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RESUMEN

En los dltimos afios, la sintesis de aminoacidos no-proteinogénicos, y su
uso en la obtencién de péptidos, se ha convertido en un area de gran importancia
en la busqueda de nuevos productos con aplicacion terapéutica, 6 bien de nuevos
compuestos que pueden ser utilizados como bloques de construccién en sintesis

estereoselectivas.

En éste trabajo, se presenta la obtencion de péptidos lineales de cadena
corta preparados mediante técnicas convencionales empleadas en sintesis de
péptidos en disolucion. Los compuestos preparados estan estructuralmente
relacionados con la radiosumina, que es un dipéptido que muestra actividad como

inhibidor de proteasas, y con el lipopéptido antibidtico daptomicina.

Por otra parte, la presencia de grupos funcionales con reactividades
similares en la misma molécula, es una preocupacion evidente durante la
planificacion de una sintesis, y representa un desafio experimental en sintesis de
péptidos, en particular con aminoacidos que contienen cadenas laterales con
funcionalidades carboxi o amino. Con el propésito de evitar los problemas de
quimioselectividad inherentes a estos aminoacidos, se discute el uso de 9-
borabiciclononano (9-BBN-H) para la proteccion selectiva de a-aminoacidos. La
metodologia sintética propuesta, permitié diversas transformaciones en las

cadenas laterales de los aminoacidos empleados.

Todos los intermediarios y productos finales fueron satisfactoriamente
identificados  mediante técnicas espectroscOpicas Yy  espectrométricas

convencionales.
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ABSTRACT

In recent years, the synthesis of non-proteinogenic amino acids, and its use
for the preparation of peptides has become an area of great interest in the search
for new products with therapeutic applications, or new compounds that can be
utilized as building blocks in stereoselective syntheses.

Herein, the preparation of short peptides, using solution peptide synthesis is
described. The compounds thus prepared are structurally related to radiosumine, a
dipeptide that displays activity as potease inhibitor, as well as to the lipopeptide

antibiotic daptomycin.

On the other hand, the presence of functional groups with similar reactivity
patterns in the same molecule, is a major concern during the planning of a
synthetic strategy, and represents a practical challenge in peptide synthesis,
particularly with the lateral chains of amino acids containing carboxy and amino
functionalities. To overcome the inherent chemoselectivity issues of these
aminoacids, the use of 9-BBN-H for the selective protection of a-aminoacids is
disscused. This methodology allowed the selective manipulation of the side chains

of the amino acids that were investigated.

All the intermediates and products were satisfactorily characterized using a
combination of spectroscopic and spectrometric techniques.
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ABREVIATURAS

Ac Acetilo

AcOEt Acetato de etilo

Ala Alanina

Asp Acido aspartico

9-BBN 9-Borabiciclononano

Bn Bencilo

BOC t-Butoxicarbonilo

BOP Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-
iloxy,tri(dimetilamino)fosfonio

Cbzoz Benciloxicarbonilo

CC Cromatografia en columna

CCF Cromatografia en capa fina

Cys Cisteina

DAST Trifluoruro de (dietilamino) azufre

DBU 1,8-Diazabiciclo-7-undecano

DCC Diciclohexilcarbodiimida

DCU Diciclohexilurea

DEAD Azodicarboxilato de dietilo

DIPEA Diisopropiletilamina

DMAP 4-Dimetilaminopiridina

DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulfoxido

Dpm Difenilmetilo

DTT Ditio

EDC 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

EM Espectroscopia de masas

Fmoc 9-Fluorofenilmetilcarbamato
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Glu Acido glutamico

Gly Glicina

GP Grupo protector

Hex Hexano

HOBt 1-hidroxi-1H-benzotriazol

Kyn Kinurenina

LDA Diisopropilamiduro de litio

IR-ATR Infrarrojo, reflectancia totalmente atenuada
Me Metilo

MeCN Acetonitrilo

NBS N-Bromosuccinimida

Orn Ornitina

pf Punto de fusién

Ph Phenilo

Phe Fenilalanina

pl Punto isoeléctrico del amino&cido

PFF Pentafluorofenol

ppm Partes por millon

Py Piridina

RMNC Resonancia magnética nuclear de carbono 13
RMN*H Resonancia magnética nuclear de protén
Ser Serina

TFA Acido trifluoroacético

THF Tetrahidrofurano

Thr Treonina

Trp Triptofano

Ts Tosilo

Tyr Tirosina
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1. INTRODUCCION

En las dltimas décadas, los compuestos de naturaleza peptidica han llegado a ser un
tema de gran importancia para la investigacion de nuevos productos con aplicacion
terapéutica en el campo de la medicina, o para ser utlizados como bloques de
construccion para la obtencion de otros productos mas complejos, o en la obtencién de

compuestos enantiopuros mediante sintesis estereoselectivas.

En este trabajo se presenta la obtencion de péptidos lineales de cadena corta
preparados por las técnicas convencionales empleadas en la sintesis de péptidos en
disolucion. Estos compuestos estan estructuralmente relacionados con los compuestos
bioldgicamente activos: Radiosumina, un inhibidor de proteasas y Daptomicina, un agente

antimicrobiano.

La composicion de los péptidos incluye la presencia de aminocidos no
proteinogénicos, los cuales fueron sintetizados mediante la condensacion de Horner-
Wadsworth-Emmons, entre los correspondientes aldehidos y fosfonatos. Para la
preparacion de los sustratos, se utilizaron materias primas sencillas las cuales se

encuentran disponibles comercialmente.

La obtencién de andlogos de la radiosumina Opticamente puros fue una limitante. Si
bien se llevaron a cabo intentos para obtenerlos en forma enantiopura, los productos se
obtuvieron como mezclas racémicas. Los lipopéptidos obtenidos fueron evaluados como
agentes antimicrobianos, presentando valores de concentracién minima inhibitoria menor a
la daptomicina; pero su actividad antimicrobiana se encuentra estrechamente relacionada a
péptidos de cadena corta que han sido reportados como agentes inhibidores del

crecimiento bacteriano.

Por otra parte, la manipulacion de los grupos funcionales con grupos protectores
ortogonales fue de vital importancia para la preparacion de los compuestos deseados.
Ademaés de las reacciones comunes de proteccion implicadas en la sintesis de péptidos, se
utilizé una metodologia novedosa que consiste en el empleo de 9-BBN-H para proteger los
grupos funcionales a-amino y carboxilo presentes en los aminoacidos, mediante la

formacién de oxazaborolidinonas. Estos productos pueden ser utilizados para llevar a cabo
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manipulaciones de los grupos funcionales de la cadena lateral, y transformarlos bajo
condiciones mas suaves Y eficientes. Una vez llevada a cabo la transformacion deseada, la
ruptura de complejo de boro, permite obtener los aminoacidos en buenos rendimientos.
Esta estrategia fue utilizada para llevar a cabo transformaciones en las cadenas laterales

de los aminoacidos: tirosina, &cido aspartico, arginina y lisina.

La caracterizacion estructural de todos los intermediarios y productos se llevé a cabo
mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas convencionales (RMN'H, RMN*C,
IRy EM).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Aminoécidos Proteinogénicos

Los aminoacidos son las bases estructurales tanto de péptidos como de proteinas y
han sido motivo de amplios temas de estudio. Un a-amino&cido es un compuesto organico,
en cuya estructura fundamental se encuentra un grupo amino (-NH>) y un &cido carboxilico
(COzH). La posicion que ocupa el grupo amino respecto al grupo carboxilo dentro de la
estructura determinard la clasificacion de éstos compuestps como aminoéacidos a, B,y y o
(Figura 1)*

o 0
p
H,N
a-aminoacido B-aminoacido
(o) 5 o
FN /\/\)L
1-aminoacido S-aminoacido

Figura 1. Clasificacion de aminoacidos

Los aminoacidos proteinogénicos son un conjunto de 20 a-aminoacidos, cuya
estructura difiere Unicamente en el sustituyente R unido al carbono a de la molécula. La
amplia gama de estos sustituyentes, a los que se denomina cadena lateral, es la que
proporciona la diversidad estructural y en consecuencia la variedad de funciones de las
proteinas. Los a-aminoacidos suelen representarse de la forma general H,N-CHR-COOH,

siendo R un radical o cadena lateral caracteristica de cada aminoacido? (Figura 2).

o
R

Hm OH
NH,

Figura 2. Estructura general de un a-aminoacido.

! Pefia, A. Bioguimica. 6a. Ed. Limusa. México. 1998. 65-80 p.
% Nelson D. L., Cox M. M. Lehninger Principios de Bioquimica. 3a Edicién. Espafia, 2001. 116-125 p.
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Por lo general, los aminoécidos se encuentran en forma ionizada (zwitterién), como

iones bipolares o dipolos® (Esquema 1).

(0]
R R
Hum! OH =———= Hwi O

NH, NH3*
Esquema 1. Amino4cido a pH fisiologico.

Las propiedades acido-base de los aminoacidos esta determinada por los grupos
protonables o desprotonables que estan implicados en su estructura, pudiendo tener hasta
3 grupos con caracter &cido-base, correspondiendo a el a-amino y el carboxilo, y en
algunos casos, la cadena lateral —R posee grupos funcionales que tienden a ganar o a
perder protones. Esto hace que dependiendo del pH, el correspondiente equilibrio pueda

desplazarse hacia la forma catiénica o hacia la anionica.*

En solucion &cida, un aminoacido se protona en el grupo amino y se encuentra
principalmente como un catién; en solucion béasica, se desprotona el grupo carboxilo y se
encuentra como un anién. Asi, existe un pH intermedio en que el aminoacido esta en
equilibrio entre las formas anidnica y cationica y se encuentra como el i6n dipolar neutro y

a este pH se le llama punto isoeléctrico (pl) del aminoacido® (Esquema 2).

(o] o] o]
R R R
Homl OH —@~ Hom OH ) Hoi Oe
NHD H30 NH, OH NH,
L. pH L.
pH acido PH basico
(protonado) Punto isoeléctrico (desprotonado)

ion dipolar neutro
Esquema 2. Equilibrio &cido-base de un a-aminoacido.

Debido a que los aminicidos son iones dipolares, sus propiedades fisicas

caracteristicas son las de los compuestos i6nicos; la mayoria poseen puntos de fusién

® Bodansky, M. Peptide Chemistry; A practical textbook. Springer-Verlag. 1993. 1-5 p.

* Barrett G. Chemistry and Biochemistry of the Amino Acids. New York: Chapman and Hall; 1985. 7-13, 20-
23, 55-10 p.

® Smith, M. Organic Synthesis. New York: McGraw-Hill Inc; 1994. 567-98 p.
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elevados y se descomponen cominmente a temperaturas superiores a los 200 °C, son
muy solubles en agua pero poco solubles en disolventes no polares, poseen momentos

dipolares grandes y sus soluciones acuosas tienen constantes dieléctricas elevadas.®

A excepcion de la glicina, el carbono a se encuentra rodeado de cuatro grupos
diferentes y esto les confiere actividad Optica especifica a cada aminoacido, por lo que se
pueden encontrar dos estereoisdémeros posibles de cada aminoacido, los cuales son
imagenes especulares entre si (enantibmeros), por lo que no pueden superponerse una a
la otra, (hay que considerar que algunos aminoacidos poseen carbonos quirales en su
cadena lateral, por lo que se encuentran como diasteroisomeros). Esto les confiere
propiedades fisicas idénticas exceptuando la direccion en que desvian el plano de la luz
polarizada. Si un amino&cido produce una desviacion a la derecha se denomina dextrogiro

(+) y si la desviacion es a la izquierda son denominados levégiros (-).°

Los 19 aminoé&cidos con actividad Optica presentes en las proteinas corresponden a
la serie L; en su proyeccion de Fischer poseen el grupo carboxilo en la parte superior, la
cadena de atomos de carbono en la vertical hacia abajo y el grupo amino hacia la
izquierda’ (Figura 3).

COOH
H2N—|—H
R

Figura 3. Proyeccion de Fisher de un L-amino&cido.

El enantiomero S o L se encuentra en las moléculas protéicas (amino &cidos
naturales) y el enantiomero R o D se puede hallar en compuestos de origen natural, pero
nunca en proteinas. Sin embargo, los D-aminoacidos se pueden encontrar en antibiéticos

de origen natural y en las paredes celulares de bacterias.*®
2.2 Usos y aplicaciones

Los a-aminoacidos como entidades monomericas, tienen gran valor en sintesis

organica, ya que son excelentes bloques de construccion para la preparacion de moléculas

® Sewald N, Jakubke H. Peptides: Chemistry and Biology. 2a Ed.Germany. Wiley-VCH; 2002. 1589.p.

" Ege S. Quimica Organica: estructura y reactividad: 2a Ed. Barcelona: Reverté; 1997. 1197 p.

8 Barrett, G. C. Chemistry and Biochemistry of the Amino Acids. Chapman and Hall. New York. 1985; 7-13,
20-23, 55-109 p.
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mas complejas con uso potencial en quimica y biologia, ademas de ser excelentes

inductores de quiralidad en organocatalisis.’

Los a-aminoacidos enantioméricamente puros que forman parte de péptidos
enddgenos y proteinas, poseen la capacidad de adoptar diferentes conformaciones en
solucion, lo cual los hace menos especificos ante las enzimas proteoliticas y debido a que
cada una de sus conformaciones puede interactuar de manera diferente con su receptor
bioldgico, el efecto farmacolégico deseado puede disminuir considerablemente limitando su

uso como farmacos.™
2.3 Aminoacidos no proteinogénicos

Existen amino&cidos que no se consideran proteinogénicos pero aparecen en algunas
proteinas y péptidos y generalmente son derivados de otros amino&cidos, es decir, se
incorporan a la proteina como uno de los amino&cidos proteicos y después de haber sido
formada la proteina se modifican quimicamente. Muchos aminoacidos forman proteinas
(aminoacidos proteicos), mientras que otros nunca se encuentran en ellas (amino&cidos no
proteinogénicos) y desempefian otras funciones.? La gran mayoria de los aminoacidos no
proteinogénicos se han aislado de productos naturales, de animales superiores como
mamiferos, de tejidos y fluidos fisioldégicos y de microorganismos como hongos y bacterias.
Muchos de estos amino&cidos son productos finales del metabolismo secundario y otros

son intermediarios principales de rutas metabdlicas .2

Los aminoé&cidos no proteinogénicos se pueden dividir en 3 grupos:

A) La serie D de los aminoécidos proteinogénicos, por ejemplo: D-serina (1), D-

fenilalanina (2), &cido D-aspéartico (3) (Figura 4).

(o) (0] (0]
2 ’I,, HO ‘y,
o, Aon o Hoon
NH, NH, O NH,
1 2 3

Figura 4. Ejemplos de D-aminoacidos.

® Coppola, G. M.; Schuster, H. F. Assymetric Synthesis. Construction of Chiral Molecules Using Amino Acids.
Wiley-Interscience. New York. 1987. 2156 p.
10 Newman, J.; Bruch, M.; Gebauer, S. Brandsch, M. Eur. J. Biochem. 2004. 271, 2012.
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B) Los a-aminoécidos no proteinogénicos son importantes intermediarios en diferentes
procesos metabdlicos: la L-ornitina (4) y L-citrulina (5) son intermediarios del ciclo de
la urea; la creatina (6), homoserina (7), homocisteina (8) y deshidrofenilalanina (9)
son intermediarios importantes en la sintesis de catecolaminas, hormonas tiroideas

o melanina (Figura 5).

o)

0 0
M HoN
H,N OH  HN” N OH
NH, H NH, NH
4 5 6
(0] o} (0]
HS
HONLOH \/\)kOH X OH
NH, NH, NH,

7 8 9

Figura 5. L-Aminoécidos no proteindgenicos.

