—al®,

530 VL AUTORGH
L) u

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

JAIME VASCONCELOS, MIGUEL ANGEL

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS QUIMICAS

PRESENTA:
RODRIGUEZ LEAL, CARLOS ALBERTO

ASESOR: CARDENAS PEREZ, RICARDO JORGE

MEXICO, D. F. 2007



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



indice

Acronimos

Introduccion

Antecedentes

Objetivos

Edrategiay disefio de sintesis

Parte experimenta

Andiss de resultados

Conclusiones

Espectros

INDICE

28

29

34

45

75

76



ACRONIMOS

AcOH &cido acético

AOMP hexacl oroantimoniato de 5- (- azabenzotriazol- 1-iloxi)- 3,4-
dihidro-1-metil 2H-pirrolio

AOP hexafluorofosfato de (7-azabenzotriazol- 1-il)oxitris-
(dimetilamino)fosfonio

BDMP hexacloroantimoniato de 5- (1- H-benzotriazol- 1-iloxi)- 3,4-
dihidro-1-metil 2H-pirralio

BEMT tetrafluoroborato de 2-bromo- 3-€il-4- metil tiazolio

BMTB bromuro de 2-bromo-3- metil-4-metil tiazolio

BOC ter - butoxicarbonil

BOI hexafluorofosfato de 2- (benzotriazol- 1-il)oxi-1,3-
dimetilimidazalio

BOMI hexacloroantimoniato de benzotriazol- 1-iloxi-N-N-dimetil-
melaniminio

BOP hexafluorofosfato de benzotriazo- 1-iloxi-trig(N, N-dimetil-
amino)foffonio

BOP-CI cloruro de N-N’-big(2- oxo- 3oxazdlidinil)fodfiniilo

BPMP hexacloroantimoniato de 1- (1H-benzotriazol- 1-iloxi)fenil-
metilen-pirrolio

BroP hexafluorofosfato de tris-(N,N-dimetil)bromofosfonio

BTC big(triclorometil)carbonato

BTFFH hexafluorofodfato de bis(tetrametilen)fluoroformamidinio

CBMIT triflato de 1,1’ - carbonilbis(3- metil-imidazalio)

CDI 1-1’ - carbonildiimidazol

CDMT 2-cloro-4,6-dimetoxi- 1,3,5-triazina

CF;BOP hexafluorofosfato de 6-trifluoromrtilbenzotriazo- 1-iloxi-
tri(N, N-dimetilamino)fosfonio

CFsNO,PyBOP hexaflourofosfato de 6-trifluorometil-4- nitrobenzotriazol-
liloxitri(pirrolidino)fosfonio

CFsPyBOP hexaflourofosfato de 6-trifluorometilbenzotriazol- 1
ioxitri(pirrolidino)fosfonio

CiC N-ciclohexil-N’ -isopropilcarbodiimida

CIP hexaflourofosfato de 2-cloro-1,3-dimetilimidezalidinio

CloP hexafluorofosfato de tris-(N,N-dimetil)dorofosfonio

CMBI hexafluorofosfato de 2-cloro-1,3-dimetil 1H
benzimidazalio

DBDMAP 2,6-di-t-butil-4- (dimetilamino)piridina

DCC dicidohexilcarbodiimida




DCM diclorometano

DCU diciclohexilurea

DECP dietilcianofosfato

DEPB dietilfosfobromidato

DEPBO N-dietoxifosforil benzoxazolona

DEPBT 3-(dietoxyfosforiloxi)-1,2,3 benzotriazin-4(3H)-ona

DEPC dietilfosfocloridato

DFIH hexafluorofosfato de 1,3-dimetil-2-fluoro-4,5-dihidro- 1H-
imidazalio

DIC N,N’-diisopropilcarbodiimida

DIEA Diisopropileilamina

DMAP 2,6-dimetilaminopiridina

DMF Dimetilformamida

DM PU 1,3-dimetilpropilenurea

DOMP hexacloroantimoniato de 5- (3,4’ -dihidro-4'-oxo-1',2",3' -
benzotriazin-3' - iloxi)- 3,4-dihidro- 1-metil 2H pirrolio

DOPBO N- (2-oxo-1,3-dioxafosforinanil) - benzoxazolona

DOPBT 3-[O-(2-0x0-1,3,2-diooxafodforindil-oxi] - 1,2,3-
benzoatriazin-4(3H)-ona

DPPA difenilfodforilazida

DPP-CI cloruro de difenilfodfiniilo

EDC clorhidrato de la 1-[ 3- (dimetilamino)propil] - 3- il-
carbodiimimida

FDPP difenilfodfinato de pentafluorofenilo

Fmoc 9- fluorenilmetiloxicarbonil

FOMP hexacl oroantimoniato de 5- (pentafluorofeniloxi)-3,4-
dihidro-1-metil 2Hpirrolidinio

Gly dlidna

HAPipU hexafluorofosfato de O-(7-aza-benzotriazol- 1il)-1,1,3,3-
bis(pentametilen)uronio

HAPyU hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol- 1-
il)oxibig(pirralidino)uronio

HATU hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazal- 1-i)-1,1,3,3-
tetrametiluronio

HBPyU hexafluorofosfato de O-(benzotriazol- 1-il)oxibis-
(pirrolidino)uronio

HBTU hexafluorofosfato de O-(benzotriazol- 1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio

HMPA hexametilfosforamida

HOALt 1- hidroxi- 7-azabenzotriazol




HOBT 1- hidroxibenzotriazol

HOCt eil- 1-hidroxi- 1H- 1,2, 3-triazol- 4- carboxilato

HODhbt 3,4-dihidro- 3- hidroxi-4-oxo- 1,2,3- benzotriazina

HODT hexafluorofosfato de S-(1-oxido-2- pirridinil)- 1,3-dimetil-
1,3-trimetilentiouronio

HOTT hexafluorofosfato de S-(1-oxido-2-pirridinil)-1,1,3,3-
tetrametiltiouronio

HPyOPfp hexafluorofosfato de N,N,N’,N’- big(tetrametilen)-O-
pentafluorofeniluronio

HPySPfp hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-bigtetrametilen)-S-
pentafluorofeniluronio

IBCF cloroformiato de isobutilo

MeOH metanol

MPTA dimetilfodinotiollazida

MPTO 3-dimetilfodfinatioil- 2- (3H)- oxazolona

NMM N-metilmorfaina

Phe fenildanina

ppm Partes por millén

Pro Prolina

PyAOP hexafluorofosfato de (7-azabenzotriazol- 1-il)oxitris-
(pirrolidino)fasfonio

PyBOP hexaflourofosfato de benzotriazol-1-
iloxitri(pirrolidino)fosfonio

PyBroP hexafluorofosfato de bromoatri(pirrolidino)fosfonio

PyCloP hexafluorofostato de clorotri(pirrolidino)fosfonio

PyCIU hexafluorofosfato de cloro-1,1,3,3- big(tetrametilen)-
formamidinio

PyDOP hexafluorofosfato de [(3,4-dihidro-4oxo-1,2,3-
benzotriazin- 3 il)oxi]trigpirrolidino)fasfonio

PyTOP hexafluorofostato de (pirridil-2-tio)trigpirralidino)fosfonio

RMN-'H Resonancia magnética nuclear de hidrogeno

RMN-°C Resonancia magnética nuclear de carbono 13

SOMP hexacloroantimoniato de 5- (succinimidiloxi)-3,4-dihidro-
1-metil 2H pirrdlio

TAPipU tetrafluoroborato de O-(7-aza- benzotriazol- 1il)-1,1,3,3-
bis(pentametilen)uronio

TATU tetrafluoroborato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio

TBAF tetrafluoroborato de tetrabutilamonio

TBTU tetrafluoroborato de O- (benzotriazol-1-i)-1.1.3.3-




tetrametiluronio

TDBTU tetrafluoroborato de 2-(3,4-dihidro-4-oxo-1,2,3-
benzotriazin-3-il)-1,1,3,3- tetrametiluronio

TEMP 2,3,5,6-tetrameilpiridina

TES Tridilslano

TFFH hexafluorofosfato de tetrametilfluoroformamidinio

THF tetrahidrofurano

Thr Treonina

TMU 1,1,3,3-tetrametilurea

TNTU tetrafluoroborato de 2- (5-norborneno-2,3- dicarboximido)-
1,1,3,3-tetrametiluronio

TODT tetrafluoroborato de S-(1-oxido-2-pirridinil)- 1,3- dimetil-
1,3-trimetilentiouronio

TOTT tetrafluoroborato de S-(1-oxido-2-pirridinil)-1,1,3,3-
tetrametiltiouronio

TOTU tetrafluoroborato de O-
[ciano(etoxicarbonil)metilenamino]-N,N,N’ ,N’-
tetrametiluronio

Trp triptofano

TSTU tetrafluoroborato de 2-succinimido-1,1,3,3- tetrametiluronio

val

Vdina




INTRODUCCION

La sintess de péptidos, con una secuencia bien definida de aminoacidos, resulta ser una
tarea poco convenciond a pesar de que pudiera resultar smple pensar solo en la formacion
de una serie de enlaces C-N de amida para condruir la secuencia peptidica deseada. La
mayor complgidad en la sintesis radica en otros aspectos como en la proteccion adecuada
de los grupos funciondes que no intervienen en la formacion dd enlace peptidico y en la
prevencion de reacciones secundarias no deseadas.

Por otra parte, energéticamente la formacion de una amida es un proceso que requiere
temperaturas y condiciones de reaccién que resultan inadecuadas para muchos péptidos por
lo que la formacidn del enlace peptidico requiere de otras opciones para llevarse a cabo. De
esta manera, se propone € uso de compuestos derivados de los &cidos carboxilicos, que
desde un punto de vista energético son compuestos mas gpropiados para acceder a estado
de transicion generador del enlace peptidico. Dentro de éste grupo de compuestos se
encuentran halogenuros de acilo, anhidridos, ésteres y agentes acoplantes.

A nivd esratégico generd, la formacion dd enlace peptidico requiere de la proteccion del
grupo amino de uno de los aminoacidos y la proteccion del grupo carboxilo del otro. En
consecuencia quedan disponibles para reaccionar € extremo amino libre de uno de elos
con @ extremo carboxilo libre del otro. Como producto de la reaccion se tiene una molécula
protegida en sus extremos amino y carboxilo, de modo que para @ntinuar con la secuencia
peptidica deseada sea necesario redizar la desproteccion de dguno de los extremos. Esta
desproteccion requiere € uso de otra reaccion quimica adiciond, la cud no debe afectar a
la union peptidica y debe lograr d mismo tiempo una eficiente diminacion dd grupo
protector. Ademés, en € caso de que aguno o ambos aminoécidos tengan cadenas
funciondlizadas protegidas previamente, la reaccion de desproteccion no debera afectar
tampoco a alguno de estos Ultimos grupos protectores. De este modo, la eeccion de los
grupos protectores, tanto en las cadenas laterdles como en los grupos funcionaes
potencialmente formadores del enlace peptidico, es un aspecto importante que debe hacerse

previamente de manera cuidadosa.



Otro punto importante a considerar en la sintesis de péptidos es € que e refiere a la pureza
quird de los productos obtenidos. La epimerizacion o racemizacién es una reaccion
secundaria que suele presentarse en la posiciona dd extremo carboxilo de un aminoacido
activado durante una reaccion de acoplamiento peptidico y en la que ocurre la pérdida de la
quirdidad como consecuencia de la dbdtraccion del protdn ubicado en la posicion
mencionada. El producto de la reaccidn, ad perder su pureza quird, conduce a una mezcla
racémica 0 bien a una mezcla de epimeros en € caxo de la existencia de otro centro
asmétrico. De este modo, se busca también evitar hasta donde sea posible ésta reaccion
secundaria

Asi, lo que parecia ser una smple formacion de un enlace amida se convierte en una tarea
bastante minuciosay credtiva que en adgunas ocasones resulta ser todo un reto intelectud.

Es asi como a pesar de que ya exisen metodologias establecidas para la sintesis, @ tdpico
no se encuentra agotado. La utilizacion de materias primas costosas 0 bien € uso de
condiciones especiales de reaccién son aspectos que también es necesario considerar y que
en dgunas ocasiones, sobretodo a nive industrid, no son facilmente accesibles.

En d presente trabgo se propone una metodologia dternaiva para formar @ enlace
peptidico a partir de un aminoacido protegido en su extremo amino y un amino&cido no
protegido; como resultado de la reaccion se tendria un producto que no requiere de un paso
adiciona de desproteccion para continuar con la condtruccion de la secuencia ASmismo,
se pretende hacer uso de condiciones de reaccion no anhidras para lograr € acoplamiento,
por lo que también se pretende diminar d uso de disolventes anhidros y atmddferas inertes

junto con sus inconvenientes técnicos y economicos.



ANTECEDENTES

La sintesis de péptidos es un campo de estudio cuya importancia resulta consderable no
s0lo para la sintesis organica, ya que actudmente es también una herramienta (til en otras
&eas dd conocimiento como la biologia, la bioquimica, la genética y la medicina
Particularmente en la sintesis organica, se ha buscado € desarrollo de nuevas metodologias,
e desarollo de nuevos agentes acoplantes, la utilizacion de sustancias menos agresives d
ambiente, entre otros objetivos.

En sus inicios la sintesis de péptidos se vid impulsada por un objetivo bastante ambicioso
pues se intentaba recrear € trabgo redizado por la naturdeza. Con d tiempo, este objetivo
ha sdo sudtituido por metas més pragméticas, Sn embargo, subsiste la necesdad de llegar a
conseguir la perfeccion observada en la naturaleza, sobretodo cuando se habla de conservar
las caracteridticas estereoquimicas y quirdes de una molécula en un proceso de sintesis no
naturd.

Actudmente en la sintess no naturd de péptidos la formacién del enlace peptidico, como
ya se describié, involucra € uso de compuestos derivados de &cidos carboxilicos que son
energéticamente més reactivos y que permiten la obtencion dd enlace en condiciones de
reaccion menos drédticas, esto favorece y garantiza en cierto modo la pureza quird de los
compuestos que se desean obtener; sn embargo, es importante tener en cuenta otro
pardmetro para garantizar la mencionada pureza quird; este parametro consste en evitar la
presencia de la racemizacion (epimerizacion) como reaccion secundaria durante un proceso
de formacion de enlace peptidico.

Como se menciond anteriormente, la racemizacion es un proceso que puede ocurrir en €
extremo carboxilico termina de una secuencia peptidica durante @ transcurso de una
reaccion de acoplamiento y es debida a la abstraccion por una base, del hidrégeno en
posicion a d grupo carboxilo activedo; para explicar € proceso de racemizacion se han
propuesto dos mecanismos principaes que se aplican de manera genera y que son: la
abdtraccion directa del hidrégeno a y la formacion de oxazolonas, sendo este Ultimo d
mecanismo més estudiado y aceptado (Esquema 1).
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Esquema 1. Esquema del proceso general de racemizacion

Es importante sefidar que con € uso de un reactivo supresor de la racemizacion es posible
evitar esta reaccion, asi como adgunas otras reacciones secundarias, y minimizar asi la
pérdida de laintegridad dpticadel compuesto®.

Algunas otras reacciones secundarias que se presentan comunmente y que dependen en
buena medida de los grupos protectores utilizados son la formacién de N-carboxianhidridos

y laformacién de dicetopiperazinas (Esquema 2).

N-carboxianhidrido

I\I/Ie I\I/Ie
Osx_N.__R! OsxN.__R
I — L X
R NH R N @)
I\I/IeO‘E} Me
Dicetopiperazina

Esguema 2. Formacion de N-carboxianhidridos y dicetopiperazinas

! Romoff, T. T.; Goodman, M. J. Pept. Res. 1997, 49, 281-292.



Por otro lado, en la sintess de péptidos es comun utilizar aminoacidos protegidos como
éteres por su extremo carboxilo y en forma de clorhidratos en su extremo amino, de ta
manera que para redizar la formacion del enlace peptidico es necesario liberar d grupo
amino mediante @ uso de una base. En este sentido, la deccidn de la base es también un
aspecto importante a considerar en las reacciones de acoplamiento de péptidos. Las aminas
terciarias como la DIEA y la NMM se han consderado como bases Utiles en la sintesis de
péptidos debido a sus propiedades poco nucleofilicas. Actudmente, se usan como bases la
coliding, laTEMPy laDBDMAP?

Findmente, de los méodos mé cominmente utilizados para la formacion de enlace

peptidico mencionaremos los Siguientes.

Méodo de Curtius®. Es é méodo més antiguo que ha sobrevivido y sude ser utilizado
aln hasta nuestros dias. Una de las razones de su uso es la estabilidad hacia la racemizacion
que presentan las acilazides derivadas de los aminoécidos y péptidos involucrados. Sin
embargo, pueden perder su pureza dptica cuando se encuentran en presencia de un exceso
de base. El méodo consiste en la formacion de acilazidas de un aminoacido o un péptido a

partir de hidracidas, las cudes a su vez £ pueden obtener por hidrazindlisis de los ésteres

correspondientes (Esquema 3).
0 o)
H,oN-NH
R CH R ,NH
W)LO/ 3 —_— N 2
MeOH )
_NH _NH H
z z

Esquema 3. Método general parala hidrazindlisis.

El proceso generd de formacion de la acilazida se lleva a cabo d hacer reaccionar la
correspondiente hidracida con &cido nitroso y una mezcla acuosa de &cido clorhidrico y
&cido acético a bga temperatura o bien con un nitrito aquilico en condiciones &cidas y

anhidras (Esquema 4)*.

2 Carpino, L. A.; lonescu, D.;El-Faham, A. J. Org. Chem. 1996, 61, 2460-2465.

3 Bodanszky, M. Principles Of Peptide Synthesis 1993, 2nd edition, Springer-Verlag, Berlin, chapter 1.

4 Jones, J. The Chemical Synthesis Of Peptides 1994, Int. Series of monographs on chemistry 23, Clarendon
Press, Oxford. Chapter 5.
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Esquema 4. Método generd paralaformacion de acilazidas a partir de una hidracida

Egte procedimiento ofrece como ventga la transformacion directa de un éster metilico a la
acilazida correspondiente, redizandose la transformacion de un grupo protector a un grupo
activador (Esquemanb).

o 1) H,N-NH,, MeOH o
R _CH > R
\HJ\O 3 \HJ\N?’
z’NH 2)HONO, HCI (ac)/AcOH (ac) z’NH

Esquema 5. Transformacion de un éster metilico a una azida.

