol aln]o

Tabla 7.4. RMN-3!

{(THF) Referencia: HiPO4

Desplazamiento (ppm)

18.892




Tabla 7.5.- Espectrometria de Masas (MS).

Ton Molecular (M*)

Pico Base (100%)

255

199
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CONCLUSIONES

1) Se obtuvieron todos los intermediarios con buenos rendimientos.

2) Se logré sintetizar el 2-(fosfonooxi)benzoato de metilo y el 2-
(fosfonometil)benzoato de potasio, dos andlogos del

fosfoenolpiruvato con un buen rendimiento por medio de las rutas

sintéticas propuestas.

3) Se caracterizaron todos los intermedios asi como los productos

finales.

4) La reaccién del! bromotrimetilsilano sobre el 2-
[(dietoxifosforil)oxilbenzoato de metilo Y sobre el 2-
[(dietoxifosforil)metillbenzoato de metilo es selectiva y sélo elimina

los grupos alquilo sobre el fosfato.
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MATERIALES Y METODOS

Los espectros de infrarrojo (IR) se realizaron en un espectrofotémetro
Perkin-Elmer® FTIR 1605. Las determinaciones se hicieron en pelicula o en

pastilla de bromuro de potasio segin se indique. Las unidades se expresan en

cml.

Los espectros de RMN 'H, 13C y 3!P se realizaron en un espectometro
Varian Unity Inova®empleando una frecuencia de 300MHz utilizando
tetrametilsilano como referencia interna y CDCl;, DMSO como disolvente. Los
desplazamientos quimicos (8) de las sefiales estdn dados en partes por milién
(ppm) y las constantes de acoplamiento (J) estdn expresadas en Hertz (Hz).
Para las multiplicidades se utilizan las siguientes abreviaturas: s, singulete: d,
doblete: dd doble doblete: ddd, doble de doble de doble; t, triplete: c,

cuadruplete: q, quintuplete; m, multiplete.

Los espectros de masas fueron realizados en un espectrémetro
JEOL®TMS SX 102° doble sector de geometria inversa, la técnica empleada
fue Ionizacidn Electrénica por deteccién de iones positivos (EI’), con estd
técnica se da el valor m/e del ién molecular (M*), el pico base (100%), y los
iones fragmento. El programa de temperatura para la sonda de introduccién
directa fue de 20°C inicial, hasta 300°C, con una velocidad de calentamiento de

16°C por un minuto. La cdmara de ionizacién se colocé a una temperatura de
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300°C. El intervalo de masas utilizado fue de 33 a 800 UMA y el estdndar de
calibracién que se utilizé fue perfluoroqueroseno.

Empleando el mismo instrumento pero a temperatura ambiente, también
se utilizé la técnica de FAB'(Fast Atom Bombardment), la cual se utiliza para
muestras no voldtiles o térmicamente inestables. En esta técnica el analito fue
disuelto en una matriz (alcohol 3-nitrobencilico) y asi, la muestra y la matriz
fueron bombardeadas con un haz de dtomos rdpidos para desorber los iones y
fragmentos de ambos: los de la matriz produjeron una sefial de fondo.

Mediante esta técnica se obtienen iones pseudomoleculares, en este caso

[H+H]",

Los espectros de andlisis elemental se realizaron en un equipo FISONS®
modelo EA-1108, en donde se pesan aproximadamente 1.5mg de muestra en una
cépsula de estafio, ésta es introducida a un reactor de combustién a 1020°C el
cual tiene un catalizador de anhidrido tingstico, a la vez se inyectan 10 mL de
Oz, los gases resultantes de la combustién son COz y H20, si hay presencia de
nitrégeno y azufre, los diversos éxidos que se forman son reducidos con cobre
elemental a nitrégeno elemental (N2) y diéxido de azufre (SOz). Después pasa a
una columna empacada a 65°C y son separadas y cuantificadas por medio de una
curva de calibracién en donde se utilizé como estdndar acetanilida, cuando

existe azufre en la molécula se utiliza como estdndar sulfanilamida. Las

determinaciones se hacen por duplicado.
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Los puntos de fusién son reportados en grados centigrados (°C) y se

determinaron en un aparato Fisher-Johns®. No fueron corregidos.