C) Los B-aminoéacidos y aminoacidos sustituidos en otra posicion diferente a la a 'y f3,
en los que el grupo amino es sustituyente del dltimo atébmo carbono. Por ejemplo, la
B-alanina (10) y el &cido y-amino butirico (11), este dltimo, importante

neurotransmisor del sistema nervioso central*! (Figura 6).

o 0
HzN/\)I\OH HZN\/\)I\OH
10 11

Figura 6. B-Aminoécidos.
2.4 a,B-deshidroaminoacidos

En los ultimos afios los a,B-deshidroaminoacidos han cobrado un interés creciente
debido a su importancia como bloques de construccion para moléculas complejas y por su
presencia en productos naturales con propiedades bioldgicas variadas. Debido a esto, son

considerados objetivos primordiales para su elaboracién sintética (Figura 7)."2

11Cowan, S. M.; Schirmer, T.; Rummel, J.; Jansonius, R. Nature 1992, 358, 727.
12 Nunami, K.; Hiramutsu, K.; Hayashi, K.; Matsumoto. K. Tetrahedron 1988, 44, 5467.
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R'" ©

R27 X~ “OH

NH,
Figura 7. Estructura general de un a,B3-deshidroamino&cido.
2.5 Sintesis de a,B-deshidroaminoacidos
2.5.1 Reacciones de Eliminacion

La eliminacion de agua de un B-hidroxi-a-aminoacido es una ruta bien establecida para
la obtencion de a,B-deshidroaminoacidos. Este método se ha utilizado para la preparacion
de la deshidroalanina (AAla) (12) y el &cido deshidroaminobutandico (AAbu) (13) a partir de

serina (14) y treonina (15) via un mesilato y tosilato'® (Esquema 3).

(@] (@]
MsCI/EtsN
HO OH > OH
N, 68% R
H™  GP H™ “GP
14 12
o 0
HO““\H)LOH p-TsCl/Py -~ /\)J\OH
N 72% N
H™ “GP H™ “GP
15 13

GP= Grupo Protector

Esquema 3. Formacion de a,B-deshidroaminoéacidos via eliminacion de agua.

La activacion del grupo hidroxilo para su eliminacién puede lograrse mediante el
empleo de varios reactivos. Goodall y Parson'* prepararon una serie de derivados de a,B-
deshidroaminoécidos a partir de N-bencil serina (17) con rendimientos superiores al 80%,
que implicaba la reaccion de cloruro de dicloroacetilo (16) en diclorometano en presencia
de trietilamina. La reaccién se llevé a cabo a través del intermediario dicloroéster 18, el
cual puede aislarse 0 mas convenientemente ser tratado con un equivalente adicional de
base para efectuar la eliminacion de acido dicloroacético in situ y producir el

deshidroaminoéacido deseado 19 (Esquema 4).

13 Srinivasan, A.; Stephenson, R. W.; Olsen, R. K. J. Org. Chem. 1977, 42, 2253.
14 Goodall, K.; Parson, A. F. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 3259.
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\

N Cl Cl

H” °Bn s
17 16
i c1” >ci

80% | Et;N/CH,Cly/ta

0 0
i cl
HO/\)LOMe . Cl)k(m Base \)LO/\)LOMQ
0N
Bn

18

Esquema 4. Reaccién de eliminacion a través de la activacion del grupo hidroxilo.

La reaccion de Mitsunobu permite convertir un alcohol en una amplia gama de
funcionalidades en condiciones de reaccién suaves.®> Cherney y Wang®® han descrito la
reaccion de la serina N-protegida 20 con el acido 4-nitrobenzoico (21) bajo las condiciones
de reaccién de Mitsunobu, obteniendo la deshidroalanina 22 junto con una pequefia
cantidad de los productos de sustitucién nucleofilica 23 y 24. Utilizando diversos grupos
protectores sobre el grupo amino se mostré que solamente con los grupos N-Boc y N-Chz
se obtuvieron los derivados insaturados, ya que con el grupo N-PhF se obtiene el producto

de sustitucion (Esquema 5).

o o COR 02N\©\ o
1. DEAD/PPh
Ho/ﬁ)LOR 3 .~ yLOR + PGN . O/\)LOR

/N\ CSHslta
H™ "GP 2. ac. p-nitrobenzoico NHGP NHGP
20 = 22 23 24
R = Me, Bn GP
Cbz 89% - 7%
Boc 93% @00
PhF @ -—- 56% @ -—

Esquema 5. Obtencién de deshidroaminoacidos mediante una reaccion de Mitsunobu.

15 Smith, M. B.; March, J. March’s Advanced Organic Chemistry. 5a Ed. John Wiley & Sons, Inc. New york.
2001. 486 p.
16 Cherney, R. J.; Wang, L. J. Org. Chem. 1996, 61, 2544.
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La obtencion de algunos a,B-deshidroaminoécidos de estructura general 25 en
rendimientos superiores al 90% fueron preparados por Ferreira y Maia'’ mediante
eliminacion del derivado de treonina 26 utlizando (Boc),O y DMAP. La eliminacién

selectiva anti genera Unicamente uno de los dos posibles isémeros geométricos (E/Z)

(Esquema 6).
R O 0
Hoﬂk‘)kOR (Boc),0/IDMAP R/\)LOR R=H GP =Boc
N CH5CN N Me Cbz
H” “GP 93% Boc” "GP Bn Dpp
26 25 Ts

Esquema 6 Sintesis de deshidroaminoacidos por formacién del éster carbamico.

Wandless™® ha descrito en la reaccién de un B-hidroxiaminoacido 27 con SOCI, para
producir el sulfamidito ciclico 28 y la subsiguiente eliminacion con DBU genero
selectivamente (E) 6 (Z)- a,B-deshidroaminoacidos 29 que dependera de la configuracion

del B-hidroxiaminoacido 27 utilizado como materia prima (Esquema 7).

S co.B 7
N 2bn
SOCLICH,Cl, oo’ pBUCH,Cl, SN oBn
91% ‘o—\"Me 84%
Et Et Me
28 29

Esquema 7. Obtencién de deshidroaminoacidos a partir de B-hidroxiacidos.

Una reaccion de eliminacion estereoespecifica se llevd a cabo en la sintesis total de la
somamida A (30), un depsipéptido ciclico aislado de la cianobacteria Lyngbya majuscula, al
hacer reaccionar la N-aciltreonina 31 con el sulfurano de Martin 32, el cual proporcioné el
acido (Z)-2-amino-2-butendico 33 en mayores rendimientos que otros métodos utilizados
para llevar a cabo la eliminacién del grupo hidroxilo mediante deshidrataciéon®® (Esquema
8).

1 Ferreira, P. M.; Maia, H. L. J. Chem. Soc. Perkin. Trans 1 1999, 3697.
18 Sohimeyer, M. M.; Tanaka, H.; Wandless, T. J. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 6100.
1 Yokokawa, F.; Shioiri, T. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 8673.
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HN™ ~O

Troc Troc o] I;I
NHBoc CF; _N N.
PH c o>sph2 H o Boc
CF3/, 32 _
\\~

CH,Cly/ta O

/ \
o,
O 31 63% o 33

/
8 £ S

\

°0 HN

oy
30 (39%)

Esquema 8. Sintesis de la Somamida A.

Chai® desarroll6 una metodologia para la preparacién de metilenpiperazinedionas 34,
donde la funcionalidad del amino&cido L-serina (14) fue utilizada para la introduccion del
enlace doble. Este compuesto fue preparado a partir del correspondiente dipéptido 35,
para lo cual se requirié de la proteccion del grupo hidroxilo con TBS (36), seguido de la
remocion del grupo N-Cbz, para dar el dipéptido, que se cicl6 in situ para generar la
piperazinodiona 37. Los grupos amino y el éter de silicio libres fueron acetilados para dar
38 y la posterior conversion al a,B-deshidroaminoacido 34 se hizo por la eliminacion del
grupo acetoxi mediante la trietilamina. Este tipo de piperazindionas han mostrado ser
excelentes precursores para la sintesis asimétrica y al mismo tiempo se han empleado
para la preparacion estereoselectiva de nuevos a-aminoacidos, asi como de 2,5-

piperazindionas funcionalizadas (Esquema 9).

0 Chai, C. L.; King, A. L. J. Chem. Soc. Perkin Trans 1 1999, 1173.

11
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OTBS

CbzHN ome 1-TBSCl _ HN H,/PdIC
2. Imidazol 95%

85%

35
OAc OTBS
Ac. o o
NJL( EGNICH,Cl, Ao 0 Ac,0  HN
N, 9
O)\r “Ac 50% O)\rN “Ac 80% O%T NH
34 38 37

Esquema 9. Sintesis de dicetopiperazinas.
2.5.2 Reaccion de Horner-Wadsworth Emmons

La reaccién de Wittig se utiliza para la formacion de olefinas a partir de compuestos
carbonilicos e iluros de fosforo. Esta treaccion procede principalmente a través del
intermediario betaina o del oxafosfetano. La estereoselectividad puede ser controlada por
la seleccion adecuada del iluro, asi como del compuesto carbonilico y las condiciones de
reaccion. Cuando el iluro es remplazado por el carbanion de un fosfonato, la reaccion es

denominada de Horner-Wadsworth-Emmons?* (Esquema 10).

0 R
(RO)2P4< 1. Base —
2. RCOR > :R
Esquema 10. Reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons.

Schmidt et al?? desarrollaron la sintesis de a,B-deshidroaminoacidos usando la reaccion
de Horner-Wadsworth-Emmons para la formacion de un nuevo enlace carbono-carbono. La
condensacion de ésteres de N-acildialcoxi-fosforilglicina 39 con aldehidos y cetonas 40
generd el (Z)-deshidroaminoacido 41 como el producto mayoritario en rendimientos
superiores a 80%. La mayoria de las reacciones fueron llevadas a cabo con DBU, t-
butéxido de potasio, hidruro de sodio o Ets3N como base a una temperatura de -70 °C

(Esquema 11).

! Mundy, B. P.; Ellerd, M. G.; Favaloro, F. G. Name Reactions and Reagents in Organic Sintesis. 2° Ed. John
W|Iey&Sons Inc New Jersey. 2005. 334 p.

2 Schmidt, U.; Griesser, H.; Volver, L.; Lieberknecht, A.; Mangold, R.; Meyer, R.; Ried, B. Synthesis 1991,
487

12
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(0] O O 1 1
JL 1 Base R COGP
1 2 + (|V|eO)2P 1 > —_—
R R OGP 72-89% ) <

N R?  N-GP?
40 H” ~GP2 Base: DBU o KOtBu H
39 4
R'= alquilo, arilo, heterociclo GP'= Me, Et, Me;SiCH,CH,
R2 = H, alquilo GP2= Cbz Boc, Boc(S)Ala, Boc(S)Leu

Esguema 11. Obtencién de deshidroaminoécidos por la reaccion de Horner-Wadsworth-
Emmons.

El uso de alenos funcionalizados ha sido es de gran interés en sintesis debido a su
gran reactividad e inherente quiralidad axial, lo que permite transformaciones
estereoselectivas. En el esquema 12 se describe la utilizacion del alquino 42 para preparar
el aldehido 43 mediante una metalacion seguido de la adicion de dimetilformamida e
hidrolisis. El aldehido insaturado resultante fue sujeto a una reaccion de olefinacion tipo
Horner-Wadsworth-Emmons con el a-aminofosfonato 44 para generar el producto a,B-
deshidroaminoacido alquinil sustituido 45. Si se usa una amina doblemente protegida con
Bn y Cbz la obtencion del isémero E se produce preferentemente, mientras la amina mono
protegida (Boc o Ac) favorecio la obtencién del isbmero Z. La subsiguiente transformacion

al derivado alénico (46) se logré mediante la utilizacién de un cuprato

H
/
©/ nBuli + (CHso)zp%OEt BUOK
2. DMF/H+
42

H""Boc
%% aa 54%
o
2 .
c’ﬁ)LOEt <1 tBu,CuLI/LICN — o
N 2. H* N
" Boe 32% H-N  OFt
Boc
46 45

Esquema 12. Sintesis de derivados alénicos.

La sintesis estereoselectiva de la isoditirosina (54), que esta formada por dos unidades
de tirosina unidas por medio de un éter difenilico no simétrico, fue realizada en tres pasos

a partir de la reaccion de Ullman entre la isovainillina (47) con el p-bromobenzaldehido (48)

B Krause, N.; Hoffmann-Roder, A.; Canisius, J. Synthesis 2002, 1759.

13


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

obteniéndose el bisaldehido 49. Una reaccion doble de Horner-Wadsworth-Emmons con el
fosfonato 50 generd el derivado bis(deshidroaminoécido) 51, que se hidrogené con el
catalizador de Burks (52) para generar 53, el cual después de la desproteccion de los

grupos amino proporcioné la isoditirosina (54)** (Esquema 13).

OMe Br OMe
O O
OH 1. CuO, K,CO, o 1l
+ » + (MeO),P oM
2. Py e
CHO N
CHO CHO 77% CHO H” “Boc
47 48 49 50
85%iDBU/CH2CI2
OMe
(o]
1. [Rh(COD)[S,S)-Et-DUPHOST*OT{™ (52)
2.2. 5 atm, H,, ta, MeOH H |
N~ H, OMe
92% Boc I}I
o OMe Boc O
51
OMe
(0] OMe
(0]
IT' Desproteccion _
Boc Han OMe 88%
I HyN OH
o Boc O HoN
OMe o o)
53 OH 54

Esguema 13. Sintesis de la soditirosina.

Kimura, Nagano y Kinoshita® describieron un nuevo método para la preparacién de
a,B-deshidroamino&cidos con alta (Z)-selectividad utilizando una reaccion tipo Horner-
Wadsworth-Emmons, a partir de un éster de a-tosil glicina 55 con carbonato de sodio como
base para generar la imina protegida 56, la cual en presencia de tributilfosfina y bromuro
de tetrabutilamonio como agente de transferencia de fase, produce la sal de fosfonio 57. La

reaccion de ésta ultima con el (R)-isopropilidengliceraldehido (58) procede a través del

2 Jergensen, K. B.; Gautun, O. R. Tetrahedron 1999, 55, 10536.
= Kimura, R.; Nagano, T.; Kinoshita, H. Bull. Chem. Soc. Jpn. 2002, 75, 2517.
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intermediario ciclico de 4 miembros 59, cuya eliminacion de BuzP=0 genera el producto 60

con la configuracion predominantemente (Z) (Esquema 14).

O 0 & O
TS\HLOEt _ Na,Coy IHI\OEI BugP, BuNBr __ Bu3HP\|)LOEt LBase
85% 97%
_N. 2.
H'N‘Boc NBoc H™ “Boc
55 56 57
Q CHO
58
Y
_ Bu Bu _
‘P'—Bu
/
(@]
CO,Et
BocHN H
H N0
60 i 0)4_
59

Esquema 14. Obtencién de (Z)-deshidroaminoéacidos.

La unidad de ciclobutano esta presente en una gran variedad de productos naturales y
en compuestos de interés farmacéutico. El grupo de investigacion de Moglioni®® et al
llevaron a cabo una sintesis eficiente del aldehido 64, el cual es una de las materias de
partida para la construccién de una gran variedad de productos. La materia prima fue el
acido (+)-cis-pinoico (62), el cual se obtuvo por oxidacion del a-pineno (61) y posterior
degradacion de Liebig. Una metilacion y subsecuente reduccion generd el diol 63. La
oxidacion de Swern proporciond el dialdehido 64 que fue condensado con el fosfonato 65
para dar el deshidroaminoacido 66 en un rendimiento del 40%. La alta estereoselectividad

de esta condensacion conduce a una mayor proporcion del isémero Z (Esquema 15).

% Moglioni, A. G.; Garcia-Exposito, E.; Moltrasio, G. Y.; Ortufio, R. M. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 3593.
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o)

.
™
N

N 1.0, AcOH _ HO,C 1. NaBrO » HO.C oH
2. H,0,, 33% HY N4 2. CH,N,/Et,0 MAVEMN
97% 3. LiBH,
61 62 90% 63
65% | (COCI),/lDMSO
ITEA/ -60 °C
Boc., _H
RN < H O o0 o
S . 0
MeO NS _ 1l H o
N9 OMe  !-BUOK (cp, 0),P oMe * H
O H N, 40% J X%
H Boc H B H H
66 65 oc 64

Esguema 15. Sintesis de deshidroaminoacidos conteniendo la unidad del ciclobutano.