Sn embargo, una de las desventgas més importantes de éste méodo radica en la
posibilidad de obtencion de isocianatos intermediarios a través de la transposicion de
Curtius. Para evitar ésta trangposicion, es necesario trabgjar a bgja temperatura y con dtas
concentraciones de reectivos, lo que favorece la formacion dd enlace peptidico y
disminuye la probabilidad de que se presente la transposicidn cuya cinética es
independiente de la concentracion. Una dificultad adiciond es la formacion tan lenta de
enlace peptidico ya que los acoplamientos pueden requerir un tiempo considerable, incluso

varios dias, sobretodo s lareaccion selleva a cabo a bgja temperatura.

En agunas ocasiones, las condiciones de hidrazindlss utilizadas para obtener |a hidracida a
partir de un éster metilico suden resultar bastante fuertes para agunos péptidos;, de esta
manera, se sude usar un procedimiento dternativo a la hidrazindliss que condste en € uso
de hidracidas protegidas, las cudes se acilan con un aminodcido N-protegido para
posteriormente hacer crecer la cadena peptidica por @ extremo opuesto (extremo N) d de la
hidracida protegida, acoplando los correspondientes aminoacidos N-protegidos mediante

sucesivos pasos de  acoplamiento-desproteccidn-acoplamiento.  Findmente, se libera €



grupo protector de la hidracida, se genera la acilazida y se rediza € acoplamiento deseado

(Esquema 6).

Ry R, BOCO Ry
N.. .Y X HN Ne .Y
HoN N + HN —_— N N
H | — H H
hidracida O BOCO  acilacion Ro o
protegida
nH | 2 Rs
L X
. . : crecimiento dela
Desproteccion de lahidracida cadelnal por el extremo N H'\,l
y formacion de laazida para BOC O
realizar el acoplamiento deseado
R R
3 1) -y 3
BOC. o - BOC. o]
N 0O Ry H o Ry
N Ny 2)HONO, HN No .Y
R2 o R, O
0]
HZN\HKO/R
R
R3
BOC.

H)YOO Ry 9
HNW/U\N)WN%O/R
R> H o0 R

Esguema 6. Uso de hidracidas protegidas.

En 1972 Yamada introdujo € uso de la DPPA (difenilfosforazida) como reectivo de
acoplamiento en la sintesis de péptidos, € reactivo genera como intermediario la acilazida
correspondiente en buen rendimiento y en condiciones de reaccion suaves. La DPPA s usa
por lo regular de manera conjunta con una base organica como la trigtilaming; sin embargo,
se ha utilizado también con buenos resultados en presencia de bicarbonato de sodio®.

Admigmo, la modificacion edtructurd del DPPA ha llevado d desarrollo de reactivos de
tipo tiofosfinico como @ MPTA (Esquema 7)’.

® Shioairi, T.; Ninomiya, K.; Yamada, S. J. Am. Chem. Soc. 1972, 94, 6203-6205.

® Brady, S. F.; Freidinger, R. M.; Paleveda, W. J; Colton, C. D.; Homnick, C. F.; Whitter, W. L.; Curley, P.;
Nutt, R. F. J. Org. Chem. 1987, 52, 764-769.

" Han, S, Kim, Y. Tetrahedron 2004, 60, 2447-2467.



Esquema 7. Estructuras del DPPA y MPTA.

b) Méodo de Fischer® 8. Una de las gproximaciones més obvias para formar  enlace
peptidico es redizar la activacion de la funcidn carboxilica a través de la formacion de
correspondiente cloruro de acilo, seguida de la reaccion con una amina (funcién amino)
bajo las condiciones de Schotenn-Baumann® ©.

Los reactivos que se usan tradicionamente para llevar a cabo la formacion de cloruros de
acilo, son bastante agresvos como para ser compaibles con sustratos complgos o
senshles, ademés muchos cloruros de acilo de aminoécidos se ciclizan espontaneamente
para dar oxazolonasy como consecuencia de ésto, péptidos racémicos.

El método es usado solo en casos especides como en € acoplamiento de aminoacidos
extremadamente impedidos. La formacion de cloruros de acilo de aminoacidos se ha
redizado con varios reactivos como @ cloruro de pivaoilo, d bicloruro de ftdoilo, €
cloruro de tionilo, d cloruro de oxdilo, d cloruro ciandrico, la CDMT (2-cloro-4,6-
dimetoxi-1,3,5-triazind) y en la dnteds en fae Slida s ha ussdo & BTC
(big(triclorometil)carbonato) (Esquema 8). De forma dternativa d uso de cloruros de &cido
se han utilizado fluoruros de &cido, los cudes son més estables frente a la humedad y frente
a grupos funciondes que son labiles en condiciones &cidas. Entre los reactivos utilizados
paa la fluorinacion tenemos a fluoruro ciandrico, d TFFH, d BTFFH y d DFIH’
(Esquema 8). El méodo de fluoruro dd &cido se ha utilizado con buenos resultados en

reacciones de acoplamiento que involucran a aminoécidos impedidos estéricamente.

8 Fisher, E. Ber. Dtsch Chem Ges 1903, 36, 2094.
9 Sheehan, J.C.; Frank, V. S. J. Am. Chem. Soc. 1949, 71, 1856-1861.
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Esguema 8. Algunos reactivos generadores de ha ogenuros de acilo.

¢) Uso de anhidridos. Resulta notable que la idea de utilizar anhidridos no haya sido
utilizada en varias décadas, no fue sno hasta 1947 que aparecio € primer informe del uso
de anhidridos mixtos para la sintess de péptidos® °. Estos primeros experimentos
enfocados haecia la utilizacidbn de anhidridos mixtos fueron inspirados por andogias
bioquimicas y se redizaron con anhidridos mixtos de aminoécidos protegidos y ésteres de
&ido fosforico. Poco después, Widand y sus colaboradores iniciaron una investigacion
ssteméica de la aplicacion de los anhidridos mixtos en la sintesis de péptidos™ . Sus
estudios, determinaron la direccion a seguir en € desarrollo de agentes acilantes poderosos
gue produjeran un minimo de subproductos. Para garantizar que la reaccion de acilacion
proceda como se desea, es necesario que exista una diferencia consderable entre las
densidades dectronicas de ambos grupos carbonilo que conforman € anhidrido mixto y que
e grupo carbonilo dd amino&cido o péptido N-protegido sea € centro dectrofilico mas
fuerte. Como los aminoécidos y los péptidos protegidos no pueden ser modificados, €
segundo &cido usado para la activacion ha de ser elegido eniendo en mente lo anterior. Es
asi como se han usado los anhidridos mixtos de los écidos isovaérico y pivaico.

Asmismno, s han utilizado anhidridos mixtos dd é&cido carbonico, que son producidos
mediante € uso de cloroformiatos, en presencia de una base terciaria y € péptido o

amino&cido N-protegido. En estos intermediarios la dectrofilia de grupo carbonilo

10 Chantrenne, H. Nature 1947, 160, 603.
1 (a) Wieland, T., Kern, W., Sehring, R. Liebigs Ann Chem 1950, 569, 117.(b) Wieland T., Sehring R.
Liebigs Ann Chem 1950, 569, 122.



correspondiente a la parte del &cido carbdnico se encuentra reducida por efecto de los dos
aomos de oxigeno unidos directamente a €. El reactivo més utilizado para formar los
anhidridos del &cido carbdnico es e IBCF (cloroformiato de isobutilo) (Esquema 9).

anhidridos mixtos anhidridos mixtos cloroformiato de
del &ido isovalérico del 4cido pivélico isobutilo (IBCF)

Esquema 9. Anhidridos del pivdicoy € isovaéricoy del IBCF

El problema més obvio reacionado con los anhidridos mixtos es la formacion de un
segundo producto de acilacion no deseado. Una solucion igudmente obvia para este
problema fue la utilizacion de anhidridos ssimétricos, los cuaes a reaccionar con un grupo
amino generan un olo tipo de amida Sin embargo, la pérdida de un mol de aminoécido o
péptido protegido, que necesariamente ocurre en esta reaccion, parecio ser inaceptable por
un largo periodo de tiempo. El trabgo y € costo relacionados con la preparacion de
aminoéacido o péptido protegido y su converson a un anhidrido Smétrico eran demasiado
grandes como para permitir ta sacrificio. Por tanto, los primeros estudios en los que se
prepararon estos anhidridos y se utilizaron en la formacidén dd enlace peptidico no hicieron
mucho eco.

Sn embargo, la idea de la utilizacion de anhidridos smétricos renacié cuando se usd la
diciclohexilcarbodiimida para formar anhidridos Smétricos de aminoécidos protegidos®, en
ede can = utilizan dos moles dd &cido carboxilico y un mol de carbodiimida, estas
condiciones favorecen la formacion de los anhidridos Smétricos que se convierten en las
especies predominantes en la mezcla de reaccion usada para redizar la correspondiente

acilacion sin necesidad de aidar € anhidrido (Esquema 10).
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Esguema 10. Anhidridos simétricos obtenidos con DCC.

El mé&odo de la DPPA propuesto por Yamada en 1972 condtituye también € inicio del uso
de anhidridos mixtos carboxilico-fosforicos como intermediarios reactivos. Desde entonces
hasta la actudidad se han desarrollado compuestos organofosforados para generar taes
intermediarios en la sintess de péptidos. Como gemplo de estos compuestos tenemos a
DECP (fodonato de dietilo), d DEPB (fodforobromidato de dietiio) y d DEPC
(fosforocloridato de dietilo). También se han usado derivados del &cido fosfinico como €
DPP-Cl , d BOP-Cl, y d FDPP. Otros reactivos de organofésforo utilizados son: DEPBO,
e DOPBO, e DOPBT y d DEPBT (esquema 11).’

F
R Q o
1]
A~y P P-Cl P ol
| ey @
X = CN; DECP
X = Br; DEPB DPP-CI BOP-CI
X =d; DEPC
O Q e
RS Y ORGSR ¥
@) o) N N
—~ @ O Ry PNy
DEPBO DOPBO DOPBT DEPBT

Esquema 11. Algunos reactivos de organofsforo

d) Uso de ésteres activados. Una edrategia dternativa para llevar a cabo la activacion del

grupo carboxilo es la trandformacion de la funcion carboxilica en una funcion éster. En este
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caso, e tiene la ventga de que no exise un segundo agente acilante, pues solo existe un
centro eectrofilico a diferencia de cuando se usan anhidridos mixtos.

En € uso de édteres para activar un acido carboxilico existen diferentes propuestas, una de
dlas pate de un moddo muy smple en d que un éter mdilico se activa mediante la
adiciéon de un grupo electroatractor, es asi como surgen los ésteres de cianometilo®?. Sin
embargo, la activacion de los ésteres metilicos por € grupo ciano es a menudo insuficiente
y cuando € acoplamiento se rediza en soluciones diluidas la velocidad de reaccion se torna
lenta. Otra propuesta dternativa para € uso de ésteres activados se relaciona con una
andogia bioquimica d grupo acetilo presente en la forma de tioéster en la coenzima A.
Esta propuesta fue establecida por Gordon, Miller y Day'® 14 y establece que los éteres de
tiofenilo de aminoacidos protegidos deben solo una parte de su reactividad ad hecho de que
sean tioéderes, en mayor grado la habilidad que presentan para formar amidas bao
condiciones relativamente suaves se debe ad hecho de que sean ésteres de arilo. Como un
paso légico se introdujo € uso de estos compuestos a los cudes, para incrementar su
reactivided, se adicionaron grupos eectroatractores d anillo aromético. Como gemplo
tenemos € uso de ésteres de p-nitrofenol, los ésteres de pentaclorofenilo y los ésteres de
pentafluorofenilo. Los édteres activados de pentafluorofenilo son en generd més reactivos
que los ésteres de pentaclorofenilo, 1o que se explica por € mayor impedimento estérico de
los &omos de cloro presentes en éstos Ultimos. De este modo, € uso de édteres de
pentafluorofenilo se ha popularizado bastante en macrolactamizaciones, en donde por lo
generd es necesario adarlos y purificarlos antes de ser utilizados como agentes acilantes’.
Sin embargo, también se ha descrito la formacion in situ de estos ésteres en presencia de
EDCy HOBT (Esquema 12)*°.

12 schwyzer R, Feurer M, Isdlin B, Kégi H. Helv Chim Acta 1955 , 38, 80.

13 Gordon, M.; Miller, JG.; Day, A. R. J Am Chem Soc 1948 , 70, 1946.

4 Gordon, M.; Miller, J.G., Day, A.R. J Am Chem Soc 1949 , 71, 1245.

15 Pernia, G. L.; Kilburn, J.D.; Essex, J. W.; Mortishire-Smith, R. J; Rowley, M. J. Am. Chem. Soc.1996,
118, 10220-10227.

12



y  \HBOC
HO N o
1) CgF-OH, EDC, HOBT,
o} o} H

DMAP,,, THF O«_NH

HN
HN
HN> o 2)50%TFA-CH;Q, H‘\z\/\/HEH m

o ] 3) DIEA, MeCN (atadil), NH A0
reflujo o
HO N
NHBOC

Esquema 12. Sintesis de un macrobiciclo mediante ésteres de pentafluorofenilo formados in situ.

Como éderes activados se han utilizado también a los derivados O-acilados de las
hidroxilaminas sudtituidas, @ uso de estos compuestos fue descrito por primera vez en 1961
por Nefkens y Tesser, usando como modelo los ésteres de N-hidroxiftdimida. También se
han utilizado los ésteres de N-hidroxisuccinimida, propuestos en 1963 (Esquema 13).3

Dentro de este grupo de édteres activados, es importante mencionar € uso de O-
acilderivados ddl  1-hidroxibenzotriazol (HOBT), de la 3-hidroxi-3,4-dihidrobenzotriazin-4-

ona y de la 3-hidroxi-3,4-dihidroquinazolin-4-ona'®

, CUyos édteres no se preparan de
manera aidada la mayor parte de las veces, pues por lo regular se generan in situ cuando se
adicionan estos compuestos, ya sea para suprimir la racemizacion, cuando se redizan
acoplamientos con carbodiimidas o0 para catdizar la activacion de otros ésteres (Esguema

13).

(@] (0]
O- O-
0D e
; hS
(0] (0]
éster activado de éster activado de
N-hidroxiftalimida N-hidroxisucd nimida
(0]
N 0] Q
O<p\ N “N
R N R I O\N
\\g T(() N\\N R \\( k\
0 N
éster activado de éster activado de
éster activado de 3-hidroxi-3,4-dihidro- 3-hidroxi-3, 4-dihidro-
1-hidroxibenzotriazal benzotriazin-4-ona quinazolin-4-ona

Esquema 13. Derivados O-acilados usados comunmente como ésteres activados.

16 Kéning, W.; Geiger, R. Chem. Ber. 1970, 103, 788. (Ibidem) 2024.
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e) Uso ce agentes acoplantes. Es td vez la edrategia mas utilizada en la actudidad para
llevar a cabo la formacion de enlace peptidico, en afios recientes las reacciones de
acoplamiento de péptidos han avanzado a la par dd desarollo de nuevos agentes
acoplantes’. Entre muchas otras cosas, estos agentes son responsables de la generacion de
intermediarios que incluyen anhidridos mixtos, azidas y hauros de acilo, epecies quimicas
usadas como intermediarios reactivos en |as reacciones de acoplamiento de péptidos.

En 1955 fueron propuestos dos compuestos como reactivos que redizaban la formacion del
enlace peptidico: d etoxiacetileno propuesto por Arens y la diciclohexilcarbodiimida (DCC
o DCCI) propuesta por Sheehan y Hess® '’. En ambos casos, la activacion del grupo
carboxilo ocurre a través de la adicion dd reactivo en cuestion hacia € triple enlace en
caso de etoxiacetileno y hacia € enlace doble N=C en las carbodiimidas. En la actudidad
e uso de la DCC s ha extendido mucho mas, y su uso condituye una de las principaes
edtrategias de formacion del enlace peptidico.

No obstante, existen varias limitaciones d usar la DCC. Por una parte, @ subproducto, la N,
N’-diciclohexilurea aunque resulta s cad inoluble en muchos disolventes organicos
(excepto en los dcoholes) y es fé&l de remover por filtracion, suele contaminar los
productos de acoplamiento. Para remediar esta Stuacion Sheehan propuso € uso de
carbodiimidas solubles en agua'®. En cambio, en la sintesis en fase sdlida se prefiere usar
carbodiimidas que generen como subproductos uress solubles en disolventes organicos
como es & caso de la DIC (N,N'-diisopropilcarbodiimida) y la CIC (N-cdohexil-N’-
isopropilcarbodiimida) que son relaivamente solubles en cloroformo’.

Por otra parte, una reaccion colaterd no deseada que suele presentarse con todas las
carbodiimidas es la transposicion intramolecular del derivado de O-acilurea para generar un
derivado de N-acilurea. La trangposicion ocurre cuando se da d aague nucleofilico
intramolecular de &omo de nitrogeno hacia € grupo carbonilo en la O-acilurea (Esquema
14).

17 sheehan, J.C.; Hess, G.P. J. Amer .Chem. Soc. 1955, 77, 1067-1068.
18 Sheehan, J.C.; Hlavka, J.J. J. Org. Chem., 1956, 21, 439-441
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Esquema 14. Formacion del derivado de N-acilurea.

Por dltimo, y no menos importante, es € hecho de que la activacion con DCC provoca la
racemizacion dd resduo termind carboxilico mediante abdtraccion intramolecular  del
hidrogeno dfa por @ nitrégeno basico en la O-acilurea. En este proceso, la estabilizacion
por puente de hidrégeno de la forma endlica del intermediario juega un papd importante
(Esquema 15).