Las purificaciones se realizaron por cromatografia flash utilizando
silica-gel Merck®60 (230-400) mesh) y por Cromatografia en placa fina
utilizando placas de vidrio de 20 x 20 cm y Im x 20cm cubiertas de silica-gel
60 GF-254 Merck® como absorbente y como reveladores vapores de yodo o
Idm;;ara de luz ultravioleta (UVSL-25). . Las mezclas de disolventes utilizados
se indican entre paréntesis, asi como las proporciones que se utilizaron en cada

caso.

Para la purificacién de los productos finales se utilizé una Resina de

Intercambio Iénico Dowex® S50W- 8X, 200-400 Dry Mesh, 8% dcida Aldrich®.

La pureza de los productos, asi como el seguimiento del avance de las
reacciones se determiné cualitativamente por cromatografia en capa fina (ccf)
utilizando placas de vidrio de 5.0 x 1.0 c¢m cubiertas con silica gel 60 GF-254
Merck®como adsorbente y como reveladores vapores de yodo o Idmpara de luz

ultravioleta (UVSL-25).

Las materias primas asi como los disolventes utilizados fueron adquiridos

comercialmente de ALDRICH.



SfNTESIS DEL 2-[(DIETOXIFOSFORILYOXIIBENZOATO DE METILO (30)

En un matraz de fondo redondo de 100mL con junta esmerilada 24/40,
provisto con un refrigerante en posicion de reflujo, agitacién magnética y bajo
atmdsfera de nitrégeno se colocaron 18mL de metanol seco y se agregaron
1.278g (55.5mmol) de sodio. La mezcla de reaccién se dejé agitando hasta que
se disolvié totalmente el sodio (aprox. 30 minutos). Posteriormente, se
adicionaron 8.44g (55.5mmol) de salicilato de metilo y se dejé agitando hasta
que precipité totalmente el producto: enseguida se eliminéd el disolvente
restante a presién reducida. Entonces se afiadié al matraz 15mL de THF seco,
se colocé en un bafio de hielo/agua y bajo atmésfera de nitrégeno se afiadieron
9.54mL (55.5mmol) de clorofosfato de dietilo. La mezcla de reaccién se dejsé
agitando durante 72 horas. Pasado este tiempo, a la mezcla de reaccién se le
adicionaron 25mL de agua y de la fase acuosa se aislé el producto por medio de
una extraccién liquido-liquido con acetato de etilo (4X25ml). Las fases
orgdnicas se reunieron, se lavaron con agua, después con solucién saturada de
cloruro de sodio, se secd con sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se eliminé el
disolvente a presion reducida. Se obtuvo un aceite amarillo, el cual se purificé
por cromatografia flash utilizando como eluyente hexano:acetato de etilo
70:30 y después hexano:acetato de etilo 30:70. Se obtuvieron 14.41g (90.1%)
de producto puro, mds 2.4g (28.4%) de materia prima.

IR (pelicula cm™): 2986, 2953, 1731, 1604, 1489, 1451, 1393, 1301, 1258, 1164, 1258, 1031,
RMNI'H 300 MHz (CDCl;, ppm): ddd(7.87, Jy.»=7.8Hz, 1.5Hz, 1.5Hz), ddd(7.5, 7.53Hz, 1.6Hz,
37=5.4Hz), ddd(7.43. 6.9Hz, 1.2Hz, %JI=5.4Hz), dddd(7.23, °J=13.1Hz, 3J=7.2, 3J=7.2Hz,
47=1.5Hz), dq(4.26, 3T= 7.2Hz, 3T=8.1Hz), s(3.90). d(1.35).

RMNIC 75 MHz (CDCly, ppm): 8= 165.40, C9: 149.59, €2; 133.45, C6; 131.64, C4; 124,75, C5;
123.00, C1; 121.48, €3: 64.75,Cll1y C7; 52.11, C10;: 16.01,C12 y CB,
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RMN®IP 121 MHz (€DCls, ppm): 5= -5.037
MS(EI~, m/z): 288(M"); 201 (100%)
MS(HR): 288.0769 calculada; 288.0763 ebservada.
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SINTESIS DEL 2-(FOSFONGOXI)BENZOATO DE METILO (31)

Enun ma?rd dé fdﬁdé redondo de 100mL con junta esmerilada 24/40, provisto

con ogtfacnon magne‘hca y bajo atmdésfera de nitrégeno se colocé una una

solucién de 109 de 2-[(dietoxifosforil)oxilbenzoato de metilo (3.47mmol) en

25mlL - de CHzClz a temperatura ambiente. Se adicionaron 1.37mL de

lylv |Iano (10.4mmol). La mezcla de reaccién se dejé agitando
durante 48 horas. Después de este tiempo, se eliminé el disolvente a presién
reducida. A Ia mezcla de reaccidn se le afiadié metanol y los compuestos mds
voléﬁlés\se‘feliminaron a presidén reducida. Se obtuvo un aceite café, el cual no
se purificé debido a su inestabilidad.