2.5.3 Apertura de oxazolonas

El método tipico para la preparacion de deshidroamino&cidos con anillos aromaticos es
la sintesis de Erlenmeyer.?” La reaccién es posible llevar a cabo en una etapa mediante la
condensacion intramolecular de acilglicinas, anhidrido acético, acetato de sodio y un
aldehido. Cuando es condensada una 5-(4H)-oxazolona con un aldehido, se requiere una
base. La apertura del anillo con alcoholes genera a,3-deshidroaminoésteres, mientras que

el uso de disolventes acuosos producen el acido libre (Esquema 16)

(o) (o)
Ac,0 N:( 1. Base N=( H,O /\)k
#OH klfo 2.RCHO R &/S(O - R oH
(0] (0]

N
W \H
o
Esguema 16 Deshidroaminoécidos a partir de isoxazolonas.

Cativiela®® et al obtuvieron a,B-deshidroaminoéacidos con quiralidad axial utilizando el
método de Erlenmeyer y la apertura del anillo de la oxazolona 69. Esta fue preparada por
la condensacion de la cetona ciclica 67 con el derivado de la glicina 68. El dipéptido 71 se
obtuvo como mezcla de diasteroisbmeros con un rendimiento del 42 al 85% por su
acoplamiento con la ciclohexilamida de la L-fenilalanina (70), cuya posterior purificacion

permitio la separacion de los diasteroisémeros 72 y 73 (Esquema 17).

z McGaren, W. J.; Goodman, M. Tetrahedron 1967, 23, 2017.
® Cativiela, C.; Diaz de Villegas, M. D.; Galvez, J. A. Tetrahedron Lett. 1999, 40, 1027.
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11

~ .
. HJ\OH Pb(AcO)4/AcOH __ O , ph NN
NHBz H

61% N={

67 68

8 O O L 2O
B2HN N\_)LH B2HN N 41%
-

s 0 E\ E\
Ph
73 72 7

Esquema 17. Sintesis de deshidroaminoacidos por apertura de isoxazolonas.
La apertura del anillo de oxazolona 77 empleando acilhidracinas, puso de manifiesto

tres diferentes sitios de adicién nucleofilica, resultando en un método nuevo para la

construccion de un anillo de 1,3,4-triazol (79 y 80) en el grupo amino de un (2)-a-
deshidroamino&cido en altos rendimientos® (Esquema 18).

0 o) 0
Ac,0O/AcONa CHO
HLOM@ 2 ) > (lLO + — N o
N 93% N= 90% N=
H” “MAc \
74 75 76 77

MeCONHNH,
OH 0 0
© >§N X OH ¥
SN ! Xy~ “NHNHCOMe
N
>/ ~ H™ “MAc
N-N
0,
80 (E, 19%) 79 (2, 76%) 78 (5%)

Esquema 18. Sintesis de triazoles por apertura de isoxazolonas.

® Maekawa, K.; Kanno, Y.; Kubo, K.; Igarashi, T.; Sakurai, T. Heterocycles 2004, 63, 1273.
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2.5.4 A partir de nitroalcanos

Nagano y Kinoshita®* describieron un método conveniente para la sintesis de

derivados de a,B-deshidroamino&cidos a partir de a-tosilglicinatos de etilo N-protegidos y

una variedad de nitrocompuestos. Primeramente, y bajo condiciones basicas, el carbono

C-3 de caracter nucleofilico en el 3-nitro-1-propanol (82) ataca al intermediario imina 81

generado por la eliminacion del grupo tosilo del respectivo tosilglicinato 83. La subsecuente

eliminacién de acido nitroso gener6 el correspondiente &-hidroxideshidroaminoacido 84, el

cual fue ciclado bajo condiciones de Mitsunobu empleando DEAD/PhzP para producir el

heterociclo 85 (Esquema 19).

0
HLOEt + O,N""OH
NR
81 82
60% | DBU
0
Ts
OEt GP=Cbz
N Boc
H™ ~GP
83

DBU/-50 °C-ta
95%

80% lDEAD/Ph;gP

o &
EtO N
\
85

Esquema 19. Sintesis de deshidroaminoacidos a partir de p-hidroxiacidos.

2.6 Reacciones de a,B-deshidroaminoacidos

2.6.1 Halogenacion

La sintesis de B-bromo-a-alcoxiamino&cidos fue lograda por la reaccién de NBS con el

a,B-deshidroaminoacido 86. El uso de diclorometano como disolvente no nucleofilico

permitio aislar el intermediario bromado 87 a temperatura ambiente que puedo ser

convertido a la B-bromoenamida 88 més estable, utilizando EtsN *! (Esquema 20).

% Nagano, T.; Kinoshita, H. Bull. Chem. Soc. Jpn. 2000, 73, 1605.
i1 Danion-Bougot, R.; Danion, D.; Francis, G. Tetrahedron Lett. 1990, 31, 3739.

18


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

o) Br O Br O

Ny “otBu _NBSICH,Cl, _ OMe _ EtN N

0, N 81%
AN ac % Br~ “Ac ° A Nac
86 87 88

Esquema 20. Sintesis de B-bromo deshidroaminoéacidos.

Los a,B-deshidroaminoacidos pueden ser bromados en su posicion B cuando son
tratados con NBS vy trietilamina en diclorometano. Las condiciones de reaccion tipo Suzuki
han empleado para acoplar B-bromoenamidas con acidos vinilborénicos para producir
aminoacidos con cadenas laterales que contienen 1,3-dienos. Burk® et al realizaron la
bromacion del 3-metil-2-acetamidoacrilato de metilo (89) por tratamiento con NBS para dar
el isémero E 90. El tratamiento de 90 con el &cido borénico 91, Na,COg, y Pd(OAc), generd
altos rendimientos del dieno 92. Las condiciones de reaccién suaves permitieron la
obtencion del producto de acoplamiento, en donde el grupo protector sobre el grupo amino

determiné la estereoquimica de la reaccion (Esquema 21).

O Br O
B(OH),
1. NBS, CH,CI —
/VLOME 2 = MOMe + \/\/\/—/
. Et3N
B\ 3 _N
H” “Ac 75% H™ “Ac
89 90 91

85% |Pd(OAc),/Na,CO3/EtOH

(@]
\/\/\WLOMe

/N\
92 H Ac

Esquema 21. Halogenacion de deshidroaminoacidos con NBS.

La N-Fmoc-deshidroserina 93 fue transformada en su correspondiente derivado
fluorado 99 como una mezcla de isémeros E y Z. Inicialmente el tiofenol (94) llevo a cabo
la adicién tipo Michael sobre el sustrato 93 para generar el sulfuro 95, el cual fué oxidado al
sulféxido 96 que se hizo reaccionar con el reactivo DAST en cantidades cataliticas en una

transposicion tipo fluoro Pummerer. El 3-fluoro derivado 97 fué oxidado al sulfoxido 98 que

%2 Burk, M. J.; Allen, J. G.; Kiesman, W. F.; Stoffan, K. M. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 1309.
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posteriormente se elimind térmicamente al N-Fmoc de la B-fluorodehidroserina 99 como la

mezcla de los isémeros geométricos.*® (Esquema 22).

o (o)

SH
ykoopm ) @( " EtNTHF _ PhS/\‘)LOmeM
70%
Fmoc” \"“H ? Fmoc” V“H 95%
93 94 95
F O 9
MCPBA Phs)\)J\Ome < DAST/SbCl, phos/\‘)\onpm
N 70% _N.
90% Fmoc” “H Fmoc™ 'H
97 96
F O F O
Phos/'\)LOme _Calor N “obpm
N 47%
FmOC/ \H Fmoc H
98 99

Esquema 22. Sintesis de fluoro deshidroaminoacidos mediante una reaccion de
Pummerer.

2.6.2 Adicion Nucleofilica

Los deshidroamino&cidos son sustratos para reacciones de adicion tipo Michael con
tioles y aminas, pero son menos reactivos hacia un oxigeno nucleofilico a pesar de que el
agua puede adicionarse bajo condiciones acidas.?* Utilizando el correspondiente derivado
de deshidroalanina 100 con una base ocurre una transposicion con la formacion del
isdbmero E 101. Cuando el disolvente es cambiado por metanol es posible obtener el
dimetoxiderivado de la alanina 102. Esta ruta puede conducir a una nueva clase de

compuestos como a-alcoxi-a-amino, a,a-dialcoxi o a,a-diaminoécidos (Esquema 23).%

s 0 0 OMe O
N~ oMe _ DMAP o K,CO4/ACN VJ\OMe K2CO3/MeOH \/U\onne
N 85% N. 80%
Boc™ °H ’ Boc™ "Ts Boc” " “OMe
101 100 102

Esquema 23. Adicion nucleofilica a deshidroamino&cidos.

3 Zhou, H.; van der Donk, W. A. Org. Lett. 2002, 4, 1335.
34 Rich, D.; Bathnagar, P.; Mathiaparanam, P.; Grant; J.; Tam, J. J. Org. Chem. 1978, 43, 296.
s Ferreira, P. M.; Maia, L. H.: Monteiro, L. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 4495.
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Bull y Davies™ reportaron la adicién de organocupratos a la dicetopiperazina 105, en
donde la alta estereoselectividad resulta debido a la conformacién que adoptan los dos
grupos N-p-metoxibencilos. El sustrato 103 es desprotonado a -78 °C con n-BuLi y se hace
reaccionar con paraformaldehido (104) para generar el alqueno 105, que actia como
aceptor de Michael. La adicion de un difenilcuprato 106 genera la dicetopiperazina
bencilada 107, que fue N-desprotegida para proporcionar la dicetopiperazina (108)

(Esquema 24).

MeO (o) s 2
T QL -0 sqel
N\/J%o OMe 2 (CH0), (104) OMe

P 85%
103 108
1. PH,CuLi (106)
88% | 2. 78 °CINH,Cl ac
o {
" NH\@ 1 CelNH(NOS)H,0  MeO YE\N/"'
w‘\\\\ 2. HCI 6M
I 62% E OMe
108

Esgquema 24. Adicion de organocupratos a deshidroamino&cidos.
2.6.3 Adicion de radicales libres

La adicion conjugada radicalaria a N-acilaminoacrilatos mediada por un acido de Lewis
quiral seguida por una transferencia enantioselectiva de un hidrégeno genera una variedad
de derivados a-aminoacidos. Sibi*’ y col reportaron la reaccién adicion de radicales a un
a,B-dehidroaminoéster 109 utilizando hidruro de n- tributilestafio como donador de
radicales hidrogeno. En esta reaccion fue utilizado perclorato de magnesio y la
bisoxazolina 111 como ligante quiral a -78 °C en diclorometano para generar el producto

de adicion 112 en rendimientos superiores al 70% y un 85% ee (Esquema 25).

3 Bull, S. D.; Davies, S.; O'Shea, M. J. Chem. Soc., Perkin Trans 1 1998, 3657.
s Sibi, M.; Asano, Y.; Sausker, J. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 1293.
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N i)
7‘)L0Me+ . _tMgcog, N AL
I 2. Bu,SnH/Et;B/O,
3.
109 110 OTX,—O 112

Esquema 25. Alquilacién de deshidroamino&cidos via radicales libres.

2.6.4 Reaccion de Metatesis

La reaccion de metatesis en la formacibn de compuestos ciclicos
multifuncionalizados es un procedimiento ampliamente utilizado.*® Manzonni*® y col
obtuvieron lactamas biciclicas 115 de 6 y 7 miembros al hacer reaccionar el derivado de la

prolina 113 con el catalizador de Grubbs de segunda generacion 114 (Esquema 26).

- .
7NN CO,tBuU >~
—\ PHN
Y&O MesN_ _NMes o) CO,tBuU

. 115

y-Nsgp 113 C|~BL{'PCV3 GP=Ac n=1 8%
¢ C 14
Ph Cbz n=1 81%

Ac n=2 53%
Esquema 26. Reaccion de metatesis en aminoacidos a,B-insaturados.

2.6.5 Reaccion de Suzuki

La sililacion del indol (117) se realizé con NBS para generar el bromoindol 118. El
acido boronico derivado 119 se obtuvo por el tratamiento de 118 con sec-BuLi y
triisopropilborato con el (Z)-vinilboromuro 120. La hidrogenacion enantioselectiva asimétrica
de la olefina tetrasustituida 121 se llevé a cabo con el catalizador quiral (R,R)-Et-DuPHOS-

Rh (122) con un 91% ee del producto B-(2R,3S)-metiltript6fano 123 (Esquema 27).

3% Dougherty, J.; Klein, T.; Probst, DA.; Robinson, R. Snelgrove, K. Tetrahedron 2000, 56, 9781.
3 Manzonni, L.; Colombo, M.; Scolastico, C. Tetrahedron Lett. 2004, 45, 2623.
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B(OH
L 0 (OH),

\ H - PA(PPho)/DMEN,CO; g~ Nope + @E\S
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N 86% H™ MAc TIPS
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91% |(R,R)-Et-DuPHOS-Rh (122)

CO,Me

v 3a
N

TiPs
123

Esquema 27. Hidrogenacion enantioselectiva de deshidroaminoacidos.

Algunos benzo(b)tienildeshidroaminoacidos 126 han sido preparados en un solo
paso mediante la metodologia de Suzuki,* la reaccién es catalizada por paladio, lo cual q
permite un acoplamiento cruzado de haluros orgénicos o sulfatos perfluorados con
derivados de organoboro y procede con alta estéreo y regioselectividad. Abreu* et al
prepararon el acrilato 126 mediante el acoplamiento del bromobenzotiofeno (124) y el 8-
bromodeshidroaminoéster 125. Los productos mantuvieron la estereoquimica de los
sustratos de partida. Estos resultados ampliaron la aplicacion de la reaccion de Suzuki a un

sistema no aromatico (Esquema 28).

40 Miyaura, N.; Suzuki, A. Chem. Rev. 1995, 95, 2457.
4 Abreu, A.; Ferreira, P.; Queiroz, M. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 6007.
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Br

Meo_ !
2. Et;N/80 °C © \

125 61% O H 126

Br O 1. HB‘Oé
o} A\
+ N Pd(OAc)./L
S H™ “Boc -Boc
4

12

L= 2-(diciclohexilfosfina)bifenil

Esquema 28. Sintesis de deshidroaminoacidos mediante una reaccion de Suzuki.

2.6.6 Reaccion de Sonogashira

La metodologia desarrollada por Sonogashira,* en donde alquinos disustituidos son
preparados por el acoplamiento de un alquino monosustituido con un halogenuro de alquilo
con la utilizacién de paladio, fue empleada por Sing*® et al para llevar a cabo la sintesis
asimétrica del compuesto BMS-189921 (134), el cual es utilizado como vasodilatador. La
clave del proceso fue la preparacion del enino 129 por una reaccion tipo Sonogashira entre
el alquino 128 y el bromuro de vinilo 127. La remocién del grupo Boc de la azepinona 131y
el posterior acoplamiento con el acido 132, seguido de la desproteccion de los grupos

protectores de 133 gener6 el compuesto 134 (Esquema 29).

42 Miossec, B.; Danino-Bougot, R.; Danion, D. Synthesis 1994, 1171.
4 Sing, J.; Kronenthal, D.; Schwinden, M.; Di Marco, JD. Org. Lett. 2003, 5, 3155.
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Esquema 29. Sintesis de BMS-189921 mediante un acoplamiento de Sonogashira.

2.7 Presenciade a,B-deshidroaminoacidos en Productos Naturales

Los a,B-deshidroaminoacidos no pertenecen al grupo de los 20 a-aminoacidos
naturales proteinogénicos, pero se ha encontrado que estos compuestos forman parte de
la estructura de una gran variedad de toxinas, antibidticos y metabolitos aislados de
plantas y animales, los cuales tienen una importante funciéon en la biosintesis de otros
aminoacidos no proteinogénicos y bD-aminodcidos. Los a,B-deshidroaminoacidos, como
parte de la estructura en cadenas de péptidos, proporcionan una mayor resistencia hacia la
degradacion enzimatica y han mostrado que inducen cambios conformacionales en la
estructura secundaria del polipéptido o a la misma estructura en la cual este presente, lo

cual puede incrementar la afinidad péptido-receptor para las funciones biolégicas.**

44 Humphrey, J. M.; Chamberlain, R. A. Chem. Rev. 1997, 97, 2243.
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Los aminoacidos insaturados son encontrados en una familia de péptidos antibioticos
policiclicos conocidos como lantibiéticos;* este grupo de sustancias activas contienen un
gran numero de aminoacidos no proteinogénicos como la deshidroalanina (I) y la

deshidrobutirina (I1) entre otros* (Figura 8)

(@) H (@]
VLOH MeMOH

NH, NH;
Deshidroalanina Deshidrobutirina

| Il
Figura 8. Aminoacidos a,B-insaturados.