Esquema 15. Mecanismo propuesto para la racemizacion en e intermediario de O-acilurea

Sn embargo, estos problemas no han disuadido a los quimicos para dgar de utilizar
carbodiimidas como agentes acoplantes, Sno que més bien han edimulado la investigacion
para diminar tdes limitaciones. La formacion dd enlace peptidico mediante d uso de
carbodiimidas puede explicarse a través de dos rutas. una, en la que  componente amino
aaca nudedfilicamente d intermediario de O-acilurea y la otra en donde la O-acilurea
reacciona con otra molécula dd componente carboxilo para generar un anhidrido
smétrico®. S e componente carboxilico es un aminoécido protegido es posible y a menudo
deseable usar dos moles dd aminoécido por cada mol de carbodiimida, por tanto se
favoreceria la formacion de anhidridos smétricos y disminuiria la concentracion de O-

acilurea libre, de este modo se reduce la probabilidad de que ocurra la transposicion que
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genera la N-acilurea y por lo tanto la produccion de compuestos ureidos se vera suprimida
(Esquema 16).

o) R”-OTH\ JJ\
Rl Rll H R
o @)
NH,
R' O

1.
o 1
0 H

Esquema 16. Rutas posibles parala formacion del enlace peptidico usando carbodiimidas.

Algunos inconvenientes dd uso de carbodiimidas se pueden diminar a través dd uso de
aditivos como d 1-hidroxibenzotriazol*®, la N-hidroxisuccinimida y la HODhbt. Algunos
otros aditivos que se utilizan con buenos resultados en la actudidad son d d HOAt y d
HOCY'.

Aunque d principa objetivo en la introduccidon de estos aditivos ha sido la supreson de la
racemizacion en la formacion de enlace peptidico, su golicacion como nudedfilos

auxiliares produce también un cambio importante en la cinética de la reaccion, pues genera
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rutas alternas para llegar a un mismo objetivo: la formacion dd enlace peptidico (Esquema
17).

Esquema 17. Uso simulténeo de un aditivo, como e HOBT, con una carbodiimida.

Una de las principaes ventgas dd uso conjunto de estos aditivos con las carbodiimidas es
que los intermediarios generados por la carbodiimida: las O-acilureas y los anhidridos
samétricos, cuya reaectividad es condderable, reducen su tiempo de vida y su lugar es
ocupado por los ésteres activados correspondientes, los cudes son intermediarios
comparativamente  menos reectivos que los primeros, pero ain lo  suficientemente
adecuados para asegurar velocidades de reaccion satisfactorias.

Aunque las carbodiimidas han sdo reactivos tradiciondmente usados en la sintess de

moléculas complgas, se han desarrollado también otros reactivos de acoplamiento como las
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sdes de uronio, fasfonio, imonio e imidazolio, los cudes han permitido la incorporacion de
aminoacidos no convenciondes o estéricamente impedidos en una secuencia peptidica. A

continuacion se mencionan agunos gemplos y aplicaciones de estos agentes.
Sales de fosfonio como agentes acoplantes

A comienzo de la década de los afios setenta, Castro introdujo como agentes acoplantes las
sdes de fosfonio conocidas como CloP*  (hexafluorofosfato  de  tris-(N,N-
dimetil)dorofosfonio) 'y  BroP?®  (hexafluorofosfaio  de  tris-(N,N-dimetil)bromofosfonio)
Cuyo UsO presentaba una consderable racemizacion de los productos de acoplamiento de
acuerdo con la prueba de Young. Después del descubrimiento dd HOBT como agente
supresor de la racemizacion se introdujo en 1975*' un resctivo acoplante combinado,
conocido como BOP (hexafluorofosfato de benzotriazo-1-iloxi-tris(N,  N-dimetil-
amino)fosfonio), que ademés de no ser higroscopico es un compuesto cristdino de fécil
preparacion. Sin embargo, una de las desventgas de usar € BOP como reactivo de
acoplamiento, resde en que como subproducto de reaccion se obtiene la
hexametilfosforamida (HMPA) que es un compuesto bastante téxico. Por ta motivo se han
redizado modificaciones estructurdes y se ha remplazado la dimetilamina por un anillo de
pirroliding, dando lugar alos reactivos acoplantes PyBOP?2, PyCloP, y PyBroP.

El PyBroP s ha utilizado con buenos resultados en € acoplamiento de aminoacidos N-
metilados, como en lasintesis de la Destruxina B (Esquema 18).

19 Castro, B.; Dormoy, J. R. Tetrahedron Lett. 1972, 4747-4750.

20 (a) Castro, B.; Dormoy, J. R. Tetrahedron Lett. 1973, 3243-3246. (b) Coste, J.; Dufour, M. N.; Pantaloni,
A.; Castro, B. Tetrahedron Lett. 1990, 31, 669-672.

%L Castro, B.; Dormoy, JR.; Evin, G.; Selve, G. Tetrahedron Lett. 1975, 1219-1222

%2 (3) Coste, J. ; Le Nguyen, D.; Castro, B. Tetrahedrn Lett. 1990, 31, 205-208. (b) Heeg-Jensen, T.;
Jakobsen, M.H.; Holm, A. Tetrahedron Lett. 1991, 32, 6387-6390. (c) Frérot, E.; Coste, J.; Pantaloni, A.;
Dufour, M -N; Jouin P. Tetrahedron 1991, 47, 259-270.

23 Ward, D. E.; Gai, Y; Lazny, R.; Piedras, M. S. C. J. Org. Chem. 2001, 66, 7832-7840.
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Esguema 18. Uso de PyBroP en € acoplamiento de aminodcidos N-metilados en la sintesis de
Destruxina B

Desde d descubrimiento de agentes acoplantes unidos a una unidad de HOBT, se han
utilizado muchos otros agentes supresores de la racemizacion como parte conditutiva de los
nuevos agentes acoplantes. Asi se han generado reactivos € AOP,  PyAOP, d PyTOP y
e PyDOP’. Asmismo, se han hecho modificaciones estructurdles a anillo de benzotriazol
en este grupo de reactivos, dando lugar a agentes como € CFs- BOP, € CFs- PyBOPYy €
CF3- NO,- PyBOP, que han sido usados con éxito en la sintesis de dipéptidos que contienen
aminoécidos N-metilados®®. Sin embargo, se ha descrito que en e acoplamiento de
amino&cidos N-metilados los reectivos de hadogenofosfonio a menudo suelen  producir
mejores resultados que |os reactivos de fosfonio derivados dd HOBT' (Esquema 19).

24 Wijkmans, J.C.H.M.; Blok, F. A. A.; van der Marel, G. A.; van Boom, J. H.; Bloemhoff, W. Tetrahedron
Lett. 1995, 36, 4643-4646.
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Esquema 19. Algunas sales de fosfonio utilizadas en la sintesis de péptidos.

Sales de uronio como agentes acoplantes

Gross introdujo  HBTU como la primera sd de uronio usada como reactivo acoplante en
1978%°. Dexde entonces Knorr ha preparado y redizado investigaciones sobre varios
andogos dd HBTU?®. Como contraiones de las sdes de uronio s han utilizado
haxafluorofosfato (HBTU) y € tetrafluoroborato (TBTU); estudios comparativos entre €
HBTU y d TBTU muedran que € contraon no tiene influencia Sgnificativa sobre la

25 Dourtoglou, V.; Ziegler, J-C.; Gross, B. Tetrahedron Lett. 1978, 1269-1272.
26 Knorr, R.; Trzeciak, A.; Bannwarth, W.; Gillesen, D. Tetrahedron Lett. 1989, 30, 1927-1930
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velocidad a la cud ocurre d acoplamiento o sobre la racemizacion’. Por otra parte, la
estructura activa ded HBTU fue descubierta por Carpino?’, quien en sus estudios demostré
gue se trata de una sa de N-guanidinio y no como se creia, por andogia con las sdes de
fosfonio, de unasd de O-uronio.

Otras sdles de uronio usadas como reactivos de aoplamiento son € TSTU, € TNTU vy €
TDBTU’. Las modificaciones estructurales del HBTU han dado lugar a nuevos reactivos de
acoplamiento. Adi, la dteracion de la parte correspondiente d HOBT ha generado reactivos
como d HATU, d TATU y d TOTU, mientras que la dteracion de la pate
correspondiente a la parte de la sa de O-uronio ha dado lugar d HBPyU y d HAPyU.
Findmente, la dteracion sobre ambas partes ha generado reactivos como € PyCIU, €
HAPyU, & HpyOPfp, d HPySPfp, d HAPipU y & TAPpU’.

El HATU s ha utilizado en reacciones de macrociclizacion de moleculas complgias como
por gemplo en lasintesis de la himastatina redlizada por Danishefsky (Esquema 20)2.

Otros reactivos que han ddo empleados recientemente son los nuevos reactivos de
tiouronio introducidos por Ngera®® * que contienen una unidad dd 1-6xido de la 2-
mercaptopiridina que funciona como agente supresor de la racemizacion. A su vez, €
HOTT y d TOTT se derivan estructurdmente de la TMU (1,1,3,3-tetrametilurea) mientras
que & HODT y & TODT lo hacen dela DMPU (1,3-dimetilpropilenures)’ (Esquema 21).

2" Carpino, L. A.; Imazumi, H.; El-Faham, A.; Ferrer, F. J; Zhang, C.; Lee, Y; Foxman, B. M.; Henklein, P;;
Hannay, C.; Migge, C.; Wenschunch, H.; Klose, J.; Beyermann, M.; Bienert, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2002,
41, 441-445.

%8 K amenecka, T. M.; Danishefsky, S. J. Chem. Eur. J. 2001, 7, 41-63.

29 Bailén, M. A.; Chinchilla, R.; Dodsworth, D. J.; Ngjera, C. J. Org. Chem. 1999, 64, 8936-8939.

30 Albericio, F.; Bailén, M.A.; Chinchilla, R.; Dodsworth, D. J.; N&jera, C. Tetrahedron 2001, 57, 9607-9613.
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Esquema 20. Macrociclizacion en la sintesis de la himastatina usando HATU.

N

En genead, las sdes de uronio, son mas estables que las sdes de fosfonio, aunque en
presencia de una base las sales de fosfonio son més estables. Por otra parte, es interesante
hacer notar que los reactivos de uronio y fosfonio derivados dd HOAt resultan ser més
eficientes que los correspondientes reectivos derivados de HOBT. La diferencia en
actividades entre estos dos grupos de compuestos puede explicarse por la posbilidad de
formacion de un enlace de hidrogeno debida a la presencia dd &omo de nitrogeno en €
HOAt, lo que estabilizarfaa éster intermediario a través de una asistencia anquimérica®™.

Por otra parte, generdmente se usa DIEA, en vez de NMM o colidina, como base cuando
e redlizan acoplamientos con sdes de uronio’. Por Gltimo, una de las reacciones colaterdes

gue se observan a usar sales de uronio es laformacion de guanidines.

31 Carpino, L. A. J. Amer. Chem. Soc. 1993, 115, 4397-4398
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Esguema 21. Algunas sales de uronio y tiouronio usadas como reactivos acoplantes.
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Sales de Imonio como reactivos acoplantes

Fueron disefiadas por modificacion de los reactivos de uronio®?, estructurdmente se
diferencian de egtos Ultimos en € reemplazo del grupo amino por un grupo aquilo, ailo o
hidrogeno. Algunas de las sdes de imonio més representativas son € BOMI, € BPMP, €
AOMP, d FOMP, e DOMP, d BPMPy & SOMP (Esquema 22).

Es interesante mencionar que los reactivos de imonio dan megores resultados que agunas
sdes de uronio como € HAPyU y d HBPyU, esto s explica por la estabilizacion por
resonancia que sufre € grupo carbonilo de las sdes de uronio y que es debida d aomo de
nitrogeno unido directamente a €, como consecuencia e observa una disminucion en la
reactividad. En cambio, en las sdes de imonio, € &@omo de nitrogeno causante de la
estabilizacion estd ausente.

Por otro lado, en los acoplamientos redlizados con sdes de amonio se recomienda usar

como base |a 2,6-Iutidinay como disolvente THF o acetonitrilo’.

H / NG SbCl
=N @ 6
Qs | A
e
N SbClg ? x. ooe
®N N, = N, ShClg
' N I N
o0 . A )
N N
BOMI BPMP X =CH BDMP
X=N AOMP
e
ShCl @
6 N\ SbCIe C Osvcig
FOMP DOMP SOMP

Esquema 22. Algunas sales de amonio usadas como reactivos de acoplamiento

321 i, P: Xu, J. C. Tetrahedron Lett., 2000, 41, 721-724.
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Sales de | midazolio como agentes acoplantes

La busqueda de meores agentes acoplantes derivados de la DCC llevd en 1958 a
desarrollar @ 1,1’-carbonildiimidazol (CDI)*® y la bis-metilacion de este producto con
triflato de metilo generé a su vez d CBMIT®* que es un agente particularmente Util enla
sintess de péptidos con aminoacidos impedidos estéricamente. Otras sdes de imidazolio
usadas como agentes acoplantes en la sintesis de péptidos son & BOI y su precursor € CIP.
(Esquema 23) De manera paticular € CIP s ha utilizado en €& acoplamiento de

aminoécidos diaquilados en laposicion a y en combinacion con HOAL'.

©
2TfO ' ®
0 Q 0N
Y
Nf\NJ\N/\\ —GE]//\NJ\N/\\NGD N-—7
N N |
col CBMIT BOI
e
PFg  Cl
© 0 3
LN
X =PFg CIP
X = BF, CIB CMBI

Esquema 23. CDI y sales de imidazalio.

Otro agente acoplante es e CMBI que estructurdmente es andogo del CIP y que ha sdo
usado en & acoplamiento de N-meilaminoacidos, como en la sintess de un
pentadepsipéptido precursor de la actinomicina D* (Esquemas 23y 25).

También se han introducido como agentes acoplantes sdes de tioazolio como € BEMT vy €
BMTB' (Esquema 24).

33 Anderson, G. W.:Paul, R. J. Am. Chem. Soc. 1958, 80, 4423
34 sgha, A. K.; Schultz, P.; Rapoport, H. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 4856-4859.
35 1i, P.: Xu, J. Tetrahedron 2000, 56, 9949-9955.
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Esquema 24. Sales de tioazoalio.
Jiy i
o 1) Pd/C, H, o
BnO~ "N >
YT o TN
CHs O FmocProOH, ! CHsO
DIEA Fmoc

1) 50% HNEt, / CHzCN, 30min.
2) CMBI, FmocD-Val-OH, DIEA

o)
1) 50% HNEt, / CHgCN, 30min. o

Aﬂ/ _2) CMBI, Fmoc-Thr-OH, DIEA N \ﬁ
CH,; O N  CHz 0

I|.' O /1,, O

HN._O HN.

Fmoc
NH
OH Fmoc 0

1) 50% HNEt, / CH3CN, 30min.
2) CMBI, Cbz-MeVal-OH, DIEA, DMAP

Y
CHj
Ao

HN.__O
NH
Chz- O F
z |\Il mocC
CH; O

Esquema 25. Uso del CMBI en la sintesis de un ciclopentadepsi péptido.
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Otros métodos de sintesis.

A partir dea -cetoacidosy N-alquilhidroxilaminas.

Recientemente se ha descrito un nuevo méodo de sintesis de enlace peptidico a partir de a-
cetoécidos y N-aaquilhidroxilamines®. El método consiste en @ empleo de una reaccion de
condensacion descarboxilante. La reaccion se puede llevar a cabo en disolventes polares
préticos y aproticos, no requiere  uso de catalizadores, como subproductos se obtienen
CO, y HyO y puede redizarse sin la necesdad de proteger grupos funcionaes (Esquema
26).

En viga de que las N-hidroxilaminas son inestables como bases libres, se utilizan en forma

de oxalatos.

O] O

OH HO. .R" -H,0,-CO, R!!
R'Jﬁ( + N > R'J\N’

o) H DMF, 40°C v

Esguema 26. Formacion del enlace peptidico a partir de a .cetoacidosy N-adquilhidroxilaminas

Por otro lado, con los estudios redizados se ha demostrado que € méodo no produce
epimerizacion. Por estas razones, es posible que éste sea uno de los métodos més usados en

d futuro.

36 Bode, J. W.; Fox, R. M.; Baucom, K. D. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 1248-1252
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OBJETIVOS

Desarollar una metodologia dternativa para la formacion dd enlace peptidico
utilizando un aminoacido N-BOC protegido y otro aminoécido en su forma de ion

Zwitter.

Congtruir una secuencia peptidica de maneralineal Sn aidar productos intermedios.

Redlizar la sintesis de la Phakdligtatina-13.
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ESTRATEGIA Y DISENO DE LA
METODOLOGIA DE SINTESIS

Formacion del enlace peptidico

La formacion del enlace peptidico en condiciones cada vez més accesbles, tanto desde €
punto de viga quimico como econdmico, es uno de los objetivos principdes que se
persguen en @ campo de la sintess de péptidos. Teniendo ésto como premisa, se han
desarrollado nuevas metodologias y nuevos agentes acoplantes, tanto en la sintesis por fase
solida como por fase liquida

En la sintess por fase liquida, la formacion de enlace peptidico procede de manera genera
a través de pasos sucesivos de acoplamiento-desproteccion, por lo que cada paso de
acoplamiento consta en la préctica de dos pasos, uno de acoplamiento y otro de
desproteccion.

De esta manera, surge la idea de proponer una metodologia en fase liquida que sea
dternativa a las ya exigentes y en la que a través de un solo paso, e llegue a la formacion
del enlace peptidico, en otras pdabras, se busca la diminacion dd paso tradiciond de
desproteccion. Como consecuencia de la iminacion de éste paso, la formacion dd enlace
peptidico daria lugar a un producto que seria directamente la materia prima dd sguiente
acoplamiento, de ta manera que no seria necesario aidar € producto de cada acoplamiento
y la condruccion de una secuencia peptidica se haria de manera lined y directa, de un
modo parecido a lo que ocurre en la sintesis por fase sdlida, en la que tampoco se aidan los
productos intermedios de la sintesis.