IR (pelicula cm™): 2953; 1676,1613, 1483, 1303, 1156, 1085,

RMN'H 90 MHz (D20, ppm): m(7.93 ~7.7). m(7.61, 7.5), m(7.46 - 7.16), 5(3.96).

RMNBC 75 MHz (CDCI:- PPm) 8= 173 51, C7 163.16, C1: 136.57, C2; 131.50, C5: 120.02, C3:
118.10, €4: 113.52, C6: 52 79 c8
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SINTESIS DE 2-METILBENZOATO DE METILO (33)

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con junta esmerilada 24/40,
provisto con agitacién magnética y un refrigerante en posicién de reflujo, se
colocaron 5g (36.7mmol) de dcido o-toluico y se le adicionaron 25 mL de
metanol absoluto y 1 mL de dcido sulfarico concentrado. La mezcla de reaccién
se calenté a reflujo durante 24 horas. Pasado este tiempo, se eliminé el
disolvente a presién reducida, quedando un aceite al cual se le adicionaron
25mlL de agua y la mezcla de reaccidén se aislé de la fase acuosa por medio de
extracciones liquido-liquido con acetato de etilo (4X25mL). Las fases orgdnicas
se reunieron, se lavaron con agua, después con solucién saturada de cloruro de
sodio, se secé con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se elimind el disolvente
a presién reducida. Se obtuve un aceite color dmbar, el cual se purificé por
destilacién a presién reducida, obteniéndose 4.924g (89.2%) de producto puro,
con punto de ebullicién: 42°C/5mmiHg.

IR (pelfcula cm™*): 2950, 1722, 1601, 1435, 1382, 1259, 1085, 761, 737,
RMN'H 300 MHz (CDCl3, ppm): dd(7.90, 8.1Hz, 1.2Hz), ddd(7.39, 7.65Hz, 7.65, 1.5Hz), m(7.26

- 7.21), 5(3.89), (2.60).
RMNC 75 MHz (CDCls, ppm): 5= 168.06, CB: 140.15, CL: 131,64, C6: 131.64, C3: 130.52, C4:

129.521, c2: 125.66, C5: 51.78, €9: 21.70, C7.
MS(ET+, m/z) 150(M"), 119 (100%) =



SINTESIS DE 2-(BROMOMETIL)BENZOATO DE METILO (34)

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con junta esmerilada 24/40,
provisto con agitacién magnética y un refrigerante en posicién de reflujo, se
colocaron 3.5g (23.33mmol) de 2-metilbenzoato de metilo, 3.23g (18.15mmol)
de de N-bromosuccinimida, 40mL de tetracloruro de carbono, y unos cristales
de peréxido de benzoilo. La mezcla se calenté a reflujo durante 48 horas.
Pasado este tiempo se agregaron 10mL de tetracloruro de carbono y se filtré
el sélido formado, e! cual posteriormente se lavé con 10mL mds de tetracloruro
de carbono. Al residuo se le eliminéd el disolvente a presién reducida,
obteniéndose un aceite café el cual se purificéd por destilacién a presién
reducida. Obteniéndose un aceite amarilio claro con punto de ebullicién de
46°C/5mmMHg. Se obtuvieron 5,059 (94.7%) de producto puro.

IR (pelicula cm™'): 3068, 2997, 2950, 1721, 1599, 1433, 1267, 1076.

RMN'H 300 MHz (CDCls, ppm): 8= d(7.97, 7.83Hz), ddd(7.50, 7.65Hz, 6.75Hz, 1.2Hz),
ddd(7.47, 7.65Hz, 6.75Hz, 2.1Hz2), ddd(7.37, 7.65Hz, 7.35Hz, 2.1HZ), s(4.96), s(3.94).

RMN"C 75 MHz (CDCl3, ppm): 8= 167.00, C7: 139.21, €2; 132.52, C6; 131.66, C4; 131.28, C3:
129.03, C1: 128.51, C5: 52.28, €9: 31.51,C8.