Esponjas marinas, hongos, bacterias, algas y otras formas inferiores de vida animal son
una rica fuente de péptidos estructuralmente poco comunes y que pueden exhibir actividad
biol6gica antimicrobiana, antiviral, antitumoral, antiinflamatoria e insecticida, entre otras.*’
Algunos de estos compuestos han sido utilizados en medicina como compuestos modelo
para el desarrollo de farmacos, mientras que otros han sido de gran utlidad en la
elucidacion de los mecanismos bioquimicos.*® Esta diversidad farmacolégica es una
funcion de la conformacién y de la estructura del péptido el cual esta regido por los
aminoacidos que lo constituyen y muchos de los amino&cidos poseen estructuras no
encontradas en polipéptidos sintetizados ribosémicamente. Ejemplos de a,B-
deshidroaminoéacidos producidos por microorganismos son los carbapenemos 135 y 136
del tipo de antibiéticos B-lactamicos con un amplio espectro de actividad antimicrobiana®
(Figura 9).

HOOC
/ N 1]
- N/ OP(OPh),
o
H COOH
135 136

Figura 9. Carbapenemos de interés clinico.

4 Jung, G. Angew. Chem. Int. Engl. 1991, 30, 1051.

46 Burrage, S.; Raynham, T.; Williams, G.; Essex, J. W.; Allen, C.; Cardno, M.; Swalli, V.; Bradley, M. Chem.
Eur. J. 2000, 6, 1455.

4 Fusetani, N.; Matsunaga, S. Chem Rev. 1993, 93, 1793.

“8 Wipf, P. Chem. Rev. 1995, 95, 2115

49 Sader, H. S.; Gales, A. C.; Drugs 2001, 61, 553.
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Entre los compuestos de origen natural que poseen a,B3-deshidroaminoacidos como
parte de su estructura, se puede mencionar a la azinomicina (137), que posee actividad
antitumoral y que muestra una actividad in vivo contra lineas celulares cancerigenas P388

en ratén™ (Figura 10).

| H
O ACO 0

HO
137

Figura 10. Azinomicina.

La celenamida B> (138) fue aislada como su derivado peracetilado de la esponja
Cliona celata. Estos compuestos estan estrechamente relacionados con los ciclopéptidos

alcaloides de origen marino (Figura 11).

OH

HO OH
HO | H (0] OH

HN N

H,N o (0] /H

NH
Br
138

Figura 11. Celenamida B.

Otros compuestos como la tentoxina (139) y la Am-toxina (140) son dos ejemplos de

a,B-deshidrodepsipéptidos con potencial actividad herbicida® (Figura 12).

0 Coleman, R. S.; Kong, J. S.; Richardson. T. E. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 9088.
5! Fusetani, N.; Matsunaga, S. Chem. Rev. 1993, 93, 1793.
52 Jiménez, J. C.; Chavarria, B.; L6pez-Macia, A.; Royo, M.; Giralt, E. Albericio, F. Org. Lett. 2003, 5, 2115.
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139 0 140

Figura 12. Herbicidas de origen natural.

La tunicroma B (141) es un pigmento amarillo de la sangre del tunicato Ascida nigra;
es un deshidropéptido o pseudopéptido altamente oxigenado que regula el pH fisiologico

de éste microorganismo actuando en la complejacion del vanadio (Ill) y (1V)*® (Figura 13).

OH
HO OH
H,N
OH OH
HO OH
07 NH
HO 2 OH
H
141

Figura 13. Tunicroma B.
2.8 Radiosumina

La radiosumina (142) es un dipéptido aislado de un alga verde-azul de agua dulce
gue muestra actividad como inhibidor de proteasas, siendo muy eficiente para tripsina y
plasmina a bajas concentraciones y no mostrando actividad contra quimiotripsina, elastasa
y papaina, aun a concentraciones elevadas.> Esta formado por dos a-aminoacidos no
proteinogénicos B,y-insaturados y uno de ellos presenta un enlace doble C-C adicional,
estos enlaces dobles podrian desempefiar un papel relevante en su actividad biologica
como inhibidor de proteasas. Cada uno de los aminoacidos de la radiosumina posee dos

centros esterogénicos (C, y C;) y uno de ellos presenta un sistema de enlaces dobles

53 Bruening, R. C.; Oltz; E. M.; Fukurawa, J.; Nakanishi, K.; Kustin, K. J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 5298.
54 Coleman, J.; Wrigth; J. J. Nat. Procl. 2001, 64, 668.
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conjugados, desconociéndose que parte de la molécula es la que le confiere la actividad

biolégica como inhibidora de proteasas™ (Figura 14).

142

Figura 14. Estructura de la radiosumina.

En 2002 Aoyama® sintetiz6 por primera vez la radiosumina 142. La sintesis
comprendié la formacion inicial del anillo de oxazina 145 mediante una reaccion hetero

Diels-Alder entre el nitroso-compuesto 143y el 1,3-ciclohexadieno (144, Esquema 30).

o H- HCI

N H. _Boc
0 o 0 0
cl -/ 1. (Boc),0 o ><
7 ( 2.Na(Hg) 5%
00 © 3. 0s0,/NMO o
>< (144) OH
143

mZ

4. DMP, H*
99% 145 88% 146

85% |Me,SO; (COCI),

Py
BLO H.  .Boc
(o) NII-I (ljl ‘l}l’
“NBoc . LDA/THF/-78°C P(OMe), O
= ‘ +
71% (E:Z 83:17) _
NZ 839 N ~CO,Me o
] C02Me o 6M
MeO e o)
149 148 147

Esguema 30. Sintesis de la Radiosumina: Preparacion del aminoacido no proteinogénico.

La protecciébn selectiva del grupo amino con (Boc),O, seguido por una
dihidroxilaciébn con OsO., formacion del cetal y reduccién con amalgama de Na(Hg),
condujo al ciclohexano correspondiente 146, el cual fué oxidado bajo condiciones de

Swern al aminociclitol 147, que se someti6 a una reacciéon de condensacion de Horner-

s Matsuda, H.; Okino, T.; Murakami, M. J. Org. Chem. 1996, 61, 8648.
56 Hoguchi, H.; Aoyama, S.; Shiori, T. Heterocycles 2002, 58, 471
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Wadsworth-Emmons con el fosfonato de Elder 148 en presencia de n-butillitio para
proporcionar el compuesto insaturado (149) en una proporcion mayoritaria del isémero E
(Esquema 30). El compuesto insaturado 149 se sometio a una hidrolisis del acetonido vy el
tratamiento del diol 150 con tiocarbonildiimidazol gener6 el tiocarbonato (152), el cual con
la adicion del fosfolideno (153) proporcioné el dieno (154) de acuerdo al protocolo de
Corey-Winter.>” La respectiva acetilacion, reduccién del enlace endociclico con el
catalizador de Lindlar y la reduccion de la oxima con Zn en &cido formico seguido de la N-

proteccién de la amina con (Boc),O genero el aminoacido (155) (Esquema 31).

wLo H H.,-Boc H.  .Boc
! H

N
(o) N :
“"“Boc p-TsOH HO 0
83% S = s
z o HO | Py o |
N” N
NP CoMe MeO,C (ﬁ;l \:’} MeO,C
OMe NOMe (151) NOMe
71%
149 150 152
+
H\E,Ac H\U,Boc
<1 TFAICH,CI, ; MeN_ NMe
H 2. AC0/EtN 849, A
N | 3.Hy, Lindarcat o | Ph
Boc” 4. Zn-HCO,H
CO,Me 5. BOC,0 CO,Me 153
48%
155 154

Esguema 31. Sintesis de la Radiosumina: Preparacién de los deshidroaminoacidos.

La radiosumina 142 fue preparada después de la remocion de los grupos
protectores de los aminoécidos 154 y 155, seguido por su acoplamiento con
fosforociamidato de dietilo (158), para la obtencion de los dipéptidos 159 y 160 como una
mezcla de diasteroisdbmeros. Las oximas 159 y 160 fueron reducidas con Zn en &cido
formico seguido de la acetilacion de la amina generada. La conversion final a la
radiosumina (142) fue lograda después de la hidrdlisis del éster metilico y su la purificacion
por HPLC con un sistema de elucién acido, se obtuvo la radiosumina en forma de sal

(161). La sintesis desarrollada por Aoyama tuvo como utilidad comprobar la

57 Corey, EJ.; Hopkins, PB. Tetrahedron Lett. 1982, 23, 1979.
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estereoquimica absoluta de las posiciones C-7 de los residuos que forman la radiosumina
(142)°*°8 (Esquema 32).

0 H
N N
“*"~Boc “*TSAc
% %
MeO, = H.
N“>co,Me N Co,Me
154 Boc 155
90% | LiOH 99%| TEA
H H
' N
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*"“Boc - \ﬂ/
2 = ©
MeO. # CO,H 157 TFA-HN™ >CO,Me
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1. (EtO),P(O)CN (158)
85% (55:45 .
0(55:45) | 5 i_pr,NEt
I?oc H
|
N.
*H #Negoc
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\/\O Jo]\ + MeON m
N wy (0] H
OMe H 07 ~OMe “"l}l’
160 159 Boc
1. Zn, HCO,H
0 2. Ac,0O/Py
18%|3 (BU4SN),0
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Ac O H
0% “OH "'l}l
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Esquema 32. Sintesis de la Radiosumina: Acoplamiento.

%8 Noguchi, H.; Aoyama, T.; Shiori, T. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 2883.
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2.9 Péptidos Bioactivos

Los péptidos y las proteinas constituyen los elementos de control de un buen nimero
de procesos biolégicos muy significativos.®” Tras asociarse con sus receptores, estos
neurotransmisores, neuromoduladores u hormonas influyen en la comunicacion intercelular
y controlan una serie de funciones vitales como el metabolismo, la defensa inmune, la
digestion, la respiracion, la sensibilidad al dolor, la reproduccion, el comportamiento y el
nivel de electrolitos en la sangre.®® Por todo ello, este tipo de compuestos poseen un

interés farmacolégico altamente elevado.®

El aislamiento de péptidos bioactivos, seguido de su caracterizacion y sintesis a
mayor escala, ha permitido emplear dichos compuestos para ensayos clinicos y
farmacolégicos,’*®® los cuales han dado lugar a nuevos métodos terapéuticos para el
tratamiento de una amplia serie de enfermedades. Sin embargo, el uso de los péptidos
como farmacos se ha visto limitado por una serie de factores,* entre los cuales cabe

destacar:

a) Presentan una estabilidad metabdlica reducida, ya que se degradan con mucha
facilidad por enzimas proteoliticas y se excretan rapidamente a través de las

funciones renal y hepética.

b) Su absorcion tras ingestion oral es baja, debido a su peso molecular relativamente

elevado y/o a la falta de sistemas de transporte especificos.

c) Muestran una baja biodisponibilidad, particularmente en su paso a través de las

barreras lip6filas como la mucosa intestinal o la barrera hemoneuronal.

d) Los péptidos son moléculas que se caracterizan por ser altamente flexibles y por la
influencia del medio en su estructura.®® Ello permite la interaccién de un mismo

péptido con varios receptores, inconveniente que se ve acentuado, ademas,

% Krieger, D. T. Science 1983, 222, 975.

€0 Schmidt, G. Top. Curr. Chem. 1986,136, 109.

61Brison, J. W,; Betz, S. F.; Lu, H. S.; Suich, D. J.; Zhou, H. X.; O'Neil, K. T.; Degrado, W. F. Science 1995,
270, 935.

62 Hirschmann, R. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 30, 1278.

&3 Schneider, H.-J. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32, 848.

64 Giannis, A.; Kolter, T. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32, 1244,

& Marshall, G. R.; Gorin, F. A.; Moore, M. L. Annu. Rev. Med. Chem. 1978, 13, 227.
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debido a la amplia distribucién de los receptores especificos de un mismo péptido

en distintos tejidos de un mismo organismo

Es por ello que en los ultimos afos, se ha desarrollando un interés creciente por la
preparacién de peptidomiméticos.®®®":%® Estos compuestos, ya sean como ligantes o como
receptores, imitan o bloquean el efecto biolégico de un péptido a nivel de su receptor.®® En
comparacion con el péptido al que pretenden emular, presentan mayor estabilidad
metabdlica, mayor afinidad y selectividad por el receptor y al mismo tiempo, presentan una

actividad farmacolégica mejorada.”

De entre las distintas estrategias para el disefio de nuevos peptidomiméticos, la sintesis
de péptidos modificados constituye una metodologia de notable interés.”*"* La informaciéon
recopilada en distintos tipos de estudios biol6gicos ha puesto de manifiesto la importancia
de la restricciébn conformacional de la cadena peptidica para conseguir elevar su potencial
farmacolégico.”>"

De entre los distintos factores que contribuyen a la modificacion y estabilizacion de

nuevas conformaciones en cadenas peptidicas, cabe destacar dos estrategias:

A) a-Alquilacion: Los a-alquil-a-aminoécidos influyen notablemente en la
conformacién del péptido al cual se incorporan’, debido principalmente a las
severas restricciones en la libertad rotacional del enlace N-C(a) y C(a)-C=0. Asi por
ejemplo, los a-metil-a-aminoacidos intervienen en la estabilizacion de los giros 8 en
la cadena peptidica.76 Por otra parte, los a-alquil-a-aminoacidos constituyen

importantes materiales de partida para la sintesis de productos naturales.”

66 Belvisi, L.; Colombo, L.; Colombo, M.; Giacomo, M. D.; Manzoni, L.; Vodopivec, B.; Scolastico, C.
Tetrahedron 2001, 57, 6463.

&7 Smith, C. K.; Reagan, L. K. Acc. Chem. Res. 1997, 30, 153.

&8 Yamazaki, T.; Benedetti, E.; Kent, D.; Goodman, M. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1994, 33, 1437.

&9 Babine, R. E.; Bender, S. L. Chem. Rev. 1997, 97, 1357.

O Wwiley, R. A.; Rich, D. H.; Med. Res. Rev. 1993, 13, 327.

> Davies, J. S. Aminoacid and peptides 1991, 22, 145.

e Zuckermann, R. N.; Dill, K. A. Curr. Opin. Chem. Biol. 1999, 9, 530.

& Hannesian, S.; McNosughton-Smith, G.; Lombart.H.-G.; Lubell, W. D.; Tetrahedron 1997, 53, 12789.
& Burgess, K.; Ho, K.-K.; Pal, B. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 3808

& Jiménez, A. |.;Cativiela, C.; Aubry, A.; Marraud, M. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 9452.

76 Jorgensen, K. A. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2000, 39, 4114.

" Chinchilla, R.; Falvello, L. R.; Galindo, N.; Ngjera, C. Eur. J. Org. Chem. 2001, 3133.
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B) Ciclacion: Los aminoacidos ciclicos han sido muy utilizados como inductores de
giros B en la cadena peptidica.”® En particular la prolina y la cisteina al formar
puentes de disulfuro, como a-aminoacidos naturales, juegan un papel muy
importante en diversos procesos biolégicos, como son la formacién de la estructura

secundaria de las proteinas y el reconocimiento protéico.”

De este modo, la inclusion de aminoacidos no proteinogénicos en las cadenas
peptidicas puede inducir las modificaciones estructurales que se requieren para el control y
la mejora de la actividad farmacoldgica de dichas moléculas. Por consiguiente, el disefio y
la sintesis de nuevos a-aminodcidos no proteinogénicos que presenten restricciones
conformacionales en sus cadenas laterales constituye un area de elevado interés en el

desarrollo de nuevos farmacos.

Por otra parte, las proteasas son enzimas que tienen la funcién de llevar a cabo la
hidrolisis de bio-polimeros y los sitios de accion donde catalizan las reacciones de
desdoblamiento de macromoléculas incluyen enlaces tipo éster, enlaces glicosidicos,
enlaces petidicos y las uniones C-N. Las proteasas juegan un papel importante en las
funciones celulares de todos los organismos, incluyendo los virus, y éstas pueden ser
metabdlicas, nutricionales o reproductivas. En el campo de la medicina se han elaborado
farmacos que son utilizados para combatir enfermedades virales y bacterianas y que
actian como inhibidores de alguna de las funciones de las proteasas, incluso extractos
proteicos son empleados en la destruccion tisular, tumoral y en la terapia de procesos

antiartriticos.?%8!