Para darle forma a la metodologia propuesta es necesario, en principio, establecer una
edrategia de sintesis lined. Dentro de la sintesis lineal de secuencias peptidicas existen dos
edrategias principdes en lo referente a la direccion que sgue d acoplamiento de los
amino&cidos involucrados. La primera edrategia consste en seguir la direccion observada
en la naturdeza para la sintesis de proteinas, en ella se hace crecer la secuencia desde €
extremo amino hacia d extremo caboxilo (edtrategia N® C) mediante acoplamientos

sucesivos redizados en los extremos carboxilicos correspondientes. La otra estrategia, més

29



difundida en la sintess por fase SOlida, consste en hacer crecer la secuencia del extremo
carboxilo d extremo amino (estrategia C® N) mediante acoplamientos sucesivos redizados
en los extremos amino correspondientes. En ambos casos, los acoplamientos van
precedidos de un paso de desproteccion. En la metodologia que se propone se elige como
edrategia de sintesis lined la direccion N® C para congruir la cadena, la eeccion de esta
edtrategia permite cumplir con € objetivo de redizar la formacion de la secuencia de
maneralined y directa

Otro aspecto a consderar es que en la formacion del enlace peptidico mediante € uso de
DCC y HOBT, s proponen como intermediarios reactivos a los ésteres activados de
benzotriazol (especies 1 y 2- Fgura 1), los cudes s suden formar in Situ durante una
reaccion de acoplamiento. Sin embargo, también es posble formar de manera aidada
dichos intermediarios y utilizarlos como especies dtamente reectivas en presencia de
especies nudledfilicas’. Para esto es necesario obtenerlos de manera cuantitativa en un
disolvente que garantice su formacion y permanencia, de este modo, € disolvente no
debera tener propiedades nucleofilicas consderables. Los disolventes més adecuados para
formar los ésteres de benzotriazol, en diferentes moddos, son los disolventes clorados
como & CH,Cl, y d CHCk 2. En la metodologia propuesta se elige d CH,Cl, como

disolvente paralaformacion de los ésteres activados durarte la sintesis.

b Y
|

o) ©0

1 2

Figura 1. Intermediarios reactivos derivados del HOBT.

Para cumplir con € objetivo de formar @ enlace peptidico en un solo paso, es necesario,
entre otras cosas, que € aminoécido que se desee acoplar no se encuentre protegido. Por lo

tanto, la idea més obvia es utilizar d aminodcido en cuestion como zwitterion. El zwitterion

! Garcia Rios, Eréndira. Reduccion de acidos carboxilicos con borohidruro de sodio., Tesis de licenciatura.
Facultad de Quimica, UNAM. 2005

2 Morales Serna, José Antonio Nuevos métodos de macr ol actonizacion. Sintesis de sansalvamida A., Tesis de
grado, Posgrado en Ciencias Quimicas, UNAM, 2003.
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de un aminoacido es una especie que contiene su funcidn amino protonada y su funcidn
carboxilo libre. S d zwitterion se coloca en solucidn acuosa, se tiene un equilibrio entre las
especies protonadas y no protonadas de cada uno de los grupos funcionades y dependiendo
dd vdor de pH de la disolucién, es posible lograr que una especie predomine sobre otras.
De eda manera, S a una disolucién de zwitterion de un aminoécido se le adiciona una
cantidad equimolar de NaOH, la especie predominante del zwitterion sera aguedlla que tenga
“libré’ su grupo amino y su grupo carboxilo como carboxilato. En estas condiciones, €
zwitterion contiene dos grupos funciondes con potencid capacidad nuclecfilica, Sn
embargo, es € grupo amino d que posee un mayor carécter nucleofilico. Teniendo esto
como antecedente, se explica la deccidon de la edtrategia N® C como edrategia lined de
construccion de la cadena peptidica

De esta manera, es necesario partir de un aminoacido protegido por su extremo amino para
redlizar |os acoplamientos por @ extremo carboxilo.

Una vez edablecida la edrategia lined de acoplamiento, € dguiente paso condste en
establecer de manera generd la forma en que se redizard @ primer acoplamiento. Para esto
hay que condderar que & aminoécido N-protegido es € modelo usado para generar los
é&teres de benzotriazol en diclorometano y que nuestra especie nucledfilica es d zwitterion
liberado con una cantidad equimolar de NaOH, en la cua se aprovecha la mayor capacidad
nucleofilicade grupo amino.

A continuacion, es necesario establecer bgjo que condiciones se llevara a cabo la reaccion.
Para esto es importante considerar que @ zwitterion requiere ser liberado y disueto en un
medio acuoso (con una solucion equimolar de NaOH). Por tanto, la eleccion del medio de
reaccion debe tomar en cuenta lo anterior y d disolvente organico propuesto debe ser
miscible con la fase acuosa en cuestion. Es asi como se dige € uso de THF como
disolvente organico para llevar a cabo € acoplamiento. De este modo, la reaccion e lleva a
cabo en un medio no anhidro, lo que condituye también una diferencia con agunos de los
métodos més tradicionales usados en la sintess de péptidos. Asi, queda establecido que la
reaccion de acoplamiento planteada condgste en dos pasos. la activacion del aminoacido N-

protegido, que se rediza en diclorometano, y @ acoplamiento que seredizaen THF-agua
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Como moddo dd aminoacido N-protegido 2 elige a la N-BOC-Prolina (N-BOCPro) y
como zwitterion se dige d zwitterion de fenildanina (Phe). Asl, d moddo para probar las

condiciones de lareaccion del acoplamiento es € dipéptido N-BOCProPhe.

Sintess de la secuencia N-BOCProPheGlyProThrLeuTrp y Sintess de la
Phakellistatina 13.

Las esponjas marinas son una gran fuente de metabolitos secundarios con estructuras poco
usuales y con una considerable actividad biologica. Muchos de dlos son péptidos pequefios
que poseen estructuras particulares asi como propiedades fisoldgicas interesantes que los
colocan como potencides medicamentos. La phakeligatina 13 es un cicloheptapéptido
adado de la esponja naranja Phakellia fusca Thide y se ha descrito que posee fuerte
actividad citotoxica contra la linea cdular BEL-7404 de hematoma humano pero es inactiva

frente alalinea cdular de leucemia HL-60°.

La sintesis tota de la phakdligtatina 13 se ha llevado a cabo en fase sdlida 'y se reporta en
la literatura quimica®. En e presente trabgjo, se propone una metodologia dternativa para

redizar lasintess en solucion.

Figura 2. Phakellistatina 13

3 Li, W-L: Yi, Y.-H.; Wu, H--M.; Xu, Q-Z; Tang, H.-F.; Zhou, D.-Z.; Lin, H-W.; Wang, Z.-H. J. Nat.
Prod. 2003, 66, 146-148.
* Greenman, K. L.; Hach, D. M.; Van Vranken, D. L. Org. Lett. 2004, 6, 1713-1716.

32



El andids retrosntético redizado para d compuesto, toma en cuenta que en & método
propuesto no se llevardn a cabo reacciones consecutivas de desproteccion (hidrdlisis) y que
por lo tanto no se aidaran los productos intermedios de la sintess; de este modo, se
propone redizar lined y secuencidmente la congtruccion de la cadena peptidica tal y como
se hace en la sintesis en fase Sdlida. Sin embargo, a diferencia de 1o que ocurre en la sintesis
en fase Slida, en donde se sude congruir la secuencia partiendo del extremo C-termina
hecia € extremo N-termind, en d méodo propuesto la direccion de congtruccion de la
secuencia parte desde @ extremo N-termind d extremo C-termindl.

Por otra parte, la eleccion dd punto de formacion del ciclo de Phakeligtatina- 13 tiene como
consecuencia € edtablecimiento del orden en que se acoplan los aminoécidos de la
secuenciaa. Como punto de cierre se dige d enlace peptidico entre € residuo de L-
triptofano y & resduo de L-prolina, por lo que € orden de acoplamiento de los

amino&cidos queda como ProPheGlyProThrLeuTrp.

Esquema 27. Diagrama generd de laretrosintesis.
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PARTE EXPERIMENTAL

La separacion de los productos de reaccion se redizd por cromatografia en columna*flash”

y por cromatografiaen columnad vacio, usando como fase estacionaria silicagd marca

Merck.

La pureza de los productos asi como € seguimiento de las reacciones se redizd por
cromatografia en capa fina utilizando cromatofolios Macherey-Nagel, usando como
reveladores. una solucion de sulfato cérico d 1% en acido sulfdrico 2N y una solucion de
ninhidrinad 0.1% en agualisopropanal.

L os puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Jones'y no estén corregidos.

Los reactivos empleados son de marca Aldrich y los disolventes empleados en las
reacciones y en la purificacion de los productos se dedtilaron y secaron de acuerdo a lo
descrito en laliteratura .

Los espectros de IR fueron determinados en padtilla en un espectrofotometro Bruker
Tensor-27 y solo se describen |as sefides de diagnéstico en e

Las rotaciones Opticas especificas fueron determinadas en un polarimetro Jasco modelo
DIP-360.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H'y 3C se obtuvieron en los siguientes
equipos. Bruker-Avance de 300 MHz, Varian Unity de 300 MHz y Varian-Gemini de 200
MHz. Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm con respecto d TMS y los de
RMN-3C con respecto a CDCl; y DMSO-ds. Las constantes de acoplamiento se indican
enHz

Los espectros de masas fueron obtenidos en un equipo Jeol AX505HA y solo se describe €
ion molecular.

El andisis por HPLC se redizO en un cromaografo Waters 1525 acoplado a un detector de

massas Bruker.

Obtencion de BOC-Pralina. Se pesd L-Prolina en su forma de ion zwitter (2.67 g, 23.23
mmol), se agregd agua (23.2 mL), NaOH 1M (23.2 mL) y dioxano (20 mL). Egtamezca

! Perrin, D. D.; Amergo, F. L. W. Purification of Laboratory Chemicals. 1994, 3rd edition, Pergamon Press,
Grest Britain.
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S mantuvo en bafio de higo-agua en agitacion. En otro matraz se pesd de pirocarbonato de
ditertbutilo (557 g, 2552 mmol) que s disolvid con dioxano (23 mL). Esta dltima
disolucion se adiciond lentamente en frio ala disolucion de Prolina

La mezcla de reaccion se agitd por una hora a temperatra ambiente. Posteriormente, se
evgpord @ disolvente (mezcla dioxano-agua) a presion reducida hasta dgjar un residuo de
unos 15 mL., se agregd agua destilada hasta completar 50 mL a 60 mL.

A continuacion, se agrego acido citrico solido hasta acanzar un pH de 3 a4.

La disolucion &cida resultante se extrgo exhaudstivamente con acetato de eilo, la fases
organicas se lavaron con sdmuera por duplicado, se secd la fase orgénica sobre sulfato de

sodio anhidro y se evapor0 € disolvente a presion reducida

Se obtiene un sdlido blanco (92% rendimiento) de punto de fusion 130-132°C.

Datos espectr oscopicos

Rotacion optica: [4p? —59 (¢ = 5.1 mg/mL, metanol)

IR (pastillaKBr) 1/I (cmil): 2974, 2934, 2897, 1740, 1644, 1430.

RMN-'H: (300 MHz, CDCk) d (ppm) © multiplicidad, J): 8.3 (1, 9), 2 sefides dd a 4.30
ppm (1, 2dd), 3.45 ppm (4, m), 2.2-1.8 (4, m), 2 sefiales s (9, 3s): 1.48 (), 1.42 ().

RM N-*3C: (300 MHz, CDCL) d (ppm) (DEPT): 178.6 (Ceuar), 174.6 (Ceuar), 156.6 (Ceuar),
153.8 (Ccuat), 81.5 (Ceuat), 80.3 (Ceuar), 59.1 (CH), 58.9 (CH), 47.0 (CHy), 46.4 (CHy), 30.8
(CHy), 28.3 (CHg3), 24.3 (CHy), 23.6 (CHy).

EM: (W/2): 214 [M*-1].

M étodo general del acoplamiento BOC-ProPhe

Se pesaron BOC-Pro (100 mg, 0.46 mmoal), hidrato de thidroxibenzotriazol (HOBT) (107
mg, 0.69 mmol) junto con diciclohexilcarbodiimida (DCC) (133 mg, 0.69 mmol). Se
adicionaron 50 mL de diclorometano, la mezcla se agitd por una hora a temperatura
ambiente, después se evaporé d diclorometano a preson reducida para findmente
adicionar THF.

Para encontrar la cantidad adecuada de ion zwitter necesaria en la formacion del dipéptido,

se redlizaron ensayos con 1.1 equivaentes (90.3 mg, 0.54 mmol), 2 equivaentes (153.5 mg,
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0.92 mmal), 3 equivdentes (230.2 mg, 1.39 mmoal), asi como 4 equivaentes (307 mg, 1.85
mmol). Para cada ensayo, se pesd la cantidad correspondiente del zwitterion de fenildanina
y se le agregd una cantidad equimolar de una solucién de NaOH de concentracion 1IM. A
eda Ultima disolucion, se le agreg6 € doble de volumen de THF para adicionarse por goteo
lento a la disolucion de los ésteres activados de la BOC-Prolina en THF. Una vez terminada
laadicion la mezcla de reaccion se agitd por veinte horas a temperatura ambiente.

El trabgo de lareaccion seredizo de la Sguiente manera:

Se evapor6 € THF a presion reducida. Al residuo obtenido se le adicion6 acetato de tilo
(15 mL) junto con una solucion acuosa de bicarbonato de sodio d 7% (10 mL). La mezcla
se trandfirid a un embudo de separacion, la fase acuosa se separ6 mientras que la fase
organica e filtr6 para diminar la diciclohexilurea (DCU), éda fase 2 extrgo por segunda
vez con la solucion d 7% de NaHCOs (10 mL). Las fases acuosas basicas se reunieron para
cambiar d pH a un vador de 4 mediante la adicion de &cido citrico. La solucion acuosa
&cida obtenida se extrgo con 15mL de AcOEt en tres ocasiones. Se reunieron los extractos
organicos, la fase orgénica resultante se lavd con sdmuera hasta pH neutro, se secO sobre
allfao de sodio anhidro, se filtr6, para findmente eveporar € disolvente a presén
reducida. Como producto de reaccion se obtuvo una mezcla del dipéptido BOC-ProPhe 'y
HOBT.

Separacién dela mezcla de BOC-ProPhe e HOBT

a) Preparacion de diazometano.

Se agregaron 250 mg de N-nitroso-N-metilurea a éter etilico (20 mL) suspendido sobre una
solucion acuosa de KOH a 50% (6 mL). La adicion se redizd a 0°C, la mezcla de reaccion
e agitd durante veinte minutos, se trandfirié a un embudo de separacion, se separaron las

fasesy lafase etérea se secd sobre lentgjas de KOH.

b) Metilacion dela mezcla

La mezcla de BOC-ProPhe y HOBT s disolvié en una mezcla 1.1 de ée dilico-
diclorometano para adicionar por decantacion la disolucién etérea de diazometano a una
temperatura de 0°C. La mezcla de reaccion se agitd por 15 minutos, finamente se dgoé a

temperatura ambiente por veinte horas.
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) Separacion dela mezcla.

La mezcla de reaccidon se separé por cromatografia en columna. El producto de metilacion
del dipéptido se obtuvo de lamezcla de dusién AcOEt/hexano 20:80.

El producto s recrigdizd en € dstema éer etilico-hexano. Se obtuvo un producto blanco
de punto de fusion 67-69°C.

Datos espectroscdpicos del compuesto BOCProPheOMe

Rotacion éptica: [8]p?° -53.8 (¢ = 3.4 mg/mL, metanol). Lit?: [8]p>° -50.4

IR: (padtillaKBr) 1/I (cmi) : 3283, 3080, 2974, 2935, 2880, 1748, 1695, 1554.

RMN-'H: (300 MHz, CDCk, 25°C) d (ppm) © multiplicidad, J): 7.24 (3H, m), 7.09 (2H,
m), 6.46 (no def., ), 4.86 (1H, ), 4.23 (1H, ), 3.72 (3H, 9), 3.28 (2H, m), 319 (1H, dd,
14.1, 5.7 Hz), 3.00 (1H, dd, 14.1, 6.9 Hz), 1.5-2.4 (4H, m), 1.42 (9H, ).

RMN-'H: (300 MHz, CDCk, 50°C) d (ppm) © multiplicidad, J): 7.24 (3H, m), 7.09 (2H,
m), 4.85 (1H, ¢, 6.9 Hz), 4.23 (1H, m), 3.7 (3H, ), 3.28 (2H, m), 3.18 (1H, dd, 14.1, 5.7
Hz), 3.00 (1H, dd, 14.1, 6.9 HZ), 1.5-2.2 (4H, m), 1.42 (9H, 9).

RMN-2C: (300MHz CDChk) d (ppm): 171.9, 171.7, 136.0, 129.2, 128.5, 127.0, 80.7, 60.4,
52.9,52.2, 46.9, 38.2, 30.3, 28.3, 23.9.

EM:(m/2): 376 (M™)

Método general paralaformacion de dipéptidos con BOC-Pralina

Se pesaron BOCPro (200 mg, 0.93 mmol), HOBT (213mg, 1.39 mmol), DCC (287 mg,
1.39 mmol) y se agregd diclorometano (50 mL), la mezcla de reaccion se agitd durante una
hora a temperatura ambiente para obtener los ésteres activados de benzotriazol. La
formacidon de los éteres se monitored por cromatografia en capa fina. Una vez formados
los intermediarios reactivos, se evgpord d diclorometano a preson reducida para
posteriormente adicionar THF como disolvente. Smultdneamente a la evaporacion, en otro
matraz bola se pesd la cantidad correspondiente a cuatro equivalentes (3.71 mmol) dd
zwitterion dedl aminoéacido respectivo que se usd en cada caso, afiadiendo posteriormente

2 (a) Carpino, L. A.; Mansour, ES. M. E.; Sadat-Aalaee, D. J. Org. Chem. 1991, 56, 2611-2614. (b) Ind. J.
Chem sect. B 2004, 43B, 2708-2712.
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una cantidad equimolar de NaOH 1M (3.7 mL) més € doble de volumen de THF (8 mL).
Pogteriormente, esta disolucion se trandfirid a un embudo de adicion para ser adicionada
lentamente a la disolucién que contenia a los ésteres activados de BOC-Prolina. Al término
delaadicion, lareaccidn se dg 6 en agitacion durante veinte horas a temperatura ambiente.