MS(EI+, m/2z) 230 (M+2), 228(M°), 149 (100%).
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SINTESIS DE 2-[(DIETOXIFOSFORILYMETILIBENZOATO DE METILO

(35)

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con junta esmerilada 24/40,
provisto con un refrigerante en posicién de reflujo y agitacion magnética, bajo
atmdésfera de nitrégeno, se agregaron 3.4g (14.84mmol) de 2-
(bromometil)benzoato de metilo y se agregsé gota a gota 2.775g (16.71mmol) de
fosfito de trietilo. La mezcla de reaccién se calenté a reflujo durante 48
horas. Los compuestos voldtiles restantes se eliminaron a presién reducida. E!
residuo se destild a presién reducida para eliminar el trietilfosfito restante.
Se obtuvieron 3.73g (88.5%) de producto puro como un aceite café.

IR (pelicula cm™): 2984, 1721, 1600, 1434, 1269, 1258, 1025,

RMN'H 300 MHz (CDCl3, ppm): 8= d(7.91, 7.8Hz), ddd(7.41, 6.9Hz, 1.2Hz, %7=3.9Hz), ddd(7.38,
53=3.9, 8.4Hz, 1.8Hz), dddd(7.31, ¢TJ=13.5Hz, 7.5Hz. 7.5Hz, 2.1Hz), q(4.0, 6.9Hz), s(3.90),
d(3.81, 22.8Hz), 1(1.21, 7.2H2).

RMNI'C 75 MHz (CDCI:.".PPm): 8='167.89, C10, 133,14, €2, 132.17, C6, 131.89, €3, 130.83, C5,
130.10,C1, 126 87 C4,62.13,C8 y C12,52.03, C11, 31,03, C7,16.21, C9yCl3

MS(EI+, m/z) 286(M’). 158 (100%) .

MS(HR) 286 0980 calculada. 286 0970 observadu :
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SINTESIS DEL ACIDO 2-(METOXICARBONIL)BENCILFOSFONICO (36)

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con junta esmerilada 24/40,
provisto c&n agitacién magnética y bajo atmdésfera de nitrégeno se disolvieron
0.31g (1.084h1mol) de 2-[(dietoxifosforil)metillbenzoato de metilo en SmL de
CH2Cl2 a temperatura ambiente. Entonces se adicionaron 0.43mL (325mmol) de
BrSiMes. La mezcla se dejé agitando durante 24 horas a temperatura
ambiente. Los compuestos mds voldtiles se eliminaron a presién reducida,
posteriormente se afiadié metanol y se volvié a someter la mezcla a presién
reducida, esto se repitié varias veces hasta la eliminacién completa de los
residuos de BrSiMes.

El producto crudo se utilizé en la siguiente reaccidn.

RMN'H 90 MHz (D20, ppm): 8= m(7.7 - 7.5Hz), m(7.46 - 7.16Hz2), d(3.03, 19.5Hz).
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SINTESIS DEL 2-(FOSFONOMETIL)BENZOATO DE POTASIO (37)

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con junta esmerilada 24/40,
provisto con agitacién magnética y un bafio de aceite a 50°C, se colocaron
0.300g (1.304mmol) de dcido 2-(metoxicarbonil)bencilfosfonico disueltos en
10ml de agua y se le agregaron 0.73g (13.04mmol) de KOH en lentejas. La
mezcla de reaccidn se dejé agitando durante 48 horas. Pasado este tiempo, se
eliming el disolvente a presién reducida. El sdlide residual se purificé por
cromatografia en columna empacada con resina de intercambio idnico (Dowex
50) utilizando agua como eluyente.

Obteniéndose 0.250g (75.4%) de producto puro, siendo éste un sdlido blanco
con punto de fusién de 165°C (no corregido).

IR (pelicula em™):3377, 1659, 1269,1177, 1080, 993,

RMN'H 300 MHz (DMSO, ppm): 8= d(7.74, 7.8Hz), dd(7.43, 7.8Hz, 1.8Hz. °J=14.1Hz),
ddd(7.34, 8.4Hz, 2.1Hz, *J=6.5Hz), dddd(7.27, 7.8Hz, 1.8Hz, *T=14.7Hz), d(3.54, 22.5Hz).

RMN?'P 300 MHz (THF, ppm): 5= 18.892,
MS(FAB+, m/2) 255(M"), 199 (100%).
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