2.10 Péptidos Antimicrobianos

En los ultimos 50 afios, dentro del campo de la medicina clinica, los antibiéticos
naturales, semisintéticos y sintéticos, han tenido un gran desarrollo en el combate de
enfermedades infecciosas. Sin embargo, en 1994 la Organizacion Mundial de la Salud
establecid que los niveles de resistencia presentada por los agentes antibacterianos se han
incrementado en una proporcién alarmante resultando en un serio problema de salud

publica a nivel mundial. La resistencia presentada se debe fundamentalmente a 2 factores:

& Mdiller, G.; Hessler, H.; Decornez, H. Y. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2000, 39, 894.
& Chen, J. K.; Scheiber, S.L. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 953.

8 Evans, M. J.; Cravatt, B. F. Chem. Rev. 2006, 106, 23.

81 Grzonka, Z.; Jankowska, E.; Kozak, M. Acta Bioch. Pol. 2001, 48, 1.
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una es la gran variedad de mutaciones que puede originar un microorganismo patogeno,
ocasionando que familias completas de antibiéticos sean ineficaces. La segunda, es la

ausencia durante los ultimos afios del desarrollo de una nueva familia de antibiéticos.®?

La defensa de un organismo contra microorganismos invasores patégenos mediante
segregacion y la utilizacion de péptidos de origen enddgeno, puede ser considerada como
un antiguo y evolucionado mecanismo de inmunidad. En las ultimas décadas se ha
comenzado a estudiar una nueva clase de compuestos como una posible alternativa para
la solucion de este problema.®®* Estos productos son denominados péptidos
antimicrobianos y han sido aislados de plantas y animales, lo que ha conducido a una gran

variedad de compuestos con caracteristicas similares.?%°

Muchos péptidos han sido aislados y estudiados en su actividad, estructura vy
organizacion quimica.?® Estos compuestos tienen la caracteristica de ser de cadena corta
(entre 10 y 35 aminoécidos), poseer naturaleza catidnica presentando una carga de al
menos +2 y comiunmente +4, +5, 0 +6, dependiendo de la cantidad de residuos de arginina
o lisina que posea.?” Este tipo de péptidos presentan un disefio anfipatico tridimensional
interno, doblado sobre si mismo y formando una regién hidrofébica en la cadena originada
por aminoacidos no polares, asi como una regién hidrofilica® debida a los aminoacidos
polares y a los aminoacidos cargados positivamente. Estos productos se han clasificado en
base a sus propiedades bioquimicas 0 a sus caracteristicas estructurales como péptidos
anionicos, dipéptidos aromaticos y los péptidos cationicos, siendo estos ultimos los mas
abundantes y entre los que podemos destacar a las cecropinas, defensinas, tioninas,
catelicidinas y trombocidinas. Por el amplio espectro de actividad antimicrobiana reportada,
se les ha denominado como antibidticos naturales, ya que todas estas moléculas son
elementos importantes directamente implicados en la respuesta inmune innata del huésped

y forman la primera barrera de defensa.®

82 7aslotff, M. Proc. Natl. Acad. Sci. 1987, 84, 5449.

8 Hancock, RW. Lancet 1997, 349, 418.

84 Bowman, HG.; Wade, D.; Bowman, IA.; Whalin, B.; Merrifield, RB. FEBS Lett. 1989, 259, 103.
8 Nicolas, P.; Mor, A. Annu. Rev. Microbiol. 1995, 49, 277.

8 Hancock, RW.; Falla, T.; Brown, M. Adv. Microb. Physiol. 1995, 37, 135.

87 Levy, O. Antimicrob. Agents Chemother. 2000, 44. 2925.

8 Hancock, RW.; Leher, RI. Trends Biotechnol. 1998, 16, 82.

8 Boman, HG. Annu. Rev. Immun. 1995, 13, 61.
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Los péptidos antimicrobianos difieren marcadamente entre si por la longitud, estructura
y secuencia de la cadena de aminoécidos, pero comparten dos caracteristicas en comun:
un carécter cationico que los atrae a la superficie anidnica de los microorganismos y la
capacidad de adoptar conformaciones anfipaticas que favorecen la insercion dentro de las
membranas microbianas.®*®* Una clasificacién actualmente aceptada los divide en dos
grandes grupos: peéptidos ciclicos (con uno o mas puentes de disulfuro) y péptidos
lineales.*” Estos Gltimos pueden adoptar una estructura anfipatica y activa de a-hélice y

estan entre los mas abundantes encontrados en la naturaleza.*®

Un requisito esencial para la utilizacién de cualquier agente antimicrobiano es que debe
poseer una toxicidad selectiva contra células de microorganismos sin afectar a las del
huésped. Una caracteristica de gran valor de los péptidos antimicrobianos enddgenos, es
su capacidad de discriminar entre las células de microorganismos y las células del
huésped para desplegar su accién letal. La base de ese proceso radica en las diferencias
entre las caracteristicas estructurales, conformacionales y electroquimicas de la membrana

celular.®*

Los péptidos antimicrobianos, especialmente los péptidos cationicos, se caracterizan
por poseer una secuencia de aminoacidos definida en su cadena, lo que les confiere
diversas propiedades, como son caracter hidrofébico o hidrofilico, anfipaticidad y una carga
minima eléctrica, siendo ésta Ultima necesaria para poder llevar a cabo su accion
especificamente contra diversas biomembranas. Esta reaccién se favorece, debido a la
atraccion electrostatica hacia membranas microbianas cargadas negativamente y su

capacidad para desplazar cationes asociados a membranas.*®

El mecanismo de accion para esta clase de compuestos no ha sido claramente
elucidado, pero hay evidencias satisfactorias de que los péptidos catidénicos debido a su
naturaleza anfipética lineal y por la carga positiva, interaccionan electrostaticamente con
los lipidos anidnicos de la bicapa lipidica de la membrana bacteriana, desplazandolos e

incrementando su permeabilidad, lo que causa desestabilizacion de la membrana al

% Bessalla, R.: Gorea, A.: Shalit, 1.; Metzeger, JW.; Dass, C.; Desiserio, DM.; Friedkin, M. J. Med. Chem.
1992, 3, 1203.

o1 Pathak, N.; Salas-Auvert, R.; Ruche, G.; McCarty, D. Harrison, R. Proteins. 1995, 22, 182.

2.0h, JE.; Hohn, SM.: Lee, KH. J. Peptide Res. 1999, 53, 41.

% Tossi, A.; Sandri, L.; Giangaspero, A. Biopolymers. 2000. 55, 4.

o4 Falla, T.; Karanuratne, DN.; Hancock, RW. J. Bio. Chem. 1996, 271, 19298.

% Ludtke, S.; He, K.; Heller, W.; Harroun, T.; Yang; L.; Huang, H. Biochemistry 1996, 35, 13723.
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formarse  canales a través de esta membrana. Esto puede originarse por el
desplazamiento de los iones catidnicos divalentes, los cuales estabilizan la membrana
externa celular, por parte de los péptidos catidnicos para interaccionar en los sitios
anionicos y facilitar su insercién a través de la membrana.”® Otras hipétesis sugieren la
induccion de hidrolasas para degradar la pared celular, alteracion de las funciones de la
membrana y dafio en sitios especificos intracelulares después de la insercion del
péptido.®" %

Algunos péptidos catidnicos in vitro poseen una gran actividad antimicrobiana,
comparados con algunos antibiéticos convencionales, asi mismo, poseen un valor de MIC
(concentracion minima inhibitoria) en el rango de 1-8 ug/mL, que los hacen competitivos al
compararlos con antibiéticos comerciales y potencialmente Utiles en contra de organismos
resistentes como: P. aeruginosa, A. baumanii, y S. maltophilia, contra cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus, microorganismos resistentes a la vancomicina
como Enterococcus faecium y aquellos productores de B-lactamasas de amplio espectro.99
Este tipo de compuestos estan en sus primeras etapas de investigacion para el desarrollo
de un nuevo farmaco, pero representan un campo con grandes perspectivas en el combate

de los agentes patégenos.'®

Reportes recientes han demostrado que los péptidos antimicrobianos sintéticos pueden
ser disefiados y que su preparacion mediante técnicas biotecnoldgicas o mediante sintesis
quimica, puede llevar a la obtencién de productos puros a gran escala y al mismo tiempo,

la produccién de nuevos compuestos con una mayor actividad biolégica.*™

Estudios llevados a cabo con péptidos antimicrobianos en base a la relacion
estructura/actividad han servido para elucidar su modo de accién, y al mismo tiempo, se
han podido establecer siete pardmetros importantes que estan relacionados con su
actividad biologica: tamafo, secuencia, carga, conformacion estructural, caracter
hidrofébico, caracter hidrofilico, angulo de plegamiento y grado helicoideal.!*® Estos

pardmetros estén intimamente relacionados, asi que modificando uno de ellos puede

% Matsuzaki, K.: Murase, O.: Tokuda, H.: Funakoshi, S.: Miyajima, K. Biochemistry 1994, 3342.
97Zasloff, M. Nature 2002, 415, 389.

%8 Honh, M. Acc. Chem. Res. 2005, 7

9 Peschel, A. Trends. Microbiol. 2002, 10, 179.

100 Hancock, R. W. Lancet 2001, 1, 156.

11 5h, J. E.; Honh, S. Y.; Lee, K. H. J. Peptide Res. 1999, 53, 41.

102 Maloy, W. L.; Kari, U. P. Biopolymers 1995, 37, 105.
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resultar en cambios significativos en sus propiedades biologicas. Al mismo tiempo, se ha
podido establecer un patron de secuencia en el ordenamiento de los aminoacidos que
resulta basica para el disefio sintético de péptidos antimicrobianos, por lo que la frecuencia
mostrada en el orden llega a ser: a) glicina, b) amino4cido hidrofébico, ¢) aminoécido
aromatico, d) amino4cido cargado positivamente, €) aminoacido cargado negativamente, f)

aminoAcido polar sin carga.’®

Los péptidos no ribosomicos son aquellos sintetizados por microorganismos,
principalmente por bacterias. Hasta ahora, innumerables péptidos con una gran variedad
de efectos biologicos y fisioldgicos han sido detectados, aislados, caracterizados y
sintetizados. Desde hace algunos afos, compuestos derivados de polimixina, bacitracina y
gramicidina fueron utilizados por sus propiedades antibidticas. Algunos estan fuera de uso
por presentar propiedades toxicas y otros como la penicilina han favorecido el desarrollo de
nuevas generaciones de compuestos mas potentes como las cefalosporinas y
ciclosporinas en la lucha de las infecciones bacterianas, pero siempre estando presente la

posibilidad de su inactivaciébn como consecuencia de la resistencia bacteriana.
2.11 Daptomicina

La daptomicina (162, Fig 15) es un lipopéptido ciclico que ha sido aprobado por la
FDA para el tratamiento topico de infecciones en la piel y esta en estudios de fase 3 para
su utilizacién en endocarditis infecciosa y septicemia.'®* Este compuesto es un producto de
la fermentacion de Streptomyces roseosporus, que esta constituido por 13 residuos de
aminoacidos, incluyendo tres bp-aminoacidos (p-asparagina, b-alanina y D-serina), tres
aminoacidos no proteinogénicos (ornitina, acido 3-metilglutdmico, y kinurenina) y una
cadena grasa de n-decanoilo en la parte amino N-terminal.!®® Hay 4 cadenas é&cidas
correspondientes a tres residuos de acido aspértico y uno de acido 3-metilglutdmico y una
cadena bésica derivada de la ornitina, resultando en una carga molecular total de -3 a pH
neutro. La molécula forma un macrociclo, en el cual un enlace tipo éster esta formado entre

la treonina y la kinurenina.'®

103
104

Tossi, A.; Tarantino, R. D. Eur. J. Biochem. 1997, 250, 549.

Raja, A.; LaBonte, J.; Kirkpatrick, P. Nat. Rev. Drug. Discov. 2003, 2, 943.

105 Grunewald, A. R.; Siebert, S. A.; Mahlert, C.; Linne, U.; Mahariel, M. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 17023.
106 Steenberger, J.; Adler; J.; Thorne, G.; Tally, F. J. Antimicrobial and Chemother. 2205, 55, 283.
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Figura 15. Lipopéptido antibiotico Daptomicina.

La daptomicina (162) es un lipopéptido antibidtico que ha demostrado una amplia
actividad bactericida in vitro contra la mayoria de los organismos aerobios y anaerobios
Gram-positivos como Sthaphilococcus aureus, Sthaphilococcus ssp, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus spp, Corynebacterium jeikeium, Clostridium perfringes y
Propionibacterium acne entre otros, que incluyen cepas multiresistentes a antibidticos

como la meticilina.*’

La estructura ciclica de la daptomicina, la cual contiene una cadena lateral de
decanoilo, le confiere un mecanismo de accion novedoso, que involucra su insercién de la
parte lipofilica en la membrana celular causando una réapida despolarizacion y pérdida de
iones potasio, seguido por la inhibicion de la sintesis de ADN, RNA y proteinas

ocasionando la muerte celular’®'% (Figura 16).

107
108
109

Lundstrom, TS.; Jack, DS. Infect. Dis. Clin. N. Am. 2004, 18, 651.
Jones, RN.; Barry; AL. Antimicrob. Agents Chemother. 1987, 31, 625.
Schriever, C.; Fernandez, C.; Rodvold, K.; Danzinger, L. Am. Health Syst. Pharm. 2005, 62, 1145.
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calcio-dependiente

La daptomicina se une a la membrana
citoplasmatica en una maniobra
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Figura 16. Mecanismo de accion de péptidos antimicrobianos.

Ademas, se ha establecido que el calcio juega un papel esencial en su actividad
antimicrobiana y recientemente Jung'® et al establecieron mediante mediciones
fluorescentes que la membrana citoplasmatica de Sthaphilococcus aureus contiene
fosfolipidos &cidos y neutros, en donde inicialmente los iones Ca™ se unen a la
daptomicina en solucion y causan un cambio conformacional que incrementa la
anfipaticidad y disminuye su carga, permitiendo de esta manera que la daptomicina
interactie con membranas &cidas y/o neutras. Posteriormente, los iones Ca* pueden
actuar como un puente entre la daptomicina y los fosfolipidos acidos, guiando a un
segundo cambio conformacional, permitiendo que penetre mas profundamente en la
membrana y haya mayores alteraciones fisicoquimicas que llevan a la muerte celular
(Figura 16).

2.12 Sintesis de Péptidos'™*

La formacién del enlace amida (conocido como enlace peptidico) entre dos
aminoacidos requiere de la proteccion selectiva del grupo amino de uno de los

aminoacidos y en el grupo carboxilo del otro aminoacido, para conseguir el péptido

110 Jung, D.; Rozek, A.; Okon, M.; Hanckock, EW. J. Chem. Biol. 2004, 11, 949.
! Hughes, A. B. Amino Acids, Peptides and Proteins in Organic Chemistry. V 3. Wiley-VCH. Germany, 2013,
583 p.p.
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proyectado en la ruta sintética. Sin estas consideraciones, ambos aminoéacidos, al tener
expuestos sus grupos reactivos, pueden conducir a la formacion de dimeros y productos
secundarios no deseados. Por tal motivo, es necesario bloquear (proteger) a los grupos

que no paticiparan en la formacion del enlace peptidico deseado.
Los grupos protectores ideales deben reunir las siguientes caracteristicas:**?

1. La introduccion del grupo protector debe conducir a la formacion de un derivado

del aminoacido donde ya no este presente la forma zwitterionica.

2. Laintroduccion y remocion de los grupos protectores debe ocurrir en condiciones
suaves. El grupo protector debe ser quimicamente inerte a los procesos de

acoplamiento entre los aminoéacidos.

3. La caracterizacion, estabilidad y solubilidad de los aminoacidos protegidos deben

ser favorables, logrando de este modo su facil manejo y purificacion.