El trabajo de reaccion en cada uno de los casos se rediz0 de la Sguiente manera

Se evapor6 € THF a presion reducida. Al residuo obtenido se le adicion6 acetato de tilo
(15 mL) junto con una solucion acuosa de bicarbonato de sodio d 7% (10 mL). La mezcla
e trandfirid a un embudo de separacion, la fase acuosa se separd mientras que la fase
organica e filtré6 para diminar la diciclohexilurea (DCU), éda fase se extrgo por segunda
vez con la solucion ad 7% de NaHCOs (10 mL). Las fases acuosas basicas se reunieron para
cambiar € pH a un vaor de 4 mediante la adicién de &cido citrico. La solucidén acuosa
acida obtenida se extrgo con 15mL de AcOEt en tres ocasiones. Se reunieron |os extractos
organicos, la fase organica resultante se lavd con sdmuera hasta pH neutro, se secO sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtrd, para findmente evgporar d disolvente a presidn
reducida. Como producto de reaccion se obtuvo una mezcla del dipéptido correspondiente y
HOBT.

Las mezclas obtenidas se andizaron por RMN-*H (200 MHz) con dos objetivos: identificar
a los productos de cada reaccion y obtener los rendimientos respectivos. Para € caculo de
rendimiento se tomaron en cuenta sefides especificas de cada uno de los productos asi

COmo sU respectivo valor deintegral.

Dipéptido BOC-ProGly

Se utilizaron 279 mg (3.71 mmol, 4 equivdentes) del zwiterion de glicina para redizar €
acoplamiento.

Se obtuvieron 252 mg de la mezcla HOBT:BOCProGly, la proporcion HOBT :dipéptido fue
de 2.5:1. En RMN-*H se observan las siguientes sefides:

Para e 1-hidroxibenzotriazol:

RMN-!H: (200 MHz, CDClk-DMSO-d6): d (ppm) © multiplicidad, J): 10.05 (1, s), 7.90
(1,d,82Hz), 7.68 (1, d, 7.6 Hz), 7.43 (2, 2dd (no primer orden))

Para e dipéptido BOC-ProGly:
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RMN-'H: (200 MHz, CDCl-DMSO-d6): d (ppm) @ multiplicidad, J): 10.05 ppm (1, 9),
7.20 (s), 6.80 (9), 4.20 (1, 9), 3.99 (2, 2d (sist. AB)), 3.86, 3.47 (2, 2s), 2.30-1.70 (4, m),
145(9, 9).

Las sefides utilizadas para evauar la proporcion HOBT:dipéptido fueron: la sefid a 7.9
ppm parae HOBT y lasefid a4.2 ppm parae dipéptido.

Dipéptido BOCProPro

Se utilizaron 428 mg (3.71 mmoal, 4 equivdentes) dd zwiterion de L-prolina para redizar €
acoplamiento. Se obtuvieron 341 mg de la mezcla HOBT:BOCProPro, la proporcion
HOBT:dipéptido fue de 1.49:1. En RMN-1H se observan las siguientes sefides:

Para e 1-hidroxibenzotriazol:

RMN-'H: (200 MHz, CDCl-DMS0-d6): d (ppm) @ multiplicidad, J): 9.02 (1, ), 7.90 (1,
d, 8.2Hz), 7.68 (1, d, 7.6 Hz), 7.43 (2, 2dd (no primer orden))

Parad dipéptido BOC-ProPro:

RMN-'H: (200 MHz, CDCl; DMSO-d6): d (ppm) @ multiplicidad, J): 9.02 (1, s), 4.50 (2,
m), 3.50 (4, m), 2.00 (8, m), 1.44, 1.38 (9, 29).

Las sefides utilizadas para evaduar la proporcion HOBT:dipéptido fueron: la sefid a 7.9
ppm asi como la sefid a4.50 ppm para e dipéptido.

Dipéptido BOCProThr

Se utilizaron 442 mg (3.71 mmol, 4 equivdentes) dd zwitterion de L-treonina para redizar
e acoplamiento. Se obtuvieron 234 mg de la mezcla HOBT:BOCProThr, la proporcién
HOBT:dipéptido fue de 1.6:1. En RMN-'H se observan |as siguientes sefides

Parae 1-hidroxibenzotriazol:

RMN-'H: (200 MHz, CDCkL-DMSO-dg): d (ppm) @ multiplicidad, J): 7.90 (4, d, 8.2 Hz),
7.67 (1, d, 7.6 Hz), 7.42 (2, 2dd (no primer orden)), 4.97 (1, S).

Parad dipéptido BOC-ProThr:

RMN-'H: (200 MHz, CDClz DMSO-ds): d (ppm) (¢ multiplicidad, J): 7.15 (no det., d),
4,97 (no det., s), 4.51 (1, d), 4.29 (2, m), 3.50 (2, m), 2.0 (4, m), 145 (9, ), 1.17 (3, d,
6.4Hz).
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Las sefides utilizadas para evduar la proporcion HOBT:dipéptido fueron: la sefid a 7.9
ppmYy lasefid al.17 ppm parad dipéptido.

Dipéptido BOC-ProL eu

Se utilizaron 487 mg (3.71 mmol, 4 equivaentes) del zwitterion de L-leucina para redizar
e acoplamiento. Se obtuvieron 376 mg de la mezcla HOBT:BOCProLeu, la proporcidn
HOBT:dipéptido fue de 1.25:1. En RMN-'H se observan las Siguientes sefidles:

Parad 1-hidroxibenzatriazal:

RMN-'H: (200 MHz, CDCl-DMSO-dg): d (ppm) © multiplicidad, J): 7.90 (1, d, 8.2 Hz),
7.68(1,d, 7.6 Hz), 7.43 (2, 2dd (no primer orden)).

Parad dipéptido BOCProLeu:

RMN-'H: (200 MHz, CDClz DMSO-d6): d (ppm) © multiplicidad, J): 8.16 (1, s), 6.68,
7.30 (no det., 2s), 4.52 (1, 5), 4.26 (1, 9), 3.44 (2, ), 2.40-1.30 (16, m), 0.90 (6, d, 4.8H2).
Las sefides utilizadas para evauar la proporcion HOBT:dipéptido fueron: la sefid a 7.90
ppmYy las sefides a 3.44 ppm yasi como la sefid a0.90 ppm parad dipéptido.

Dipéptido BOC-ProTrp

Se utilizaon 759 mg (3.71 mmol, 4 equivdentes) de zwitterion de L-triptofano para
redizar € acoplamiento. Se obtuvieron 452 mg de la mezcla HOBT:BOCProTrp, la
proporcién HOBT:dipéptido fue de 1.87:1. En RMN-*H se observan las siguientes sefides:
Para e 1-hidroxibenzotriazol:

RMN-'H: (200 MHz, CDCl-DMSO0-d6): d (ppm) @ multiplicidad, J): 7.90 (1, d, 8.2 H2),
7.69 (1, d, 7.6 Hz), 7.42 (2, 2dd (no primer orden)).

Para e dipéptido BOCProTrp:

RMN-'H: (200 MHz, CDCl; DMSO-d6): d (ppm) @ multiplicidad, J): 9.00 (1, s), 7.59 (1,
d, 7.2Hz), 7.33 (1, d, no det.), 7.13 (1, ddd, 7.0, 1.4Hz), 7.05 (1, ddd, 7.0, 1.2Hz), 7.05 (1,
S), 4.83 (1, ¢ (ddd)), 4.17 (1,s), 3.38 (1, dd, 14.8, 5.2Hz), 3.28 (1, dd, 14.8, 5.8Hz), 3.24 (2,
S), 2.20-1.40 (4, m), 1.35(9, 9).

Las sefides utilizadas para evauar la proporcion HOBT:dipéntido fueron: la sefid a 7.90
ppm Yy lasefia a4.83 ppm parae dipéptido.
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M étodo general de acoplamiento lineal.

Se pesaron BOC-Pro (1 g, 4.64 mmol), HOBT (1.07 g, 6.97 mmol), DCC (1.33 g, 6.97
mmol) y se afladid diclorometano (100 mL), la reaccion se agitdé durante una hora a
temperatura ambiente, para formar los ésteres activados de BOC-Pro. Una vez formados los
édteres activados, se evapord d diclorometano a presion reducida para adicionar THF. De
manera smultdnea, se pesaron 3.07 g (4 equivaentes) dd zwitterion de fenildanina que se
disolvieron en 18 mL de una solucién 1M de NaOH junto con 40mL de THF. La mezcla se
trandfirid a un embudo de adicion para s agregada lentamente a la disolucién de los
éderes activados. Una vez terminada la adicion la mezcla de reaccion se agitd por veinte
horas a temperatura ambiente.

El trabgo de lareaccion se rediz6 de la Sguiente manera:

Se evapor6 € THF a presion reducida. Al residuo obtenido se le adicion6 acetato de tilo
(15 mL) junto con una solucion acuosa de bicarbonato de sodio d 7% (10 mL). La mezcla
s trandfirid a un embudo de separacion, la fase acuosa se separd mientras que la fase
organica e filtr6 para diminar la diciclohexilurea (DCU), édta fase se extrgo por segunda
vez con la solucion ad 7% de NaHCOs (10 mL). Las fases acuosas basicas se reunieron para
cambiar  pH a un vaor de 4 mediante la adicién de &cido citrico. La solucion acuosa
acida obtenida se extrgo con 15mL de AcOEt en tres ocasiones. Se reunieron los extractos
organicos, la fase orgénica resultante se lavd con sdmuera hasta pH neutro, se secd sobre
aufato de sodio anhidro, se filtrg, para findmente evaporar € disolvente a presdn
reducida. Como producto de reaccién se obtuvo una mezcla del dipéptido BOC-ProPhe y
HOBT.

A esta mezcla se le adicionaron 1.294 g de DCC (1.35 eq) ademés de diclorometano (100
mL). La mezcda s agitdé por una hora a temperatura ambiente para formar los ésteres
activados correspondientes. Pogteriormente se evapord € diclorometano a presion reducida
para agregar THF. Se pesaron 4 equivadentes del Sguiente aminoacido que se disolvieron
en una cantidad equimolar de una solucién 1M de NaOH y THF (1:2). Esta disolucion se
adiciond lentamente a la solucion correspondiente de los ésteres activados, la mezcla find

de reaccion se agitd por veinte horas a temperatura ambiente. La reaccion se trabgo de la
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misTa manera que la reaccion de formacion dd dipéptido BOC-Pro-Phe. Los

acoplamientos sguientes se redizaron Sguiendo los pasos ya descritos.
Evaluacion dela cantidad del producto BOC-ProPheGlyProThrLeuTrp.

La mezcla dd producto lined BOC-ProPheGlyProThrLeuTrp vy d HOBT se separd
mediante cromatografia en columna a vacio. De las fracciones duidas con AcOEt/MeOH
(95:5 y 90:10) se obtuvieron 1.763 g de un sdlido blanco amorfo que se descompone antes
de fundir a partir de los 130°C. El sdlido se andiz6 por HPLC-UV y HPLC-masas, donde
se observo que @ sdlido era una mezcla de productos en donde la secuencia deseada solo
correspondia d 48.4% dd totd.

Datos espectr oscopicos.

IR: (pastillaKBr) 1/1 (cmt): 3308, 3061, 2973, 2933, 1651, 1526.

EM: (m/2): 917.5 (M*+1).

Metilacién de la secuencia BOC-ProPheGlyProThrLeuTrp.

Se pesaron 100 mg ded producto solido anterior que se disolvieron en una mezcla
diclorometano-éer dietilico 1:1 (10 mL). La disolucion se colocod en un bafio de hido a 0°C
para adicionar una disolucion etérea de diazometano (20 mL). La reaccion se agitd durante
quince minutos en bafio de hido, findmente se dgo veinte horas a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccidn resultante se separ@ por cromatografia en columna reldmpago
usando como fase estacionaria silicagel.

De las fracciones eluidas con acetato de etilo se obtuvieron 89 mg de un sdlido blanco que
se andizo6 por HPLC-UV, HPLC-masss.

Se observd que d 499% dd sSolido corresponde a la secuencia lined BOC-
ProPheGlyProThrLeuTrp-OMe.

EM: (m/2): 931.7 (M*+1).
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M acrolactamizacion. Sintesis de la Phakellistatina-13

Capacidad de epimerizacion del soporte sdlido catalitico tipo hidrotalcita (hidrotalcita
Aldrich®).

Se pesdé BOC-ProPheOMe (56 mg) junto con 250 mg de hidrotacita Aldrict® y se agregd
diclorometano seco (50 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion congtante a
reflujo durante veinticuatro horas. Al término de este tiempo, la mezcla de reaccion se filtré
sobre cdita para diminar la hidrotacita, € filtrado se evaporé a presion reducida para
diminar d disolvente. El resduo solido se recrigdizd de éer-hexano. Se obtuvo un solido
blanco con punto de fuson de 67-68°C.

Datos espectroscopi cos:

Rotacion dptica: [a]p® -48.8 (c = 3.3 mg/mL, metanol)

RMN-'H: (300 MHz, CDCl, 50 °C) d (ppm) © multiplicidad, J): 7.24 (3H, m), 7.09 (2H,
m), 4.85 (1H, ¢, 6.9 Hz), 4.23 (1H, dncho, 7.3HZ), 3.7 (3H, ), 3.28 (2H, m), 3.18 (1H, dd,
13.9, 5.7 Hz), 3.00 (1H, dd, 13.9, 6.9 Hz), 1.7-2.4 (4H, m), 1.42 (9H, 9).

M acr olactamizacion

Para redizar la desproteccion del grupo BOC, se pesaron 150 mg de la muestra que
contenia la secuencia lined BOC-ProPheGlyProThrLeuTrp que se disolvieron en
diclorometano seco (50 mL). La solucion obtenida se colocd en bafio de hido para
burbujear cloruro de hidrégeno seco durante 10 minutos. Al término de este proceso se
obsarvé la formacion de un Sdlido blanco insoluble. Pogteriormente se evepord €
disolvente a presiéon reducida, € solido obtenido se resuspendid en diclorometano, se filtré
y selavé.

De este sdlido se pesaron 121 mg junto con HOBT (32.5 mg, 0.21 mmol, 1.5 equivaentes’)
y 300 mg de hidrotdcita Aldrici, se adiciond diclorometano seco (150 mL), la suspenson
obtenida se colocd en un bafio de hido bgo amdésfera inerte a 0°C. Pogteriormente se
adicion6 una disolucién (50 mL) de EDC en diclorometano seco (40.7 mg de EDC, 0.21
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mmol, 15 eguivdentes’). La resccion se dgjé en agitacion constante a temperatura
ambiente durante cinco dias. Al término de este tiempo, se trabg 6 la reaccion de acuerdo
con d siguiente procedimiento.

En primer lugar = evapord € disolvente a preson reducida, una vez diminado éste, €
resduo sdlido se redisolvio en metanol para findmente filtrarlo sobre celita para diminar la
hidrotalcita. El filtrado se evapord0 nuevamente a preson reducida, € resduo sdlido se
redisolvié en una mezcla acetato de etilo-solucion acuosa a 7% de NaHCOs, se coloco en
un embudo de separacion d que se adiciond una disolucion de sdmuera; a continuacion, se
redizd la extraccion correspondiente separando la fase acuosa y afiadiendo a la fase
organica una mezcla de disoluciones de NaHCO3 d 7%-sdmuera. Una vez redizado este
segundo proceso de extraccion, a la fase organica se adiciond una mezcla de disoluciones
de &ido citrico d 10%-sdmuera para redizar un lavado &cido a dicha fase, ede
procedimiento se rediz6 por duplicado. Pogteriormente, se adiciond una disolucion de
carbonato de potasio mezclada con una disolucion de sdmuera a la fase organica, este
proceso se redizd también por duplicado. La fase orgénica obtenida, se lava findmente con
una disolucién de sdmuera hasta obtener un pH neutro en los lavados. Por dltimo, la fase
organica se seca sobre sulfato de sodio anhidro, se filtra y se evapora € disolvente a presién
reducida Como resultado se obtuvo un sdlido amorfo con ligera coloracion amarilla (91
mg). El resduo solido obtenido (91 mg) se separd por cromatografia en columna reldampago
usando como fase estacionaria silica gel. Se obtuvieron 61mg de un solido amorfo de color
blanco de las fracciones euidas con CH,Cl:metanol (95:5) y CH,Clo:metanol (90:10). El
Slido s andizd por HPLC-masas, HPLC-UV en donde se determiné que € 37.6%
corresponde ad compuesto ciclico, la Phakdligaina 13, cuyo ion molecular tiene una
relacion m/z de 799.4 (M*+1).

Datos espesctroscopicos

IR: (pastillaKBr) /I (cm?):

RMN-'H:

EM: (m/2): 799.4 (M*+1).

* Se considerd que lamuestra solo contiene al clorhidrato del heptapéptido lineal (0.14 mmol).



ANALISISDE RESULTADOS

El primer paso en € desarrollo de la metodologia propuesta consistio en la proteccion de la
prolina a patir de la reaccion entre @ zwitterion de la prolina con € pirocarbonato de
diterbutilo en una mezda dioxano-H,O de acuerdo con lo descrito en la literatura quimica
(Esquema 28)°.

n%kk%

NaOH/H,0
Dioxano
D-:H_é) 1hora %OH
oN, O N O
"“H 2) H /&
H

Esquema 28. Reaccion de proteccion del zwitterion de Prolina.

Como producto de la reaccion de proteccion se obtiene un sdlido blanco amorfo con punto
de fusén de 130-132°C con un 92% de rendimiento y rotacion dptica [&p>° de —59. En d
espectro de infrarrojo (espectro 1) se observan bandas a 2974, 2934, 2897 y 1430 cmt
correspondientes a vibraciones GH de sistemas saturados, en 1740 cmi* se tiene una banda
intensa que corresponde a la vibracion C=0 de un &cido carboxilico. Findmente, a 1644
cmt aparece una banda que se asociaala vibracion C=0 del grupo carbamato.

En & espectro de resonancia magnética de hidrégeno (RMN 1H) (espectro 2) se tienen las
sSguientes sefides: En 8.3 ppm hay una sefid ancha que integra para un protén y que se
asgna d hidrogeno dd grupo carboxilo de la N-BOC-Pralina. A continuacion, hacia campo
ato se observa un par de sefides a 435 y 4.25 ppm respectivamente, ambas sefides
integran para un protén y pertenecen d hidrogeno en posicién dfa d grupo carboxilo
ubicado en € anillo de pirrolidina. Se observan dos sefides como resultado de la existencia
de dos conférmeros de la molécula de N-BOC-Prolina, de esta manera cada sefid

corresponde a una poblacion de protones asociada a un conformero. Ambas sefides

3 M. Bodanszky, A. Bodanszki. The practice of peptide synthesis 1994, 2" edition, Springer-Verlag, Berlin,
p. 17
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adquieren la forma de un doble de doble, la sefid a 4.35 ppm presenta constantes de
acoplamiento de 84 y 2.7 Hz mientras que la sefid a 4.25 ppm presenta constantes de
acoplamiento de 84 y 4.2 Hz. En 3.45 ppm se tiene un conjunto de sefides (multiplete) que
integra para dos protones y que corresponde a los hidrégenos del grupo metileno de la
posicion cinco de anillo de pirrolidina. Hacia campo dto, drededor de 2.1 ppm aparece un
conjunto de sefides que integra para cuatro protones y que se asocia con los hidrégenos de
los grupos CH, de las posiciones tres y cuatro del anillo de pirrolidina. Findmente, a 1.48
ppm y a 142 ppm hay un par de sefides sngulete que integran de manera conjunta para
nueve protones y que corresponden a los CHz dd grupo ter-butilo, las dos sefides se
explican como resultado de la existencia de dos conformaciones en lamolécula.

En la resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN-3C) (espectros 3 a 6), también es
posible observar la presencia de sefides dobles debidas a las conformaciones de la
molécula. Asi, a 178.6 ppm y a 174.6 ppm hay dos sefiales de carbono cuaternario que se
asignan d &omo de carbono del grupo carboxilo; a 156.6 ppm y 153.8 ppm se tiene otro
par de sefides de carbono cuaternario que pertenecen a aomo de carbono dd grupo
uretano; a 81.5 ppm y 80.3 ppm se observa un par de sefidles que se asocian a &omo de
carbono cuaternario sp° base de oxigeno del grupo ter-butilo; a 59.1 ppmy 58.9 ppm se
presenta un par de sefides que en € espectro DEPT (espectro 6) corresponden a CH y que
se adgnan d carbono afa d grupo carboxilo en @ anillo de pirrolidina (CH de la posicidon 2
dd anillo); aamismo, a 47 ppm y a 46.4 ppm se ven dos sefidles que corresponden a CH, y
gue se propone son del carbono del grupo CH, de la posicion cinco dd anillo de pirraliding;
a 30.8 ppm hay una sefid que corresponde a CH; y que se vincula d &omo de carbono de
la posicion tres del anillo de pirroliding; acontinuacion en 28.3 ppm agparece una sefid muy
intensa que se relaciona con los @omos de carbono de los CH; dd grupo ter-butilo.
Findmente a 24.3 ppm y 23.6 ppm e tiene un par de sefides que en d espectro DEPT se
asocian a carbonos de CH; y que pertenecen d d&omo de carbono de la posicidn cuatro en
e anillo de pirralidina

En la espectrometria de masas por impacto eectrénico (espectro 7), se observa d ion
molecular am/z 214 [M*-1].
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Una vez obtenido la N-BOC-Pralina (1), € dSguiente paso congstio en ensayar la reaccion
de acoplamiento variando la cantidad dd zwitterion de fenildanina. Para esto, se redizaron
reacciones de formacion del dipéptido N-BOCProPhe (I1) con 1.1, 2, 3y 4 equivaentes del
2witterion.

Xeq NaOH
1M
o o

®
OH OBT  Xeq Na©0 )S
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15egDCC TN
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/g CHZCIZ O/l\\o THF/HO
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Esguema 29. Reaccion de formacion del dipéptido BOCProPhe | |

En primer lugar s redizd la activacion de la N-BOC-Pralina (1) en diclorometano usando
DCC y HOBT para obtener los ésteres activados, en este punto es importante sefidar que a
diferencia de 1o que ocurre en los méodos més tradicionales de sintesis de péptidos en los
gue se usa HOBT, en la edtrategia propuesta, los ésteres de benzotriazol no se generan in
Situ, SN0 que son generados de manera separada para posteriormente ser expuestos a la
presencia del nucledfilo. La formacion de los éderes activados se  verificd  por
cromatografia en cagpa fina, de td manera que una vez formados se evgpord d
diclorometano y se cambié € disolvente por THF. Findmente, se adiciond la cantidad
correspondiente de zwitterion liberado como sd de sodio a los éderes activados de
benzotriazol disueltos en THF. El tiempo de reaccion considerado para los cuaro ensayos

fue de 20 horas. Al término de la reaccion se obtiene € producto deseado en forma de sd
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de sodio mezclado con la sa de sodio de HOBT, HOBT, DCU (formada en € proceso de
la activacion), fenildanina en su forma de zwitterion y otros subproductos. La reaccion se
trabg6 de acuerdo con lo descrito en la pate experimentd y a find se obtuvo como
producto de la reaccion una mezcla dd dipéptido N-BOCProPhe (1) y HOBT (Esguema
29).

Para evaluar la cantidad obtenida de producto en las condiciones propuestas y determinar la
cantidad ¢ptima de zwitterion de fenildanina necesaria para redizar d acoplamiento, era
preciso redizar una separacion de ambos compuestos, para facilitar la separacion se utilizo
una reaccion de metilacion (Esquema 30) que permitiera obtener los derivados metilados de
benzotriazol y de dipéptido. La reaccion de metilacion se llevd a cabo utilizando
diazometano como agente metilante. La deccion tanto de la reaccion como dd reactivo se
fundamenta en & hecho de que la metilacion de acidos carboxilicos con diazometano es una
reaccion que procede con atos rendimientos y es sdectiva en presencia de otros grupos
funciondes. Para generar @ diazometano se utilizd N-nitroso-N-metilurea de acuerdo a lo

descrito en laliteratura quimica.

N
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Esguema 30. Reaccion de metilacion.

La mezcla de reaccion de la metilacion se separd por cromatografia en columna. En las
fracciones duidas con AcOEthexano (20:80) se obtuvo d éter meilico N-
BOCProPheOMe (l1a), que fue recrigdizado de un sSstema éer-hexano como un solido

blanco amorfo de punto de fusién de 67-69°C.

4 (@) Arndt, F. Organic Syntheses 1935, XV, 3-5. (b) Black, T.H. Aldrichimica Acta 1983, 16, 3-9.
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Este procedimiento de separacion se redizd para los cuatro ensayos redizados. El producto
obtenido en cada uno de los casos se pesd y se determind comparativamente € rendimiento
obtenido para la reaccion de acoplamiento.

L os resultados obtenidos seresumenen e gréfico 1.

% de rendimiento deN-BOCProPheOMe

80
70 A
60
50 -
40 ~
30 A
20 A
10 +

% derend

eq de Phe

Gréfico 1. Comparacion del rendimiento del dipéptido N-BOCProPheOMe paral.1, 2,3y 4
equivaentes de zwitterion de Phe

La cantidad Optima estimada de zwitterion de fenildanina para lograr un rendimiento
considerable fue de cuatro equivaentes por cada equivaente de N-BOC Prolina.

Una vez establecida ésta cantidad, se generdiz6 € uso de cuatro equivaentes para cada uno
de los aminoacidos que se requerian acoplar de manera linea para formar la secuencia
deseada.

Los resultados demuestran que es posble redizar € acoplamiento de dos aminoacidos
usando uno de dlos como zwitterion (especie no protegida) en un medio no anhidro,
gprovechando la reactividad de los ésteres de benzotriazol, los cudes no se forman in sity,
sno que son formados por separado. Por otra parte, la cuestion referente a la epimerizacion
de los centros fue también un aspecto importante a considerar, para €lo se consultaron
vaores de rotacion Optica reportados en la literatura quimica dd éster metilico dd

dipéptido N-BOCProPhe (1)*. El vaor de rotacion dptica descrito para € compuesto en
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metanol es de -504 (I = 5893 nm). El vdor de rotacion Optica obtenido
experimentalmente para € compuesto sintetizado por la edtrategia propuesta a 25°C en
metanol esde-53.8 (I =589 nm).

Por otro lado, para verificar la ausencia de epimeros se obtuvo € espectro de RMN-H en
cloroformo a 25°C y a 50°C en un equipo de 300 MHz (espectros 8 a 10). En € espectro de
RMN-*H obtenido a 50°C (espectros 9 y 10) se observa una sefid mdltiple a 7.24 ppm que
integra para tres protones correspondientes a los protones en posicion meta y para de
anillo de fenilo de la fenildaning en 7.09 ppm aparece una sefid multiplete (no primer
orden) que integra para dos protones y que se asgna a los protones en posicion orto en €
mismo anillo aromdico. En 4.85 ppm e tiene una sefid cuadruple ancha (ddd) que integra
para un proton y que condituye la pate X de un ssema ABXY; la sefid se vincula d
hidrégeno en posciona dd residuo de fenildaning, la congtante de acoplamiento asociada

es de 6.9 Hz. En 4.23 ppm hay una sefid doble ancha que integra para un protén cuya
congtante de acoplamiento es de 7.3 Hz que pertenece d hidrégeno en posiciona de

resduo de N-BOCProlina En 3.7 ppm aparece una sefid singulete que integra para tres
protones y que se asigna d grupo CHz dd éter meilico. En 3.28 ppm se encuentra un
conjunto de sefides que integran para dos protones y que por desplazamiento quimico se
asocia a los protones dd CH, de la poscion cinco del anillo de pirrolidina en € residuo de
N-BOC-Prolina. Hacia campo bgo aparecen las sefides de la parte AB dd sstema ABXY
descrito anteriormente por o que en 3.18 ppm se tiene una sefid dd con condantes de
acoplamiento de 14.1 y 5.7 Hz que integra para un hidrégeno y que se propone pertenece a
uno de los hidrogenos diastereotdpicos de la poscion bencilica en d resduo de
fenildanina. A continuacion, en 3.00 ppm aparece la sefid restante de la pate AB dd
Sstema como un dd con constantes de acoplamiento de 14.1 y 6.9 Hz, que a su vez integra
para un protdn y que corresponde a otro hidrogeno diastereotdpico de la posicion bencilica
Entre 1.7 a 24 ppm hay un conjunto de sefides no muy bien definidas que integran para
cuatro protones y que por desplazamiento quimico se asocian a los hidrégenos de los CH;
de las posiciones tres y cuatro del anillo de pirrolidina en d resduo de N-BOCProlina
Findmente a 1.42 ppm agparece una sefid singulete que integra para nueve protones y que
se asgnaalos hidrogenos de los CH; dd grupo ter-butilo..
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En los espectros de RMN-3C obtenidos a 25°C (espectros 11y 12) se observan 15 sefides,
En la region de los carbonos sp? se tiene una sefid en 171.9 ppm de carbono cuaternario, la
sefid corresponde a é&omo de carbono dd carbonilo del grupo amida del enlace peptidico.
En 171.7 ppm hay otra sefid de carbono cuaternario que se asocia a domo de carbono del
carbonilo del éster metilico. En 136 ppm se gprecia una sefid més de carbono cuaernario,
gue s asigna d aomo de carbono ipso dd anillo aromético en d residuo de fenildanina. A
campo ligeramente mas dto, a 129.2 ppm se tiene una sefid que en & experimento DEPT
(espectro 12) se relaciona con un CH y que se propone pertenece a los &omos de carbono
en poscion meta dd mismo anillo aromético; aamismo, la sefid a 1285 ppm es también
de un CH y se asigna a los &omos de carbono en posicion orto dd mismo anillo aromético.
En 127 ppm hay una sefid que en € experimento DEPT se vincula a un CH y que se asocia
a aomo de carbono en posicion para en d mismo anillo aomédico. En la region de los
carbonos sp® a 80.7 ppm, se tiene una sefid de carbono cuaternario que por su valor de
desplazamiento quimico corresponde a un carbono base de oxigeno; considerando esto, se
propone que la sefial es dd domo de carbono base de oxigeno dedl grupo ter-butilo. En 60.4
ppm se observa una sefid de CH que pertenece a carbono de la posicion dos de anillo de
pirrolidina. En 52.9 ppm hay una sefid de CH que se asocia d &omo de carbono ad grupo
carboxilo de éster metilico en @ residuo de fenildanina. En 52.2 pom aparece una sefid de
CHs que por desplazamiento quimico pertenece a un carbono primario base de oxigeno de
éster por 1o que se asigna d grupo metilo dd éster metilico. A campo mas dto encontramos
en 46.9 ppm una sefid de carbono secundario (CH,) base de nitrégeno que se asocia a
atomo de carbono de CH, de la posicidn cinco en d anillo de pirrolidina. En 38.2 ppm hay
una sefia que en DEPT corresponde a un CH, y que se propone es del carbono CH, de la
posicién bencilica dd resduo de fenildanina A continuacion, a 30.3 ppm se muestra otra
sefial de CH, que s vincula d &omo de carbono de la posicion tres del anillo de
pirrolidina. A un lado se puede observar una sefid intensa de CH3 a 28.3 ppm gue se asocia
a los &omos de carbono de los CH3 del gruypo ter-butilo. Finamente, a 23.9 ppm, aparece
una sefid de CH, que pertenece a domo de carbono de la posicion cuatro del anillo de
pirrolidina

En d espectro de infrarrojo (espectro 13) obtenido en padtilla de KBr se observa una banda
a 3283 cmi* correspondiente a la vibracion N-H de una amida secundaria, en 3080 cm* se
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tiene una banda correspondiente a la vibracion GH de un anillo aromético y en esta misma
zona del espectro a valores menores de 3000 cm' hay bandas que corresponden a
vibraciones GH de sistemas saturados. En 1748 ciit aparece una banda que corresponde a
la vibracion C=0 de un éster difético, a continuacion en 1695 cm® se tiene otra banda que
pertenece a la vibracion C=0 de una amida. En 1554 cni* se tiene una banda que se asigna
a la vibracon C-O de édter. En la espectrometria de masas por impacto eectrénico
(Espectro 14) se muestrael ion molecular [M*] am/z 376.

Para conocer € comportamiento generd del méodo, se redizd una serie de dipéptidos
derivados de la N-BOC-Pralina (1) con cada uno de los aminoécidos involucrados en la
secuencia peptidica que se condruiria, los rendimientos de estas reacciones solo se
evduaron por RMN-'H y solo muestran una tendencia generad del comportamiento de la

reaccion con digtintos aminoacidos, 1os resultados se muestran en la tabla 1.

dipéptido % rendimiento
N-BOCProGly 41
N-BOCProPro 68
N-BOCProThr 45
N-BOCProLeu 78
N-BOCProTrp 71

Tabla 1. Rendimientos obtenidos para | os dipéptidos derivados de la N-BOC-Prolina.

Como puede apreciarse, los acoplamientos con Glicina (Gly) y Treonina (Thr) muestran los
vaores de rendimiento comparativamente més bgjos.
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Esquema 31. Dipéptidos con N-BOCPro

Acoplamiento N-BOCProGly

Para redizar este acoplamiento se utilizaron cuatro equivaentes del zwitterion de Glicina y
la formacion de los éteres de benzotriazol, asi como la reaccion de acoplamiento, se
redizaron de acuerdo a lo descrito previamente para la formacion ded dipéptido con
fenildanina Como resultado de la reaccién se obtiene una mezcla N-BOCProGly (I1b) y
HOBT. En & espectro de RMN-*H obtenido en 200 MHz (espectro 15) se pueden observar
las sefides correspondientes d HOBT y d dipéptido N-BOCProGly. La relacion HOBT:N-
BOCProGly que se observa es de 2.5:1, se obtuvieron 252 mg de dicha mezclay se patié
de 200 mg de N-BOCPro. Las sefides correspondientes d HOBT son las Sguientes. en
primer término se tiene a campo bgo una sefid smple ancha a 10.05 ppm que integra para
dos protones y que corresponde a los hidrégenos del grupo OH del HOBT y dd grupo
carboxilo del dipéptido N-BOCProGly. A continuacion en 7.9 ppm y 7.68 ppm, se observan
dos sefides dobles con constantes de acoplamiento de 8.2 Hz y 7.6 Hz respectivamente, que
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integran cada una para un protén y que se asocian con los hidrogenos de las posiciones 4 y
7 dd anillo de HOBT. A campo ligeramente més dto, arededor de 7.43 ppm, se observan

dos sefides triples sobrepuestas que no obedecen a un comportamiento de primer orden que
integran conjuntamente para dos protones y que se asgnan a los hidrogenos de las
posiciones 5 y 6 dd anillo de HOBT. Las sefides correspondientes a dipéptido no se
resuelven totalmente debido a la presencia de puentes de hidrégeno y conformaciones de la
molécula; las sefides, descritas de manera generd, son las siguientes: a campo bgo se tiene
la sefid ya descrita a 10.05 ppm que incluye a los protones del grupo carboxilo, a
continuaciéon a 7.2 ppm y 6.8 ppm s muestra un par de sefides cuya integrd no esta
determinada y que se propone pertenecen d proton del grupo NH del enlace peptidico, se
observan dos sefides debido a las conformaciones que puede adoptar la molécula. En 4.2

ppm hay una sefid smple ancha que integra para un proton (respecto a los otros protones
dd dipéptido) y que se vincula d hidrogeno en posiciona d grupo carbonilo dd anillo de

pirrolidina En 3.99 ppm aparece un sstema AB (J= 17 Hz) que integra para dos protones y
gue corresponde a los hidrégenos diasterotépicos del residuo de Glicina. En 3.86 ppm y
3.47 ppm se tienen dos sefides smples anchas que se asignan a los protones de la posicion

cinco del anillo de pirrolidina. Entre 23 y 1.7 ppm se muestra un conjunto de sefides que
integra para cuatro protones y que se propone son de los hidrégenos de los grupos CH, de
las posciones tres y cuaro dd anillo de pirrolidina. Findmente en 1.45 ppm, se tiene un
gngulete que integra para aproximadamente nueve protones y que s asgna a los
hidrogenos de grupo ter-butilo. Para cadcular la proporcion de ambos compuestos se
usaron las sefides a 7.9 ppm para é HOBT y a 4.2 ppm paa € dipéptido N-BOCProGly
(11b).