Un grupo ortogonal, dentro de un conjunto de grupos protectores, es aquel grupo
funcional que no se ve afectado por las reacciones de desproteccion de los otros grupos
protectores presentes en la molécula y que puede reaccionar en cualquier orden y en

presencia uno de otro.
2.12.1 Proteccion del grupo amino

El objetivo fundamental que se debe lograr al proteger el grupo amino es el de
suprimir su reactividad nucleofilica. Una gran cantidad de grupos protectores han sido
desarrollados para el grupo amino, los cuales han sido utilizados en la sintesis de péptidos

y proteinas (Figura 17).

Y2 \wuts, G. M.; Greene, T. W. Greenes’s Protective Groups in Organic Synthesis. 4a. Ed. Wiley & Sons.

USA. 2007, 1082 p.p.
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Figura 17. Principales grupos protectores del grupo funcional amino.

Entre los grupos mas utilizados para proteger aminas, se encuentran los del tipo
alcoxicarbonilo, para generar carbamatos, como ejemplos se pueden mencionar: tert-
butiloxicarbonilo (Boc), benciloxicarbonilo (Cbz), 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), 2-(4-
bifenilil)-isopropoxicarbonilo (Bpoc). Grupos del tipo carboxamida son el grupo formilo y el
trifluoroacetilo. La N-proteccion también puede ser realizada con grupos del tipo
sulfonamida y sulfenamida, siendo los mas utilizados el grupo 1-nitrofenilsulfenil (Nps), 2-y
4-nitrobencensulfonil (oNbs y pNbs), ademés de grupos protectores de tipo alquilico como

el trifenilmetilo o tritilo (Tr).
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2.12.2 Proteccién del grupo carboxilo

La proteccion del grupo carboxilo es recomendable que los &cidos para evitar que el
proton acido no interfiera en reacciones catalizadas por bases y para aumentar la

solubilidad de la molécula en los disolventes organicos.

NOMBRE ACRONIMO ESTRUCTURA REMOCION
. (@) Hidrdélisis alcalina o
Metil ah .
et Me ‘z'v. Me enzimatica
Etil Et ’_;'\ _Et Hidrdlisis alcalina o
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Bencil Bn 0/57" H,/Pd, HBr/AcOH,
hidroélisis alcalina
o . rye . , .
tert-Butilo t-BU >( \;rv Hidrdlisis acida (TFA)
4-Nitrobencil NBn o/“z'- H,/Pd, Hidrolisis
alcalina, estable a
O,N HBr/AcOH
Diciclopropilmetll Dcpm O\ TFA 1%/CH,CI,
-~

Figura 18. Grupos protectores mas comunes del grupo carboxilo.

Ademas, el grupo protector debe también ser removido sin afectar la integridad de la
molécula, por esta razén, un gran numero de grupos protectores para acidos han sido
desarrollados, los cuales pueden ser removidos por una simple hidrélisis en condiciones

acidas o basicas (Figura 18).

Normalmente, el grupo carboxilo de un aminoacido es protegido como el éster
metilico, etilico, bencilico o tert-butilico, aunque ocasionalmente se pueden utilizar los

ésteres 2 y 4-nitrobencilicos. Un grupo protector relativamente nuevo, el cual fue
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introducido por Carpino,**

es el grupo diciclopropilmetilo (Dcpm), el cual puede ser
facilmente removido con 1% de TFA en diclorometano, incluso en presencia de otros

grupos protectores del tipo tert-butilo.

2.12.3 Formacion del enlace peptidico: Activacion y Acoplamiento™*

Los acidos carboxilicos ordinariamente forman sales con las aminas a temperatura
ambiente y a pesar de que la transformacién de estas sales en amidas es posible mediante
calentamiento, estas condiciones ponen en riesgo la integridad estereoquimica de los
aminoacidos involucrados, por lo que es necesaria la traansformacion del grupo carboxilico
en un derivado que incremente su electrofilicidad (activacion) para permitir el ataque

nucleofilico por parte del grupo amino (Esquema 33).

H O H o I;IROH H o
N - X N .R?
oe \E)LOH NN R N> <Y - b \)LH R
R1 R1

activacion NHR2 HX <
Ry

Ry,-NH,
Equema 33. Formacion del enlace peptidico.

Los procedimientos utilizados para acoplar dos residuos de aminoécidos para formar
un péptido son referidos como métodos de acoplamiento e involucran el ataque nucleofilico
por parte del grupo amino al centro electrofilico del &tomo de carbono carboxilico, que ha

sido activado mediante la introduccion de un grupo electroatractor Y (Esquema 34)

La activacion puede ser llevada a cabo en presencia del N-nucledfilo o en su
ausencia dependiendo de las condiciones de la reaccion. La activacion en la ausencia del
nucledfilo es referida como una preactivacion y cuando un acoplamiento es efectuado por
la adicion de un solo compuesto a una mezcla de dos reactivos, el compuesto es referido
como un reactivo de acoplamiento y en algunos casos requiere una subsecuente
desprotonacion de uno de los reactivos para que se lleve a cabo la reaccion. Las formas
comunes activadas del grupo carboxilo se presentan en el esquema 34 en el orden del
incremento de su complejidad, el cual también corresponde —con la excepcion del

anhidrido mixto- al orden en el cual los métodos llegan a ser disponibles.

13 Carpino, V. J. Org. Chem. 1995, 60, 7718.
1% Benoiton, Leon. Chemistry of Peptide Synthesis. 2006, Taylor & Francis, New York, 290 p.p.
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Esquema 34. Activacion del grupo carboxilo.

El grupo Y puede ser un atomo de halégeno, un grupo azida o un &tomo de oxigeno
unido a un atomo de carbono con un enlace doble (O-C=C), un carbono catiénico (O-C"),
un atomo de fosforo (O-P*), o un atomo de nitrégeno adyacente a un atomo con un enlace
doble (O-NX=), que es desplazado nucleofilicamente por una amina para generar el

péptido (Esquema 35).

Todos los reactivos y métodos de acoplamiento son aplicables para la formacion del
enlace peptidico a partir de aminoacidos N-protegidos, pero no todos son aplicables para el
acoplamiento de péptidos, ya que la naturaleza de los sustratos varia considerablemente y

no puede generalizarse la utilizacion de un mismo protocolo para cualquier sustrato.

El método mas empleado para la formacion de enlaces peptidicos es el método de
la carbodiimida, utilizando la N,N-diciclohexilcarbodiimida (164), la cual contiene dos
atomos de nitr6geno que son ligeramente bésicos, que es suficiente para poner en
funcionamiento una reaccién entre la misma carbodiimida y un acido 163. En el curso de la
reaccion un abundante precipitado de N,N-diclohexilurea (168) se separa en pocos minutos
al utilizar diciclohexilcarbodiimida. El proceso de separacién de los productos de reaccion
no es fécil, ya que la DCC es parcialmente soluble en los disolventes orgénicos utilizados
en la sintesis e insoluble en soluciones acuosas y llega a convertirse en un producto

contaminante en las reacciones de acoplamiento para la generacion de péptidos. Por esta
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razon se introdujo el uso de carbodiimidas solubles y la correspondiente urea de estas es
facilmente eliminada del producto, simplemente lavando con acido diluido. La
diciclohexildicarbodiimida se propuso como un reactivo de acoplamiento por Sheehan y

Hess™ en 1955, y desde entonces se ha utilizado en la sintesis de péptidos (Esquema

35).
L, L Q i e
PG’N""HLOH + PG’ ~», J\

R! N=C=N THF
163
164 165
+
, o
0 H 9 R HoN.,, (”\
Py + GPO N%HLNJ}(OP - OGP
N7 N bl . H R?
H H O R o
168 167 166

Esguema 35. Reaccion de acoplamiento entre 2 amino&cidos.
2.12.4 Problemas en Sintesis de Péptidos

La formacion de intermediarios reactivos durante el proceso de activacion puede
venir acompafiada por reacciones secundarias que conducen a productos no deseados.
Por ejemplo, la desprotonacién en el carbono a en 169 lleva a la formacion de enolatos del
tipo 170, que pueden ser reprotonados y formar epimeros 169, 171. Los grupos
fuertemente electroatractores (por ejemplo cloruros) y el uso de bases fuertes no

voluminosas son factores que pueden favorecer que la epimerizacion ocurra antes que la
116

formacion del enlace peptidico™ (Esquema 36).
0
. H Base 1 . J\) H
R\T)LX — \|// X —> X + "/
! -H
H™ “GP " GP
169 170 169 171

Esquema 36. Reaccién de epimerizacion de un aminoacido activado

15 Sheehan, G. Hess, J. J. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 1067.
116 Benoiton, NL.; Chen, FM. Can. J. Chem. 1981, 59, 384.
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Los acil-amino&cidos 172 activados bajo la influencia de una base, pueden sufrir
ciclacion para generar oxazolonas (174), los cuales en el medio de reaccion generan el
intermediario pseudoaromético 175-176, que al reprotonarse pueden conducir a productos

de epimerizacién 177, 179" (Esquema 37).

H H H H H SN
NGR A UNLR NG R N
N N e O — e
o] o] o] o o]
X~ o X~ 70 o) Co Co
172 173 174 175 176
\RlNHZ H*
R
NG
o) I . O 178
07 "NHR
177 JRlNHz
HR
;kn/N S H
r X
07 "NHR,
179

Esquema 37. Epimerizacion via oxazolonas.

Las oxazolonas se comportan como agentes acilantes y la formacion de epimeros
conducird a productos de acoplamiento diastereoméricos, lo cual disminuye el rendimiento.
Para reducir la epimerizacibn que se presenta en la activacion de acil-a-aminoacidos,

18119 " encontraron que el 1-hidroxi-1H-benzotriazol (HOBt, 180), la 3-

Kbénig y Geiger
hidroxi-4-oxo-3,4-dihidro-1,2,3-benzotriazina (HODhbt, 181) y 7-aza-1-hidroxi-1H-
benzotriazol (HOAt, 182)'*° son aditivos eficaces que reaccionan con la O-acilurea,
formando ésteres activos los cuales reaccionan rapidamente con el componente amino y la

epimerizacion es reducida considerablemente (Figura 19).

17 Jones, J. H.; Witty, M: J. J. Chem. Soc. Perkin Trans 1 1979, 3203.

118 Konig, W.; Geiger, R. Chem.Ber. 1970, 103, 788.

119 Kdnig, W. Geiger, R. Chem. Ber. 1970, 103, 2034.

120 Sureshbabu, V.; Chennakryshnareddy, G. Indian J. Chem. 2009, 48B, 981.
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N, Nen SN
N ! | N
N “OH N~ N
OH o OH
180 181 182

Figura 19. Reactivos para prevenir la epimerizacion.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como resultado de la resistencia a muchos antibioticos desarrollada por un nimero
creciente de bacterias, se requiere la busqueda de compuestos nuevos que tengan la
propiedad de inhibir el crecimiento bacteriano con mecanismos de accion diferentes a los

antibiéticos actualmente disponibles.

La modificacién estructural de un compuesto bioactivo puede tener repercusiones
importantes en sus propiedades fisicoquimicas y cambios en su actividad que pueden ir
desde la potenciacion hasta la desaparicion total de la misma y en algunos casos es

posible la aparicién de propiedades bioldgicas diferentes.

En el presente estudio se pretende llevar a cabo la sintesis de péptidos de cadena
corta, analogos a la radiosumina 142 y lipopétidos de cadena corta derivados de la
secuencia de aminoacidos de la daptomicina 162, mediante técnicas de acoplamiento de

péptidos convencionales en disolucion.

La estrategia de sintesis para los analogos alifatico 183 y aromético 184 de la
radiosumina 142, consistird en un cambio de posicion de los enlaces dobles para obtener

dipéptidos a,B-insaturados o reducidos cuando se utilizan deshidroaminoacidos (Figura

20).
O,NHZ NH,
o o)
H
//u\N/i\n/H\f//M“ 0 //u‘N AL 0
"o COZHO\ I "o m J

&
183 184

Figura 20. Anélogos de la Radiosumina.

De acuerdo a la estrategia de sintesis, los analogos de la radiosumina pueden ser
obtenidos a partir del acoplamiento de los respectivos aminoacidos, mostrados en el

esquema 38, utilizando técnicas convencionales de sintesis de péptidos.
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N H™ “GP N
GP GP

185 186

NHAc
i
OH XY~ “OH OGP
N
H,N Ac” H
183

NHAc

0
o 0
Xy “OH
N OH — . OGP
N o Hey H N gp Hon NH,
- |
HoN Ac”H a4 GP 187 ép 188

GP = grupos protectores
Esquema 38. Retrosintesis: formacién de analogos de la Radiosumina.

La estrategia general para la preparacion de los aminoacidos a,B-insaturados 185
ylo 187 consistird en la reaccion entre el correspondiente aldehido 189 y/o 191 y el

fosfonato de dimetilo 190 (Reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons, Esquema 39). %

NHGP
8 9 i
+ (HSCO)ZPW)LOGP Base Xy~ oGP
N HaN HNgp
H® “GP )
CHO GP
GP =grupos protectores
NHGP
+ 9 i Base h oGP
(HSCO)ZP\)L _Base _ N
OGP N H*  GP
CHO H-Ngp GP
191 190 187 (E + 2)

Esquema 39. Retrosintesis: Preparacion de aminoacidos a,3-insaturados.

Por otro lado, para la sintesis de lipopéptidos, se plante6 la preparacion de 3
lipopéptidos de cadena corta: N-decanoil-Gly-Orn-Asp-D-Ala (192), N-decanoil-Trp-Asp-
Asp-Thr (193) y N-decanoil-Kyn-3-Me-Glu-D-Ser-Gly-Asp (194) en los cuales la cadena

121

Schmidt, U.; Leitenberger, V. Angew. Chem. Int. Ed. Eng. 1989, 28, 929.
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lipofilica estara enlazada en el amino terminal y la secuencia de los aminoécidos esta

estrechamente relacionada con la molécula de Daptomicina 162 (Figura 21).

H,N

\/\/\/\/\"/N\)L \)L /\H/OH

° COOH

N-Decanoil-Gly-Orn-Asp-D-Ala-OH (192)

/\/\/\/\)J\ \)L J:;/O O:fl\

COOH

N-Decanoil-Trp-Asp-Asp-Thr-OH (193)

o
CO,H

OH
/\/\/\/\)LNH ’ o H o
NH, \“‘\K”/N"* H N\)J\H OH
OO (o) (o)
(o) OH

N-Decanoil-Kyn-3-Me-Glu-D-Ser-Gly-Asp-OH (194)
Figura 21. Lipopéptidos derivados de la daptomicina.

Los lipopéptidos lineales de cadena corta se prepararan por una metodologia
convencional de sintesis de péptidos en disolucion. Esta se basa en el uso de reactivos de
acoplamiento y esquemas de proteccion especificos para los grupos funcionales de los
diversos aminoacidos, lo cual permitirhd la preparacion de péptidos que contienen

secuencias de aminoacidos complejas y con impedimento estérico pronunciado.
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4.

OBJETIVOS

a. Llevar a cabo la sintesis de analogos estructurales de la radiosumina de tipo

alifatico y aromatico y alterando ademés la posicion de los enlaces dobles

presentes.

b. Preparacion de lipopéptidos de cadena corta analogos a la daptomicina.

c. Proteccion selectiva de cadenas laterales de a-aminoacidos.

d. Caracterizacion estructural de cada uno de los productos obtenidos.

52


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

5 RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Sintesis de Anélogos de la Radiosumina

La primera parte de la sintesis consistié en la obtencion de los correspondientes
fosfonatos 198 y 203. El compuesto 198 se preparé mediante la proteccion de la glicina
(195), en su forma del éster metilico de la N-Boc-glicina (197), seguido de la proteccion del
grupo amino para producir N-Boc-Gly-OMe (197) y de la bromacion sobre el C-a con el
empleo de NBS. El producto bromado no fue aislado, y se traté directamente con fosfito de
trimetilo para conducir al fosfonato (198), como un sélido blanco con un rendimiento del
87% (Esquema 40).

o (0] (0]
HI\OH SOCI-‘,_/MgOH - OMe (Boc),O/EtsN . OMe
NH Cuantitativo MeOH N
2 NH, =HCI 2% H V" Boc
195 196 197

1. NBS/CCI
879 4
% | 2. P(OCH,)oITHF
65°C

O O

11
CH;0),P.
( 3 )2 \)LOMQ

NJ
H Boc
198

Esquema 40. Preparacion del fosfonato derivado de la glicina.