Acoplamiento N-BOCProPro

El acoplamiento se redizd de acuerdo a lo destrito anteriormente utilizando cuatro
equivaentes dd zwitterion de Prolina. Como producto de la reaccién se obtiene una mezcla
dd dipéptido N-BOCProPro (lc) y HOBT. En & espectro de RMN-H obtenido a 200
MHz (espectro 16), se tienen las sefides correspondientes a ambos compuestos. La relacion
HOBT:N-BOCProPro es 1.49:1. Se obtuvieron 341 mg de mezcla y d igud que en €
acoplamiento anterior se partio de 200 mg de N-BOCProlina. Las sefides usadas para



cdcular la relacion HOBT :dipéptido fueron la sefid a 7.9 ppm para € HOBT y la sefid a
4.5 ppm para € dipéptido. Las sefides correspondientes d anillo de HOBT y su asignacion
son las mismas que las observadas en € caso anterior. Las sefides dd dipéptido N-
BOCProPro son en genera bastante complegas debido a las conformaciones que adquiere €

compuesto asi como a la presencia de puentes de hidrogeno, las sefides son las sguientes:

En 9.02 ppm se observa una sefid smple ancha que corresponde a los hidrégenos del
HOBT y del grupo carboxilo del dipéptido. Alrededor de 4.5 ppm se tiene un conjunto de
sefides que integra para dos protones (respecto a los otros protones del dipéptido) y que por
desplazamiento quimico se propone pertenecen a los hidrégenos en posicion dfa a los
grupos carbonilo en cada uno de los anillos de pirrolidina. Alrededor de 35 ppm, se
muestra otro conjunto de sefides que integra para cuatro protones y que se asgna a los
hidrogenos en posiciona a nitrdgeno en ambos anillos de pirrolidina El sguiente conjunto

de sefides gparece drededor de 2 ppm, la integra asociada a este grupo de sefides adquiere
un vaor relativo de ocho protones y se asocia a los hidrogenos de las posiciones tres y
cuatro de ambos anillos. Findmente, en 144 ppm y en 1.38 ppm s presentan dos
snguletes que integran para nueve protones y que se relacionan con los hidrogenos de
grupo ter-butilo. Los dos singuletes corresponden a dos digtintas conformaciones de la
molécula

Acoplamiento N-BOCPro-Thr

El acoplamiento se rediz0 de acuerdo a procedimiento generad descrito anteriormente
utilizando cuatro equivdentes dd zwitterion de Treonina. Como producto de la reaccion se
obtiene una mezcla ddl dipéptido N-BOCProThr (I1d) y HOBT. En € espectro de RMN-'H
obtenido a 200 MHZ (espectro 17) aparecen las sefides correspondientes a ambos
compuestos. La relacion HOBT:N-BOCProThr observada es de 1611 y las sefides
utilizadas para € cdculo fueron la sefid a 7.9 ppm para d HOBT vy la sefid a 1.17 ppm
para € dipéptido. Se obtuvieron 234 mg de la mezcla a partir de 200 mg de N-BOCProlina.
Las sefides correspondientes d anillo de HOBT y su asgnacion son las mismas a las
observadas en @ caso anterior. Las sefides correspondientes d dipéptido N-BOCProThr

son las dguientes. En 7.15 ppm e tiene una sefid doble ancha con una congante de
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acoplamiento de 8.6 Hz que se asocia d hidrogeno unido a aomo de nitrogeno dd enlace
peptidico. En 4.97 ppm se observa una sefid smple bastante ancha que se asigna a los
hidrogenos de HOBT, de grupo carboxilo y a grupo hidroxilo del residuo de treonina A
continuacion en 451 ppm hay una sefid doble ancha que integra para un proton (con
repecto a los otros protones del dipéptido) y que se vincula d hidrégeno en posiciénad

grupo carboxilo del resduo de treonina. En 4.29 ppm se presenta un conjunto de sefides
gque integra para dos protones y que corresponden a dos sefladles empamadas, por
desplazamiento quimico se propone pertenecen d hidrogeno de la posicién dos dd anillo
de pirrolidina'y a hidrogeno de CH base de oxigeno en € residuo de treonina. En 3.5 ppm
*£ muedra una sefid multiplete que integra para dos protones y que se asigna a los
hidrégenos de la posicion cinco del anillo de pirrolidina En 20 ppm hay un conjunto de
sefides que integra para cuatro protones y que corresponde a los hidrégenos de las
posiciones tres y cuaro de anillo de pirrolidina A continuacidon, s tiene una sefid
singulete a 1.45 ppm que integra para nueve protones y que pertenece a los hidrégenos del

grupo ter-butilo. Findmente, a 1.17 ppm hay una sefid doblete que posee una congtante de
acoplamiento de 6.4 Hz y que se asocia a los hidrégenos del grupo metilo del residuo de
treoning, la sefid se encuentra sobrepuesta con otra sefid doblete mas pequefia que es
debida a efectos conformacionaes de la molécula,  conjunto de ambas sefides integra

paratres protones.

Como puede observarse @ espectro es en generd bastante complgo y en muchas de las
sfides no se puede determinar la multiplicidad correspondiente, esto se  debe
principamente, como ya e dijo, a efectos conformaciondes y a la presencia de puentes de

hidrogeno.
Acoplamiento N-BOCPro-Leu

El acoplamiento se redizO de acuerdo d procedimiento generd descrito anteriormente
utilizando cuatro equivalentes dd zwitterion de Leucina Como producto de la reaccion se
obtiene una mezcla dd dipéptido N-BOCProLeu (I1€) y HOBT. En d espectro de RMN-'H
obtenido a 200 MHz (espectro 18) se tienen las sefides correspondientes a ambos
compuestos. La rdacion HOBT:N-BOCProLeu observada fue de 12511 y las sefides
consderadas para redizar € cdculo fueron la sefid a 7.68 ppm para € HOBT vy las sefides
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a 34 ppmy 0.9 ppm para @ dipéptido. Se obtuvieron 376 mg de la mezcla a partir de 200
mg de N-BOCPro. Las sefides correspondientes d anillo de HOBT y su asignacion son las
mismas a las observadas en los casos anteriores. Las sefiades correspondientes a dipéptido
son las dguientes. a campo bgo a 8.16 ppm e tiene una sefid sSmple ancha que se asocia a
los hidrégenos dd grupo carboxilo del dipéptido y a los hidrégenos de grupo OH de
HOBT. A goroximadamente 7.3 ppm se observa una sefid ancha que junto con la sefid a
6.68 ppm, se asignan a hidrogeno unido d nitrogeno dd enlace peptidico, la presencia de
ambas sefides s explica por la exigencia de conformaciones que adopta la molécula en
solucion. A continuacion, aparece una sefid smple ancha a 4.52 ppm que integra para un
protdn (con respecto a los otros protones asignados al dipéptido) y que se propone
pertenece d hidrégeno en posciéona d grupo carboxilo del residuo de leucina
Continuando en direccion de campo adto se presenta una sefid a 4.26 ppm que integra
también para un protén y que corresponde d hidrégeno en posicion ad grupo carbonilo del
enlace peptidico en € anillo de N-BOCProlina. En 344 ppm se tiene una sefid smple
ancha que integra para dos protones y que se vincula por desplazamiento quimico a los
protones de la posicion cinco en d anillo de pirrolidina en € resduo de N-BOCProlina.
Continuando hacia campo dto se observa un conjunto de sefides montadas entre 24 y 1.3
ppm. El conjunto de sefides integra para aproximadamente dieciséis protones, dentro de
ede conjunto de sefides podemos asignar por desplazamiento quimico las sguientes. la
sefid a 2.12 ppm se propone es de los hidrégenos de la posiciones tres y cuatro dd anillo de
pirroliding, la sefid a 1.9 ppm se asocia a su vez d hidrogeno dd CH dd grupo isopropilo
dd resduo de leucing; d conjunto de sefides contiguas observadas a campo dto adrededor
de 1.7 ppm pertenecen a grupo CH, dd resduo de leucing; findmente, se establece que la
sefid singulete a 1.45 ppm es de los hidrogenos del grupo ter-butilo. Por Ultimo, a campo
ato a 0.9 ppm se presenta una sefid doblete que integra para seis protones y que se asigna a
los grupos metilo del resduo de leucina.

Acoplamiento N-BOCProTrp

El acoplamiento s llevd a cabo dguiendo € mismo procedimiento usando cuatro
equivaentes dd zwitterion de triptofano. Como producto de reaccidn se obtiene una mezcla
de dipéptido N-BOCProTrp (If) més HOBT. En & espectro de RMN-*H obtenido a 200
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MHz (espectro 19), se presentan las sefides correspondientes a cada uno de los
compuestos. La relacion HOBT:N-BOCProTrp que se observa en € espectro es de 1.87:1,
las sefides utilizadas para evaduar esta proporcion fueron: la sefid a 7.88 ppm para €
HOBT vy la sefid a 4.83 ppm para € dipéptido N-BOCProTrp. Al find de la reaccion se
obtienen 452 mg de la mezcla a patir de 200 mg de N-BOCPro. Las sefides
correspondientes a HOBT son las mismas a las observadas en los casos anteriores,
mientras que las sefides correspondientes a dipéptido son las sguientes a campo bago
drededor de 9 ppm aparece una sefid smple ancha que integra para un protén (con
respecto a los otros protones del dipéptido) y que corresponde d hidrégeno unido a
nitrégeno en @ anillo de indol en d residuo de triptofano. En 7.59 ppm se tiene una sefid
doble ancha con una congante de 7.2 Hz que integra para un proton y que se asigna d
hidrogeno de la podcion cuatro del anillo de indol. A continuacion, en 7.33 ppm se tiene
otra sefid doble, montada con las sefides dd anillo de HOBT, que se establece pertenece d
hidrégeno de la posicion 7 dd anillo de indol. Entre 7.2 y 7.0 ppm hay un conjunto de
seflales que integran en total para cuatro protones, en & conjunto podemos observar en
primer término a 7.13 ppm una sefid ddd con constantes de acoplamiento de 7, 7y 1.4 Hz
que pertenece d hidrogeno en la podcion sais dd anillo de indol. Asmismo, e tiene una
sefial ddd a 7.05 ppm con constantes de acoplamiento de 7, 7 y 1.2 H que se asocia d
hidrogeno de la posicion 5 del anillo de indol. Montada con la sefid anterior hay una sefid
smple ancha que se propone corresponde a hidrogeno unido a nitrogeno del enlace
peptidico. Continuando hacia campo dto, se muestra en 4.83 ppm una sefid cuadruple
ancha que integra para un protén y que se vincula d hidrogeno en la posiciéona d grupo
carboxilo del resduo de triptofano. En 4.17 ppm se tiene una sefid smple ancha que
integra para un proton y que se asocia d hidrogeno en posiciona d carbonilo de la funcion
amida, ubicado en la posicion dos dd anillo de pirrolidina. En seguida, se observa la parte
AB de un ssema ABX. La primera sefid se encuentra en 3.38 ppm y tiene congtantes de
acoplamiento de 14.8 y 5.2 Hz, la segunda sefidl aparece a 3.28 ppm y tiene constantes de
acoplamiento de 14.8 y 58 Hz, en conjunto las sefides integran para dos protones y
corresponden a los hidrogenos diagterotopicos del CH, unido d anillo de indol en d
residuo de triptofano. Montada con la sefid doble de doble a 3.28 ppm se muestra una sefia

smple ancha a 3.24 ppm que integra para dos protones y que pertenece a los hidrégenos de
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la posicion cinco dd anillo de pirrolidina. Findmente, entre 1.2 y 2.2 ppm hay un conjunto
de sefides que integra para trece protones, en donde encontramos a 1.35 ppm una sefid
sngulete correspondiente a los protones del grupo ter-butilo y un conjunto de sefides que
s propone pertenecen a los hidrégenos en las posiciones tres y cuaro dd anillo de

pirralidina

Sintesis de la secuencia peptidica N-BOCProPheGlyProThrLeuTrp

La secuencia peptidica se comenz6 a partir de N-BOCProlina, asi @ primer aminoécido que
e acoplo fue la fenildanina Para llevar a cabo este acoplamiento se utilizaron 4.64 mmol
de BOCPro (1 g), que se activaron en diclorometano (DCM) utilizando 1.5 equivaentes de
HOBT y 1.5 equivdentes de DCC. Una vez formados los ésteres activados, se evaporo €
DCM vy se redisolvieron en THF. Findmente, se adiciond una disolucion en THFH,O del
zwitterion de fenildanina liberado con NaOH 1 N (1858 mmol, 4 equivaentes, 1.07g). La
reaccion se mantuvo en agitacion congtante durante veinte horas a temperatura ambiente.
Pogteriormente, se trabgjo la reaccién de acuerdo con la metodologia descrita en la parte
experimental. Como producto de la reaccion se obtiene la mezcla dd dipéptido |1 y HOBT
(Esquema 32). Para identificar cuditativamente a dipéptido se obtuvo d espectro de
resonancia de la mezcla dipéptido:HOBT (Espectro 20).

ZT
+

z. .z
z

1) DCC, HOBT,
OH CH2C| 2, hr.
)N 2)4 B N
&0 NH,

o ° W@ 07 “OH OH
/‘\ N2 HOBT
I THF/ H,0 I
3) HO0"

Esquema 32. Formacion del dipéptido 11.
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A esta mezcla de reaccion se adiciond € 90% de la cantidad de DCC usada en d primer
acoplamiento, la mezcla se disolvié en dicorometano para obtener los correspondientes
esteres de benzotriazol del dipéptido 11. Posteriormente, después de una hora de reaccion se
cambié d disolvente por THF y se adicion6 una disolucion en THF/H,O dd zwitterion
liberado de Glicina (16.72 mmol, 4 equivaentes, 1.25g) . La resccion se agitd a
temperatura ambiente por 20 horas. Posteriormente, se trabg o la reaccion de acuerdo con la
metodologia descrita en la parte experimental para obtener la mezcla del tripéptido 111 y
HOBT (Esquema 33). Para determinar cuditativamente la presencia dd tripéptido, se
obtuvo € espectro de RMN-'H de la mezcdla, en d que es posible obsarvar la sefid
correspondiente a los hidrogenos diasterotépicos del metileno dd residuo de glicina a 4.0
ppm (Espectro 21).

%H 1)DCC
N + HOBT CH.Cl,, 1hr. H
/& 2Llo - <Nj\WN +  HOBT

0o
0 =~ 07 ToH 2)4ed. o

NH
/’\ Y o/gooo NA]&O
N§@O /*\ H OH
I
THF / H,0

3) H,0*

Esquema 33. Formacion del tripéptido |11.

A continuacion, se procedié a redizar  sSguiente acoplamiento en donde nuevamente se
adicion6 € 90% de la cantidad de DCC usada en @ acoplamiento anterior para formar los

correspondientes ésteres activados de benzotriazol del tripéptido en diclorometano. Al paso

" La cantidad usada de zwitterion corresponde a unarelacion 4:1 con respecto ala cantidad de producto si se
hubiera obtenido el 90% de rendimiento en el acoplamiento previo. De esta manera, 10s cuatro equivalentes
del zwitterion corresponden a una cantidad menor en mmol (el 90%) a la cantidad de zwitterion usada en el
acoplamiento anterior.
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de una hora, se cambio d disolvente por THF y se adicioné una disolucion dd zwitterion
liberado de Prolina (15.05 mmol, 4 equivaentes, 1.73g) ", la reaccion se agitd por 20 horas a
temperatura constante y se trabgj0 de acuerdo a lo descrito en la parte experimentd para
obtener € tetrgpéptido 1V mezclado con HOBT. Para determinar cuditativamente la
presencia del tetrgpéptido se obtuvo @ espectro de resonancia magnética nuclear de
hidrogeno de la mezcla de 1V y HOBT (Esquema 34). En € espectro se observa como sefial
caracterigtica la gparicion en 45 ppm de una sefid que corresponde a hidrégeno en
posicién dfa d grupo carboxilo en d anillo de pirrolidina dd residuo de prolina que s ha

acoplado (Espectro 22).

H + 1) DCC
HOBT :
<Njﬁ‘/ N CH2C|2, hr.
= H +  HOBT
OH 0] O
O @]
4\ Ngé) o H/\f

i THF/ H,0 4\ w
3) HyO" HO
Esquema 34. Formacion del tetrapéptido 1V.

En d dguiente acoplamiento, para formar los ésteres activados correspondientes, se
adicion6 d 90% de la cantidad de DCC usada en € acoplamiento previo a la mezcla dd
tetrapéptido 1V y HOBT; después de esto se procedio a cambiar € disolvente y a adicionar
la disolucion en THF/agua dd zwitterion liberado de treonina (13.54 mmol, 4 equivaentes,
161 g)". Findmente, la reaccion se mantuvo en agitacion por veinte horas a temperatura
ambiente. Como producto de reaccion se obtuvo principdmente la mezcla del pentapéptido
V y HOBT. Para determinar cuditativamente la presencia del pentapéptido V, se obtuvo
espectro de RMN-1H (200 MHz) de la mezcla pentapéptido:HOBT (Esquema 35). En d
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espectro se observa como sefial caracteristica una sefid doblete a 1.19 ppm (J = 6.4 Hz) que
seasgnad grupo metilo dd residuo de treonina (Espectro 23).

H + noeT  URie
NN S L L (N\J\WH + HOBT
2) 4 eq.
O 0
oo N Q. NH; AN. o0 o
oH | oo © PN
1 VB TN o oo
HO THF/ H,0 m
HO NH
Y 3) Hz0"
HO
v

Esguema 35. Formacion del pentapéptido V.

El quinto acoplamiento se redizd consderando también la adicion de 90% de la DCC
usada en @ acoplamiento previo para formar los correspondientes ésteres activados de
pentapéptido en diclorometano; después de esto se redizd € cambio de disolvente y se
adicion6 la disolucion en THFH,O dd zwitterion liberado de leucina (4 equivaentes,
12.19 mmol, 159g)", como producto se obtuvo la mezcla dd hexapéptido VI y HOBT
(Esquema 36). Para verificar cuditativamente la presencia del hexapéptido se obtuvo €
espectro de RMN-'H (200 MHz) de la mezcla, en donde se puede observar una sefid
smple acha en 0.89 ppm que se adgna a los hidrogenos de los dos grupos metilo

presentes en d residuo de leucina (Espectro 24).