Para la preparacion del fosfonato 203, en un primer intento se siguié el mismo
procedimiento que para 198, pero el rendimiento fue menor al 35%, por lo que se decidio
optar por la metodologia descrita por Zoller e Ishai.*** El fosfonato 203 se obtuvo a partir
de la reaccién entre el 4cido glioxilico (199) y el carbamato (200). El derivado &cido 201 asi
obtenido, se traté con metanol en medio acido y el éster metilico 202 obtenido se
transformo en el derivado halogenado con oxicloruro de fésforo, el cual sin aislarse se hizo
reaccionar con fosfito de trimetilo para producir el correspondiente fosfonato 203.*% El

producto final se obtuvo como un sélido blanco con un rendimiento del 79% (Esquema 41).

122 Zoller, U.; Ben-Ishai, D. Tetrahedron 1975, 31, 863.

123 Schmidt, U. ; Lieberknecht, A.; Wild, J. Synthesis 1984, 53.

53


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

0
o N OH
H . O/U\NH2 (Et),0/ta. 0~ N
OH > H o
o 90%
199 200 201
MeOH/H,SO,
89%
O OMe

OMe

HN
N 2. P(OCH;),/Tol/70°C
799
% 202

o 0
(CH30),P
0“1‘*/@ 1. POCI,/Tol/70 °C ©AO/U\N
- H
o}

203
Esquema 41. Sintesis del fosfonato derivado de la N-Cbz glicina.

La preparacion del aldehido 211 se inici6 con la hidrogenacién del &cido p-
aminobenzobico (204) en presencia de Oxido de platino a 60 psi de presion. El producto de
la reaccién consisti6 en una mezcla de is6meros trans 206 y cis 207, los cuales se

124 (Esquema 42).

purificaron por cristalizacion fraccionada

CO,H

MeOH
CO,H £
2 CO-H NH,
PtO,/H,0 206
60 psi cis/trans 4:1
NH, 94% NH, CO,H
204 205 MeOH/Eter

NH,
207

Esguema 42. Hidrogenacion catalitica del &cido p-aminobenzoico.

El 4&cido trans-4-aminociclohexancarboxilico (206) se transformo a la benzamida 209

derivada del éster metilico 208. Los primeros intentos para obtener el aldehido mediante la

124 Skaric, V.; Kovaceic, M.; Skaric, D. J. Chem. Soc. Perkin Trans 1 1976, 1199.
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reduccién del éster metilico con DIBAL fracasaron, obteniéndose el alcohol
correspondiente 210 y trazas del aldehido 211. La oxidacion del alcohol bajo las

condiciones de Swern'?®> tampoco fue efectiva para la obtencién del aldehido, ya que sélo

se obtuvo en 15% de rendimiento (Esquema 43).

COzH C02Me C02Me
SOCI,/MeOH _ CgHsCOCI/Et;N
- cuantitativo - Et;N/CH,Cl,
NH, NHzHCI 70% N
206 208 H™ "Bz
209

80% | DIBAL/THF

40 °C
CHO CH,OH
1. (COCl),
. 2. DMSO/THF <
H-N g2 3. Et-3KI8 ¢ H-N g2
211 15% 210

Esquema 43. Sintesis del trans ciclohexancarbaldehido.

Por lo tanto, se intenté obtener el aldehido por la reducciéon de la correspondiente
amida de Weinreb, ya que este tipo de compuestos son reducidos de forma eficiente al
derivado carbonilico correspondiente con bajo riesgo de reducciones posteriores cuando

se emplean hidruros o compuestos organometalicos.*?®

La secuencia sintética implico primeramente la preparacion del compuesto 212, en
donde el grupo amino estd convenientemente protegido. Se utilizaron 4 diferentes grupos
protectores para la proteccion del grupo amino del aminoécido 206, con el propoésito de
conocer cual podria funcionar mejor como grupo protector ortogonal. Las amidas de
Weinreb'?’ 213a-c se obtuvieron mediante la formacion de un anhidrido mixto, el cual no
se aisld, sino que fue deplazado nucleofilicamente con la metoximetilhidroxilamina.

Finalmente, el aldehido 214 se obtuvo por reduccion de la amida de Weinreb con LiAlH4

125 Boger, D. A.; Jacobson, R. J. Org. Chem. 1991, 56, 2115.
126pg Luca, L.; Giacomelli, G.; Taddei, M. J. Org. Chem. 2001, 66, 2534.
12 Weinreb, S M. Tetrahedron Lett. 1981, 22, 3815.
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(Esquema 44). Los acidos 212a-d se prepararon sin problemas, pero no se pudo formar la
amida de Weinreb 213d, obteniéndose en su lugar una serie de productos que no fueron
identificados. Este problema se presentd a pesar de intentar diversas formas de activacion

del acido carboxilico 212d.

I\I/Ie
CO,H CO,H Ox~N~0Me
CH2NH(OCH.)-HCI
EtsN/THF
NH, NHGP NHGP
206 212 213
% % % _
GP = Boc 212a 84 213a 90 2l4a 86 LiAIH,/THF
Cbz 212b 96 213b 92 214b 73
CHO
Ts  212c 93 213c 80 214c 78
Ac  212d 77
NHGP
214

Esquema 44. Obtencién de trans aminocarbaldehidos.

El andlisis espectroscopico de RMN'H de las amidas de Weinreb preparadas,
muestra las sefiales caracteristicas de los dos metilos, los cuales se observan como
singuletes entre 3.0-3.5 ppm (Figura 22). El espectro de RMN'H del trans 4-(N,N-
metoxi(metil)carbonil)ciclohexilcarbamato de t-butilo (213a), muestra tres singuletes a 1.47,
3.20 y 3.72 ppm, que corresponden a los metilos del grupo Boc y a los 2 metilos de la
amida de Weinreb. Los protones metilénicos del anillo del ciclohexano se observan como 2
cuartetos a campo alto (1.10 a 1.70 ppm), junto con dos multipletes en 1.88 y 2.14 ppm;
mientras que los protones de los carbonos trisustituidos aparecen como multipletes més
desplazados a menor campo debido su vecindad con el grupo amino (2.64 ppm) y con el

grupo carboxilo de la amida (3.45 ppm).
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Figura 22. Espectro de RMN'H del producto 213a.

Los aldehidos peparados muestran en los espectros correspondientes de RMN'H el
singulete del protén del aldehido cerca de 9.0 ppm, desapareciendo las sefiales de los
metilos de la amida de Weinreb y en RMN**C se puede apreciar la sefial del carbonilo a
méas de 200 ppm. (Figura 23 y 24). En el espectro de RMN'H para el compuesto 214a se
observa el singulete del proton del aldehido en 9.62 ppm, la sefial correspondiente al grupo
Boc y la de los protones del anillo de ciclohexano se localizan a campo bajo entre 1.10 y
2.13 ppm. En RMN®C se observa la sefial del carbonilo a 204 ppm y a campo alto los
carbonos del anillo del ciclohexano, asi como los metilos del grupo tert-butilo y la sefal del

carbono cuaternario a 28.5y 79.6 ppm respectivamente.
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Figura 23. Espectro de RMN'H del aldehido 214a.
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Figura 24. Espectro de RMN3C del aldehido 214a.
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El mismo procedimiento se aplicé para obtener los aldehidos 217a-c derivados del

cis amino4cido 207 (Esquema 45).

I\I/Ie
CO,H CO,H O N~0Me
CH3NH(OCHg)-HCI
—
EtsN/THF
NH; NHGP NHGP
207
215 16
% % % _
GP = Boc 215a 92 216a 88 217a 78 LiAIH,/THF
Cbz 215b 82 216b 76 217b 70
Ts 215c 84 216c 70 217c 62 CHO
Ac  215d 76
NHGP
217

Esquema 45. Sintesis de cis ciclohexancarbaldehidos.

En un primer intento para la preparacion del derivado 216c¢ bajo las condiciones de
reaccion empleadas para el isébmero trans, 216c no pudo obtenerse, ya que el producto
que se aislé cuando el residuo de la reaccion se purificd por cromatografia en columna fue

la correspondiente isoquinuclidona 218 (Esquema 46).

Me
(o) N
N e COH “OMe
o) _ CICOOMe/Et3N 1. CICOOMe/Et;N
cuantitativo 2. CH3;NH(OCH;).HCI
3. Et;N
NHTs NHP
218 215¢c 216c

Esguema 46. Obtencién de la isoquinuclidona 218.

Como puede verse en el esquema 44, la disposicién de los substituyentes en el
compuesto cis-216¢ favorece que se lleve a cabo la reaccion de ciclacion durante la

formacién del anhidrido mixto. Este problema fue resuelto convenientemente al modificar el
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orden de adicién de los reactivos para la formacion de la amida de Weinreb; cuando todos
los reactivos fueron mezclados juntos, el producto 216c¢ fue aislado con rendimientos del
70%. Con los diferentes derivados 216a 6 216b este problema no se presentd, lo que hace
suponer que el nitrégeno de la sulfonamida estd mas activo nucleofilicamente que cuando
esti enlazado a un grupo carbamoilo, para desplazar al anhidrido y llevar a cabo la
reaccion intramolecular, debido a la mayor acidez del 4&tomo de hidrégeno unido al

nitrégeno.

La caracterizacion espectroscopica de los productos cis muestra las sefiales de la
amida de Weinreb, entre 3 y 4 ppm. El espectro de RMN'H de la amida de Weinreb 216¢c
muestra los singuletes de los metilos de la amida sustituida en 3.20 y 3.67 ppm. Ademas,
se observan las sefiales del grupo protector en 2.42 ppm para el singulete del metilo
aromatico, asi como en campo bajo dos dobletes con un valor de la constante de
acoplamiento de 9.0 Hz correspondiente a los protones del anillo de benceno p-sustituido.
Los protones del anillo de ciclohexano se observan a campo alto entre 1.47 y 1.96 como

multipletes (Figura 25).
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Figura 25. Espectro RMN'H amida de Weinreb 216c.
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Para el correspondiente aldehido 217c se observa en RMN'H un singulete en 9.3

ppm y la desaparicion de las sefales de los metilos de la amida de Weinreb (Figura 26).
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Figura 26. Espectro de RMN'H del aldehido 217c.
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Figura 27. Espectro de RMN*3C del aldehido 217c.
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En el espectro de RMN™C se observan las sefiales de los carbonos aromaticos en
126 y 129 ppmy en 203 ppm la sefial del carbonilo, los carbonos del anillo de ciclohexano

se localizan a campo alto entre 21 y 51 ppm (Figura 27).

Para la obtencion del aldehido aromatico 221 se siguié una metodologia similar a la
descrita para la preparacion de los aldehidos alifaticos. El acido 219 es obtenido en bajos
rendimientos debido a la baja nucleofilicidad de la amina aromética. La Unica variante se
di6 en la preparacion de la amida de Weinreb 220, ya que con el uso del cloroformiato de
metilo el rendimiento resulté ser menor del 30%, por lo que se utilizé el cloruro de oxalilo
para activar el 4cido carboxilico como su correspondiente cloruro de &cido. Se tuvo el
cuidado de trabajar la reaccion inmediatamente una vez que ceso la producciéon de gas
(CO y COy,) para eliminar las trazas de HCI generadas en el medio de reaccion y evitar que
el grupo Boc se pudiera hidrolizar. De esta manera el producto se obtuvo con un

rendimiento mayor al 90%. (Esquema 47).

l\l/le
Os N1
CO,H CO,H OMe
(Boc),O/Et;N 1. (COCI),/THF _
MeOH 2. CH3NH(OCH3)-HCI
34% 3. EtzN/THF
NH 0 NG
2 H’N\Boc 92% H” “Boc
204 219 220

77% | LiIAIH4/THF

CHO

Esquema 47. Preparacion del aldehido aromatico 221.

El espectro de RMN'H para el compuesto 221 muestra las sefales tipicas de
protones aromaticos del anillo de benceno p-sustituido como dos sefiales dobles cuya
constante de acoplamiento tiene un valor de 9.0 Hz y en 9.90 ppm se observa el singulete
del protén del aldehido (Figura 28). En el espectro de RMN3C, se aprecian las sefiales de
todos los carbonos del compuesto 221 y la sefial del carbonilo en 191 ppm (Figura 29)
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Figura 28. Espectro de RMN'H del aldehido 221.
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Figura 29. Espectro de RMN'3C del aldehido 221.
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La reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons, que es una modificacion de la reaccién
de Wittig,'® sirvi6 para la obtencién de los deshidroaminoacidos correspondientes.
Después de algunos intentos para obtener los mejores resultados y con el empleo de
hexametildisilazuro de litio (LIHMDSi) como base para generar el carbanion, se logro llevar
a cabo la reaccion entre el aldehido 214 y los fosfonatos 198 y/o 203 para generar el

aminoacido a,B-insaturado (Esquema 48).

CHO NHP? 0
0O O H
i LiHMDSI/THF Y~ "OMe
+ (H3CO)P OMe > AU NHP?
0°a 50°C PTHN*
X~ “oMe
NHP2
214 198 y/o 203 222 223
P P2 o (E2)

Boc Cbz 86 222a:223a (1:4)
Cbz Boc 76 222h:223b (1:2)

Ts Boc 81 222c:223¢ (1:2)
Esquema 48. Sintesis de aminoacidos a,B-insaturados.

Si la reaccién se mantiene a temperatura ambiente, el derivado insaturado no se
genera, por lo que se debe aumentar la temperatura de reaccion para que el fosfetano
intermediario pueda eliminarse y generar el correspondiente alqueno. Los isomeros
geométricos de los aminoacidos a,B-insaturados 222 y 223 fueron purificados y el
rendimiento de la reaccion es descrito como la mezcla total de ambos isbmeros. En este
caso, no afectd en los objetivos del trabajo la obtencién de la mezcla de isémeros ya que el
enlace doble se hidrogenaria cuando se acondicionan los aminoacidos para su

acoplamiento en reacciones posteriores.

El espectro de RMN'H del aminoacido 223a muestra la presencia de las sefiales de
los grupos protectores ortogonales de los 2 sustratos implicados en la reaccion de
condensacion, en 1.44, 3.73, 5.14 y 7.35 ppm se identifican los protones del grupo t-butilo,
del éster metilico y del benciloxi. Ademas, en 6.44 ppm aparece un doblete

correspondiente al proton vinilico con una constante de acoplamiento de 9 Hz, que

128 Wadsworth, S.; Emmons, W. D. J. Am. Chem. Soc. 1961, 83, 1733.
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identifica al isobmero Z de la mezcla de aminoacidos insaturados (Figura 30). En el isbmero

lico aparece como un singulete ancho a 6.75 ppm (Figura 31).
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Figura 31. Espectro de RMN'H del aminoacido E 222a.
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Los aminoacidos a,B-insaturados 224 y 225, derivados de los carbaldehidos cis fueron
preparados por la reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons, empleando las mismas

condiciones de reaccion que se utilizaron para los trans carbaldehidos (Esquema 49).

CHO NHP1 0
O O
[ LiHMDSI/THF Ny "OMe
¥ (HSCO)ZP OMe o o > * 1 NHP2
NP2 0°a 50°C o PIHN
NHP?
N OMe
NHP?2
217 198 y/o 203 224 225
Pl P2 % (E:2)

Boc Cbz 82 224a:225a (1:3)
Ts Boc 65 224h:225h (1:2)

Cbz Boc 75 224c:225¢ (1:2)
Esquema 49. Preparacion de aminoacidos a,p-insaturados.

En el espectro de RMN'H del deshidroaminoacido 225a aparecen las sefiales
caracteristicas de los singuletes en 1.45 ppm para los protones del t-butilo, en 3.66 ppm los
protones del éster metilico y en 5.14 ppm los protones bencilicos. El protdn vinilico se
observa como un doblete con una constante de acoplamiento de 9 Hz para identificarlo
como el isémero Z del aminoacido a,B-insaturado (Figura 32). En el espectro de RMN**C
se pueden resaltar las sefiales en 25.1, 48.9 y 63.5 ppm de los carbonos del grupo Boc,
éster metilico y bencilo. Ademas, en 120.3 y 130.4 ppm se aprecian los carbonos vinilicos
y en 150.4, 151.9 y 160.7 ppm se observan las tres sefiales correspondientes a los

carbonilos (Figura 33).
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Figura 32. Espectro de RMN'H del aminoéacido Z 225a.
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Se prepararon los aminoacidos a,B-insaturados 226 y 227 derivados de los
aldehidos arométicos utlizando la misma estrategia que en los casos anteriormente

descritos, a partir de los respectivos fosfonatos (Esquema 50).