H 1) DCC,
\ N + HOBT CH,Cly, 1hr. H + HOBT
A 2)4eq

6™N0 7 >N 0 © o” N °
oH H
0 w N® o O N
HO NH THF /H,0 \ m
3) HO* H
HO HO
v VI

Esquema 36. Formacion del hexapéptido VI.
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Findmente, para redizar € sexto y Ultimo acoplamiento se decidio acoplar € triptéfano
sguiendo la metodologia descrita anteriormente. Por o que para obtener los
correspondientes ésteres activados del hexapéptido VI se adicion6 € 90% de la cantidad de
DCC usada en d acoplamiento previo. La activacion s llevd a cabo en DCM, que fue
evgporado y sudituido pogeriormente por THF. Se adicionaron cuatro equivaentes del
zwitterion de triptofano (9.22 mmol, 1.2g9)° que se liberaron usando una disolucion de
NaOH 1M, a continuacion se adiciond THF a la solucidén acuosa y la nueva disolucion se
adicion6 lentamente a la solucién de los ésteres activados del hexapéptido. La reaccion se
agitd por veinte horas a temperatura ambiente y por Ultimo se trabgd para obtener la
mezcla de HOBT y d heptapéptido VII (Esquema 37). Para determinar cuditativamente la
presencia del heptapéptido se obtuvo & espectro de RMN-'H de la mezcla, en donde se
observa como sefides caracterigticas las sefides a 9.28 ppm correspondiente d  hidrégeno
de la poscidon 1 en d anillo de indol en & residuo de triptofano, asi como la sefid doble a
7.5 ppm (J = 7.6 Hz) que corresponde a hidrégeno de la posicion 4 en  mismo anillo
aromético (Espectro 25).

Ny 1) DCC,
<N\JWN CH,Cl,, 1hr. H
N
N
ﬂ\ P ) o 2)4eq. O NH,
o0 " o HAf >L

A o
o)
HO \ N THF/H,0 /7 HO N m
H + 3)HO" N H N
HO H |
HOBT o
VI N
H
vii

+ HOBT

Esquema 37. Formacion del heptapéptido V1.

Es importante mencionar que la decision de adicionar € 90% de la cantidad de DCC usada
en d acoplamiento previo, obedece d hecho de querer evitar la formacion de la N-acilures;
ya que un exceso de DCC representaria una disminucion en la concentracion de HOBT
disponible para formar los correspondientes ésteres activados, en estas condiciones, la

disminucion de HOBT provocaria que d intermediario de O-acilurea tuviera solo como
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rutas dternativas la formacion del anhidrido smétrico correspondiente como producto del
atague de una molécula dd &cido, o hien, se presente la trangposicion hacia la N-acilurea.
Ademas, una disminucion en la cantidad de HOBT, favoreceria la dbdtraccion
intramolecular dd proton dfa de la O-acilurea, aumentando la probabilidad de formacion

de epimeros durante & acoplamiento.

Como dede € inicio de la sintess se pate de un exceso estequiométrico de HOBT,
consderamos que éste Ultimo se puede mantener sempre en exceso con respecto d &cido
caboxilico que s forme durante la secuencia sntética; sn embargo, es importante
considerar posibles pérdidas en la cantidad de HOBT debidas d trabgjo de la reaccion; por

lo tanto, después de cada acoplamiento se decide adicionar 10% menos cantidad de DCC.

La mezcla dd heptapéptido VII con HOBT se separé por cromatografia en columna. La
separacion permitio obtener de las fracciones més polares de la cromatografia (mezclas
AcOEt:metanol), 1.763g de un sdlido blanco que se descompone antes de fundir a
goroximadamente 130°C. Como durante la secuencia no se evauaron de manera directa los
rendimientos en cada acoplamiento se decidié hacer una evduacion dd rendimiento globd
por HPLC. De este modo, se tomd una muestra del solido obtenido y se obtuvo d perfil
cromatogréfico de la misma, en d andiss s utilizd un gradiente metanol-&cido formico
acuoso (1%) (30:80:100) como fase movil y una columna Nucleosl C-18 de 25 cm de
largo, con un diametro de 4.6 mm y un tamafio de particula de 5mm. La longitud de onda
utilizada para la lectura en HPLC-UV fue de 285 nm. El compuesto con la secuencia linedl
esperada se obtiene de la mezclas de dusidén metanol-acido formico acuoso (1%) 80:20. En
e andiss por HPLC-UV (Figuras 3 y 4) se observa una sefid a un tiempo de retencion de
23.9 minutos, la sefid tiene un porcentgje de area bgo la curva de 48.39%. Esta sefid
corresponde a heptapéptido  N-BOCProPheGlyProThrLeuTrp. Para poder determinar |o
anterior, s redizd € andiss de la muedtra acoplando @ equipo de HPLC a un
espectrometro de masas, ahi se obsarvé que @ pico con tiempo de retencién de 23.8
minutos poseia un espectro de masas en donde se encontraba € ion molecular a m/z 917.5
(M*+1) (Figura 4).



De este modo, a obtenerse 1.763g como producto d find de la secuencia de sintesis lined
dd heptapéptido  N-BOCProPheGlyProThrLeuTrp, @ porcentge de rendimiento de la

sintesis es dd 20%, s consideramos que en la mezcla obtenida € 48.4% es dd producto

deseado. Ahora bien, consderando que se redizaron seis reacciones de acoplamiento, €

rendimiento promedio por acoplamiento es del 86.7%.

Auto-Sealed Chromatogram
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Figura 3. Andisis por HPLC-UV de la muestra del sdlido obtenido a término de la sintesis lined de

la secuencia peptidica.
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Auto-Scaled Chromatogram

0 m? ,L
} B
eaiic? 4]
050 |
0.4
2 g
0.3 I | Et E
=2 E f =+
0.2 } 2 § E &
010/ Y A M
L] Dﬂ'i__ 5 P .\*f \':, {' ¢ & ) \"- g
2ﬂ:l:|l:| I IE'!EIJD . 22!0(‘! .2.3.00 e 24!‘)'}. - 25:EID : EE!LII I I?EN
Mintes
Cmpd 5, 23.8 min
Iriene_.? . cpr00055.d: +MS, 23.6-24.0min, 100%=11709965
%10/ 3
125 9175
1.0
0.?5%
0.504
:
0.254
: 357.1 i f“‘ 817.4
0.00 o T ™ i T T
200 400 600 800 1000 mfz

Figura 4. Expansion del cromatograma obtenido por HPLC-UV y espectro de masas de la sefial

obtenida a 23.8 minutos de tiempo de retencion en e andisis por HPL C-masas que corresponde ala
secuencia peptidica N-BOCProPheGlyProThrLeuTrp.
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De manera pardela d andiss anterior, se redizo la metilacion de una muestra dd  producto
de acoplamiento lined utilizando diazometano. La mezcla resultante de la reeccion s
separd por cromatografia en columna, se reunieron las fracciones euidas con acetato de
eilo y s redizd un andiss por HPLC usando las mismas condiciones de dusion que para
el caso anterior. En € cromatograma obtenido dd andisis por HPLC-UV (Figuras 5y 6),
se observa una sefid a 21.8 minutos cuyo porcentgje de area bagjo la curva es de 49.94%.
Esta sefid correponde d  compuesto  metilado  dd heptapéptido N-
BOCProPheGlyProThrLeuTrp, pues d acoplar € equipo de HPLC a un espectrdmetro de
masas se observa que la sefid con un tiempo de retencion de 21.8 minutos corresponde a un
compuesto en cuyo espectro de masas se observa @ ion molecular [M+1]" a m/z 931.7
(Figura 6). Consderando @ &ea bgo la curva observada en @ andisis asi como un
rendimiento del 100% paa la metilacion de producto y la separacion por columna
cromatogréfica abierta de la mezcla de metilacion, en la que s metilason 100 mg y se
obtuvieron 89mg; d rendimiento dd acoplamiento lined de la secuencia obtenido de edta
manera fue de 18%, mientras que € rendimiento promedio por acoplamiento seria de
86.4%.

El porcentge de rendimiento obtenido para la sintesis lined es Smilar en ambos casos y
como es de espeararse, dadas las condiciones de mayor manipulacion en d caso de la
muestra metilada, € rendimiento caculado es menor. Por otra parte, resulta 16gico pensar
gue d find de la sintesis de la secuencia lined por la edrategia propueta se obtengan
mezclas de secuencias incompletas. Este hecho es sn duda un evento que en las
condiciones de trabgo propuestas no se puede evitar, debido a que los aminoécidos se van
acoplando uno tras otro a la manera como se hace en la sintesis en fase olida, es decir, Sn
adar completamente € producto de la reaccion. Sin embargo, d find de la secuencia es
factible redizar una separacion. En nuestro caso, la separacion por cromatografia en
columna abierta permitié separar parte ded HOBT remanente y la mayoria de las secuencias

incompletas.
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Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 5. Andisis por HPLC-UV de la muestra metilada del solido obtenido a término de la
sintesis linea de la secuencia peptidica.
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Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 6. Expansion del cromatograma obtenido por HPLC-UV y espectro de masas de la sefial
obtenida a 21.8 minutos de tiempo de retencion en e andisis por HPL C-masas, correspondiente ala
secuencia peptidica BOCProPheGlyProThrLeuTrpOMe.
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De este modo, solo s pudieron detectar agunas secuencias incompletas en € andiss
hecho por HPLC de la muestra metlada (Figura 7), como la secuencia
BOCProPheGlyProThrLeuOMe, cuya sefial de ion molecular M™+1 a m/z 745.5 se observa
en d andiss por HPLC-masas y que corresponde a la sefid con tiempo de retencion de
19.8 minutos, cuyo porcentgje de &ea bgo la curva es de 065%. Asmismo, se observa la
presencia de la secuencia BOCProPheGlyProThrTrpOMe, que se identifica por la sefid de
su ion molecular M*+1 a m/z 8185 en @ andisis por HPLC acoplado a masas. En d
cromatograma obtenido en d andiss por HPLC-UV la sefid correspondiente es la de
tiempo de retencion de 20.5 minutos que tiene un porcentge de &ea bgo la curva de
414%. Fndmente, la Udtima secuencia obsarvable es  la secuencia
BOCProPheGlyThrLeuTrpOMe que se identifica por la sefid de su ion molecular M'+1 a
m/z 834.6 en € andlisis por HPLC acoplado a masas y que se asocia a la sefid con tiempo

de retencién de 21.2 minutos en d andiss HPLC-UV en donde € porcentge de area bgo

lacurva esde 9.22%.
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wm.;;i' CprO00%3.0- +MB, 18.0-20, 1min, 100%=2547 350 I-T.IT:EE CpO0S3.d; +hI3, 20.1-20.7rin, 100%=1605864
x105] ]
3 7455 o] BI85
2 r.n%
] 666.5
] G455
1] l ' n.j 544.4 J l
ol : bl Jluilh i 0.01 . | l ll. J:.I!I Lphdl I
200 400 800 B0 1000 miz 200 400 BOG BOO 1000 miz
Cmpd 4, 21.2 min
Intens. | cprO0053 4 MS, 20.7-21 S, | D00 =0603081|
xiof]
34
BI4.B
'2.
T48.5
] y E17.5 [
U- ; A:IEH 6.4 |“ I.L 1], , ilpisa
200 400 600 BoOO 1000 miz

Figura 7. Espectros de masas de algunas sefiales observadas por HPLC correspondientes a
secuencias metiladas incompl etas.
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M acr olactamizacion. Obtencion de Phakdlistatina-13.

Para redizar la sintesis de la phakdligatina- 13 fue necesario redizar la desproteccion de un
lote de la mezcla que contenia la secuencia peptidica N-BOCProPheGlyProThrLeuTrp;
para eto se utilizaron 150 mg de esta mezcla, la desproteccion se redizd burbujeando
cloruro de hidrégeno en DCM seco durante diez minutos. Como producto de la reaccion se

obtuvo un sdlido blanco insoluble en diclorometano (Esquema 38).

PN 0 o H2
0 0" N

CH.CI 3( %00) o

(0] 0o H/Y -
O o @ N 10 min.
HO m 0°C
N
H N NH
| H
N HO
H

VI

Esquema 38. Reaccion de desproteccion del grupo BOC.

La reaccion de macrolactamizacion se disefid teniendo como antecedente que es posible
redizar la formacion dd enlace peptidico utilizando un materid solido catditico de carécter
bésco ded tipo hidrotacite®. Adiciondmente, se redizd una prueba para determinar la
capacidad de epimerizacion del soporte sdlido, para lo cud se utilizd un lote del dipéptido
N-BOCProPheOMe (56 mg) d que se adicionaron 250mg de hidrotalcita AldricH® y 50 mL
de DCM seco. La mezcla se mantuvo en agitacion condante y a reflujo durante veinticuatro
horas. Al término de este periodo de tiempo ® recristdizo @ producto de éer-hexano y se
midio la rotacidon dptica en metanol a 25°C, resultando en este caso de -48.8. ASmismo se
obtuvo e espectro de RMN-'H a 50°C (Espectro 26) dd producto expuesto a la
hidrotdcita, € espectro presenta las mismas sefides que @ compuesto no tratado con
hidrotacita y no se observan sefides correspondientes a epimero. De esta manera, se puede
determinar que es préacticamente nula la poshilidad de epimerizacion mediante la

abgtraccion directa de un hidrogeno dfa en un éter mediante d uso de hidrotalcita Con

® Cruz Montes de Oca, Algjandro. Nuevo método de formacién del enlace peptidico. Tesis de licenciatura
Facultad de Quimica UNAM 2005.
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edos antecedentes, se decidio utilizar la hidrotacita como base para llevar a cabo la
meacrociclizacion de la secuencialined (HCI)NHProPheGlyProThrLeuTrp.

De esta manera, se pesaron 121 mg dd producto que contenian a la secuencia lined
(HC)NHProPheGlyProThrLeuTrp, los cudes se colocaron junto con 300 mg de
hidrotalcita Aldrict®, 32.5mg de HOBT y 100 mL de DCM en un matraz bola de 250 mL,
la mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion congtante bgjo atmoésfera inerte y en bafio de
hido. A continuacion se agregd una disolucion de EDC en DCM seco y se dgo la reaccion
en agitacion congante bgo amadsfera inerte por cinco dias a temperatura ambiente. Una
vez transcurrido este tiempo, se trabgd la reaccion de acuerdo con € procedimiento
decrito en la pate experimentd y findmente se obtuvieron 61mg de un Sdlido blanco
(Esquema 39).

H
® H
24 o EDC 00

0o, S —— Y

HO (e} N Hidrotalcita \ HN 0 o N
H H temp. ,amb. N N NH
\ 5dias H
H HO HO
VI Phakd listatina-13

Esquema 39. Reaccidn de macrociclizacion.

El Sdlido obtenido se andizdé por HPLC-UV y HPLC-masas. En d andiss HPLC-UV
(Figuras 8 y 9) se encuentra una sefid con 22.4 minutos de tiempo de retencion, cuya aea
bgo la curva es de 29.65%; en d andiss por HPLC-masas esta sefid se observa a 22.5
min. y presenta una sefid a m/z 7994 en d espectro de masas que corresponde a ion
molecular mé&s un proton (M*+1) de compuesto ciclico esperado (Figura 9). De edta
manera, de acuerdo con éste andisis, de los 61mg obtenidos, solo € 37% corresponde a

compuesto esperado, es decir 18mg (0.022 mmol). Considerando que se parte de 121 mg de
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mezcla que contiene a la secuencia peptidica liberada, en donde € 48.4% corresponde a la
secuencia  (HCI)NH-ProPheGyProThrLeuTrp’, es decir 5355 mg (0.068 mmol). El

rendimiento de lareaccion de cidlizacion es dd 42%.

Auto-Scaled Chrom atogram
0. 14 s
g
012 ﬁ
010 |
|
g™ |
0.0
g 2
- N
ou{ | '~. fmls 8y ¢ s
1 A o ks Sl I
e ————— e T A o 2B 'Rfl‘f“i'l’i;"'"—.?-iié":ﬂ—““-" gi
000 500 0.0 100 2000 2500 000 3800 4000
s
Peak Results
HWame RT 1 .ﬂrm_- 'ﬁku-lnt Type Processed Channel Deacr.
1| |16.420| 676825 1367 BV PDA2831nm
2| 21698| 130004 283 W ' PDA 283.1 nm
3 22.431!1863802| 37.64 W  PDA283.1nm
4| 23141| 118410 230 |w | PDA 2831 nm
(5| '23.865| 687948 11.87 W PDA283.1nm
5| '24878| 301241, B.08 VB | PDA 283.1 nm
Ed| 'zazazi 165730, 335 VW | PDA 2831nm
8] ‘20190 203840 a1z W ' PDA 283.1 nm
a 32 963 71 130‘ 1,44 . By .F'D.i. ZB3.1 nm
10 .335-44. 2]0433. 4.‘5. vB .PU.H 283.1 nm
ETH 38034 353321 7.14 BB | PDA 283.1 im
12 |47.317 114734 232 BB | PDA 283.1 nm
13 |75428] 143670 2090 BE | PDA283.1nm

Figura8. Andisis por HPLC-UV dd producto de la reaccion de macrociclizacion.

T Se considera que la reaccion de desproteccion procede con un 100% de rendimiento y la proporcion del
heptapéptido no varia.
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Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 9. Expansién del cromatograma obtenido por HPLC-UV y espectro de masas de la sefial con

tiempo de retencidn de 22.5 minutos correspondiente al macrociclo.
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CONCLUSIONES

Se demuestra que es posible formar € enlace peptidico en un medio no anhidro utilizando
un aminoécido N-protegido y € ion zwitter de un segundo aminoacido. De esta manera, se

eliminad paso de desproteccion usado tradicionalmente en lasintesis en fase liquida

Mediante la aplicacion de esta metodologia, es posible redizar 1a unidn de una secuencia
bien definida de varios aminoacidos a través de un acoplamiento sucesivo Sin aidar como

productos intermedios |las secuencias peptidicas obtenidas.

La metodologia permite redizar la formacion de enlaces peptidicos en condiciones mas

favorables y deseables desde un punto de vista técnico, econdmico y ecol gico.
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