CHO NHP1 (o]
o o
i LiHMDSi/THF Ny~ "OMe
+ (0o gy, e * m‘p\z
R 0°a 50°C o PTHN
NHP' NHP
_
OMe
NHP2
221 198 y/o 203 226 227

Pl P2 % (E:2)
Boc Chbz 83 226a:227a (1:2)
Ac Boc 94 226b:227b (0:1)
Ac Cbz 80 226c:227¢ (1:1)

Esquema 50. Sintesis de aminoacidos a,B-insaturados.

En el espectro de RMN'H para el compuesto 227a se observan los protones
metilicos del grupo Boc, éster metilico y bencilo en 1.51, 3.63 y 5.16 ppm respectivamente.
El protdn vinilico aparece en 6.66 ppm como un singulete y entre 7.02 y 7.38 ppm se
localizan los protones de los 2 sistemas aromaticos, sobresaliendo una sefial doble en 7.18
ppm con una constante de acoplamiento J = 6.0 Hz correspodientes a 2 protones del anillo
aromatico p-sustituido. El otro doblete esta traslapado con un multiplete correspondiente a

los protones del anillo aromatico del grupo Cbz (Figura 34).

El espectro de RMN*3C del compuesto 227b muestra los carbonos vinilicos en 119 y
123 ppm, las dos sefiales de los carbonos del anillo aromatico p-sustituido en 129 y 131
ppm y la sefal del grupo protector acetilo en 24 ppm. En 28 y 81 ppm la presencia del

grupo Boc y en 52 ppm el éster metilico (Figura 35).
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Figura 34. Espectro de RMN'H del aminoé&cido Z 227a.
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Una vez preparados los amino&cidos a,B-insaturados, se trabajo unicamente con los
sustratos que contenian los grupos protectores Boc y Cbz en el grupo amino. Esta
seleccion se basé a la mayor facilidad en las condiciones de desproteccion que se
realizaron sobre los sustratos para proceder a la reaccion de acoplamiento y obtener el

dipéptido conteniendo grupos protectores ortogonales en su estructura.

Inicialmente se hidrogené el enlace doble del aminoacido 227b bajo condiciones
cataliticas con Pd/C-hidrégeno para obtener el producto 229 como mezcla racémica.
Paralelamente, se trabajo con el amino&cido 227a para liberar el grupo carboxilo, lo cual se

llevé a cabo mediante una hidrdlisis basica utilizando LiOH (Esquema 51).

Antes de llevar a cabo el acoplamiento entre los amino&cidos arométicos 228 y 230,
los amino&cidos a,B-insaturados 227a y 227b fueron desprotegidos selectivamente y se
formo el correspondiente dipéptido 231 utilizando métodos convencionales para la sintesis
de péptidos. Se decidio utilizar EDC/BOP como agente de acoplamiento después de
fracasar en la obtencién del dipéptido empleando DCC. Es importante mencionar que por
separado, cuando se utilizé solo EDC o BOP, los rendimientos fueron por debajo del 20%

(Esquema 51).
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Ac 227b

98% | H,/Pd/C/MeOH

o) (@]
A OMe OMe
H\ /N\
N N"~Cbz N H™Boc
|
Boc 297a Ac 229
96% | LiOH/MeOH:H,0 Cuantitativo | TFA/CH,CI,
o o}
A OH OMe
H H. NH "TFA
N H” >Cbz N
) Ac 230
Boc 228

69% | EDC/BOP/DIPEA/THF

55 °C.
H
|
NJ
Ac
(@]
N N OMe
H
Ho No (@]
H Cbz 231

Esquema 51. Sintesis del dipéptido aromatico a,B-insaturado 231.

El espectro de RMN'H del compuesto 229 muestra la presencia de 2 dobles de
dobles a campo alto en 2.88 y 3.07, sefiales que corresponden a los protones
diasterotopicos del carbono bencilico del aminoacido. Se observa un multiplete en 4.65
ppm correspondiente al proton a al grupo carboxilo. Las sefiales de los protones del grupo
Boc en 1.38 ppm, el grupo acetilo en 2.10 ppm y el éster metilico a 3.68 ppm son también

apreciadas, junto con el par de sefales dobles a campo bajo (7.08 y 7.44 ppm)
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caracteristicas de un anillo aromatico p-sustituido y que poseen una constante de

acoplamiento de 9 Hz (Figura 36).
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Figura 36. Espectro de RMN'H del amino&cido 229.
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El espectro de RMN'H del dipéptido 231 muestra las sefiales caracteristicas de los
grupos funcionales ortogonales presentes en la molécula: en 1.48 ppm el grupo Boc; en
2.01 ppm el grupo acetilo, en 3.60 el grupo éster metilico y en 5.0 ppm el bencilo del grupo
Cbz. Los protones diasterotdpicos no se diferencian, aparecen como un multiplete en 3.0
ppm y el protén a se localiza en 4.51 ppm. A campo bajo hay un singulete a 6.9 ppm del
proton vinilico y de los protones aromaticos, Unicamente se diferencia un doblete a 7.14
ppm con un valor de su constante de acoplamiento J = 9 Hz ya que todos los demés

conforman un multiplete entre 7.16-7.50 ppm. (Figura 37).

En el espectro de RMN*C se observan las sefiales en 28.7 y 80.9 ppm para el
grupo Boc, 24.4 ppm para el grupo acetilo, en 52.8 ppm el éster metilico y 67.3 ppm para el
CH; del bencilo del grupo Chz (Figura 38).
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Figura 38. Espectro de RMN*H del dipéptido 231.

73


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Antes de proceder con la preparacién del dipéptido 235, se llevé a cabo una
manipulacién de los grupos protectores de los sustratos 222a y/o 223a. En primera
instancia, se cambi6 de grupo protector en el grupo a-amino del compuesto 223a, de Boc a
acetilo, por lo que se prepar6 el amino&cido 232. El grupo carboxilo del aminocido 222a
fue liberado, mediante una hidrélisis basica utilizando hidréxido de litio para generar el
acido 233. El empleo de las mismas condiciones de acoplamiento utilizadas para la

formacién del dipéptido aromético se aplicd para la obtencién del dipéptido alifatico 235

(Esquema 52).
o] o]
\\\\\HLOMe 1. TFA/CH2C|2 _ O‘\\\VLOME
~ /N\
H‘l}l H'N‘Cbz 2. (Ac),0/Et3N/CH,CI, H l}l H N Nehy
Boc 223a 83% Ac 232
. ) I Pd/C/HCO,H
94% | LiOH/MeOH:H,0 cuantitativo MeOH
e} (@]
W K\
IO S @
H. NG H. NH,-HCO,H
N H™ “Cbz N
Boc 233 Ac

| | 234

63% | EDC/BOP/DIPEA/THF
50 °C

H
|

N
O’ “Ac
o
NP AP e
H. H O
N

/N\
\ H Chz 235
Boc

Esquema 52. Sintesis de dipéptidos alifaticos a,B-insaturados 235.

En el espectro de RMN'H del compuesto 232 se observa la desaparicion del la
sefial del grupo Boc y en 1.96 ppm un singulete correspondiente al metilo del grupo acetilo
(Figura 39).
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El espectro de RMN*H del acido 233 muetra la desaparicion de las sefales del éster

metilico (Figura 40).

™~ n o M = N n TrEH OO AW OwMmMmoe
m S ¢ & o N o MMSaRN NNAHO
~ L~ (- (+] n 1 wn [N ) NANAN S - o o - -
| \— N2 NP — = v mem——

(0]
O“\*OMe
H \|\|| H N “Cbz
Ac

Jl__A - _,»\_LJJV\,_AM«//\'\“M

3 g% & 5 ® TR 58

<
-
.
5

IS
o
IS
o
w
2]
w
o
]
@
N
o
"
2]
"
=)

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6

Figura 39. Espectro de RMN'H del amino&cido 232.
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Figura 40 Espectro de RMN'H del 4cido 233.
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El espectro de RMN*H del compuesto 235 muestra las sefiales caracteristicas de los
grupos funcionales que conforman la molécula (Figura 41). Se aprecian en 1.43 ppm las
sefiales del grupo Boc, en 1.95 ppm los protones metilicos del grupo acetilo, en 3.71 ppm
el éster metilico y como multipletes los protones de los anillos de ciclohexano. A campo

bajo (7.34 ppm) se aprecian las sefiales de los protones aromaticos.
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Figura 41. Espectro de RMN'H del dipéptido alifatico 235.

En el espectro de RMN*C se observan las sefiales en 28.5 y 79.3 ppm para el
grupo Boc, 23.0 ppm para el grupo acetilo, en 52.5 ppm el éster metilico y 60.5 ppm para el
CH; del bencilo del grupo Chz. (Figura 42).
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Figura 42. Espectro de RMN*3C del dipeéptido alifatico 235.
Cuando los grupos protectores el dipéptido 231 fueron manipulados para obtener un
derivado analogo a la radiosumina, se obtuvo la dicetopiperazina 236 a causa de una
ciclacion intramolecular, puesto que al remover el grupo Cbz por hidrogendlisis, la amina

libre ataco al éster metilico presente en la molécula (Esquema 53).

H
N\Ac fo) |}|
o H,/PdIC/MeOH NH N\Ac
N H OMe 86% > H\I}I HN
H ‘I}I H’N ~Cbz o Boc o
Boc 231 236

Esquema 53. Obtencién de dicetopiperazinas.
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Figura 43. Espectro de RMN'H de la dicetopiperazina 236.
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El espectro de RMN'H del compuesto 236 muestra singuletes del grupo para el
grupo Boc en 1.51 ppmy a 2.11 ppm para el grupo acetilo. Se puede observar una serie de
multipletes que aparecen en 2.80 y 3.04 ppm, que pertenecen a los protones bencilicos
que son diasterotopicos y otro par de multipletes en 3.49 y 3.59 ppm, que corresponden a
los protones del anillo de la dicetopiperazina (Figura 43). Por la multiplicidad mostrada, se
puede deducir que el compuesto esta presente como una mezcla racémica de 2
diasteroisomeros, ya que al hidrogenarse el enlace doble se genera un segundo centro
quiral en la molécula. En el espectro de RMN'®C se observan 2 sefiales en 35 y 38 ppm y
otro par de sefiales en 59 y 64 ppm que corresponden a los dos carbonos alifaticos
después de la reduccion y ciclacion que se llevo a cabo sobre el compuesto 231 (Figura
44).

Para evitar la reaccion de ciclacion intramolecular, sobre el grupo carboxilo del
dipéptido aromético 231 fue liberado a través de la hidrdlisis basica del éster metilico con
LIOH. Posteriormente, el grupo Cbz fue removido mediante una hidrogenacion catalitica
con Pd/C para liberar el grupo amino, el cual fue posteriormente acetilado para formar 238.
La manipulacién selectiva de los grupos protectores permitio la formacion del analogo

aromético de la radiosumina en forma racémica (Esquema 54).
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N H” “Cbz 90% N H™ “Cbhz 237
Boc
Boc 231
o |1 Ha/Pd/C/MeOH
82% |2 (Ac),O/EtsN
H
N
~Ac
o)
OH
N
N o)
H‘|\|I H™ “Ac 238
Boc

Esguema 54. Obtencién de analogos aromaticos de la radiosumina.
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El espectro de RMN'H del dipéptido 237 muestra dos sefiales dobles a 3.00 y 3.10
ppm para los protones bencilicos diasterotopicos, la sefial del grupo Boc en 1.70 ppm, el
acetilo a 2.17 ppm y el Cbz en 5.17 ppm pueden observarse pero ya no aparece el
singulete del éster metilico. A campo bajo, los protones arométicos se encuentran en un
multiplete a 7.62 ppm (Figura 45). En el espectro de RMN*C la tnica diferencia con el
espectro del compuesto 231 es la desaparicion de la sefal del éster metilico (Figura 46).

ONTNOO T [+)] OMN T N < -] N (=]
QEVQLoMM © N - ve Hoo® - R
NMNNNMNNNMN o 1 n [ v] Mmoo o~ -
P Ty I N ~\ | |
|
N<
Ac
(0]
N N OH
H
H. N (0]
N H Cbz

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
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Figura 45. Espectro de RMN'H del &cido 237.
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Figura 48. Espectro de RMN*3C del producto 238.

El espectro de RMN'H del producto 238 muestra la desaparicién del grupo protector
Cbz y la aparicion de dos singuletes en 2.10 y 2.11 ppm que corresponden a los protones
de los grupos acetilo. A campo bajo, los protones arométicos muestran una multiplicidad
mas definida, pudiéndose apreciar cuatros juegos de dobletes caracteristicos de anillos
aromaticos p-sustituidos. A campo alto, se observan multipletes definidos correspondientes
a los protones alifaticos en 2.5, 3.0, 4.1 y 4.6 ppm; junto a estas sefiales se aprecian
sefiales similares con una magnitud menor, lo mismo sucede con los protones aroméaticos
(Figura 47). Estas sefiales corresponden a los diasteroisdbmeros presentes en la mezcla
racémica, ya que se generd un segundo carbono quiral al cambiar el grupo protector Cbz,

por lo que es posible la presencia de 4 posibles diasteroisémeros.

A pesar de que se realizaron varios intentos, no se pudo obtener el analogo de la
radiosumina alifatica 239. Cuando se manipularon los grupos protectores, no se logré
hidrolizar selectivamente el grupo éster ya que el producto se hidrolizaba en el grupo

acetilo y no se podia extraer de la fase acuosa (Esquema 55).
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Esguema 55. Desproteccion del grupo carboxilico del dipéptido alifatico.

Con el proposito de llevar a cabo la resolucion de la mezcla racémica del analogo de
la radiosumina 237, se prepararon los compuestos quirales'?® 242 y 245. El compuesto 242
se obtuvo mediante el acoplamiento de la ftalimida (240) con la D-alanina (241) a una
temperatura de 180 °C; mientras el sustrato 245 provieno de la ciclacion del D-pantenol
(243) y anilina (244) a una temperatura de 170 °C. Ambos compuestos se obtuvieron en

rendimientos mayores al 80% (Esquema 56).

O 0 O
NH  + \E)J\OH - N—
NH, 180 °C, 24 h _>/.—o|-|
(@] 81% O O
240 241 242
HO\></10L N, TSOH o
-Ts $
Ao e L
Iy H 170°C, 56 h N

89% ©/
243 244 245

Esquema 56. Sintesis de auxiliares quirales.

En el espectro de RMN'H del compuesto 245 se observan dos singuletes en 1.10 y
1.31 ppm correspondientes a los dos metilos, un par de dobles de dobles para los protones
diasterotopicos y un singulete en 4.1 ppm para el CH. A campo bajo, los protones
arométicos del anillo de la anilina entre 7.1 y 7.6 ppm (Figura 49). En el espectro de
RMN'®C se distinguen las 10 sefiales correspondientes a los carbonos del producto 245
(Figura 50).

129 camps, P.; Pérez, F.; Soldevilla, N.; Borrego, M. Tetrahedron Asymmetry 1999, 10, 493.
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Figura 49. Espectro de RMN'H de la pantolactama 245.
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De esta manera, los sustratos quirales preparados se utilizaron para intentar separar
la mezcla racémica del dipéptido 237 y probadndose en primer lugar el compuesto 245. El
acido carboxilico fué activado con PFF/DCC, pero bajo las condiciones de reaccién no se

observd la formacion de los productos de esterificacion (Esquema 57).

H
H N\Ac
N‘Ac o
o 1. PFFIDCC N
NN on 2. I H‘I}l H’N‘Cb:I o 7N
Hey HNcoz  © N_ ) ™OH Boc O
I|30c 237 ©/ O 245 246

3. Et;N/THF

Esquema 57. Intento de separacion de los enatiomeros del dipéptido aromético.

Con la utilizacion del sustrato quiral 242, se intent6 separar la mezcla racémica del
compuesto 231, por lo que se procedi6é a formar el cloruro de acido de 242, y en forma
paralela se liber6 la amina del dipéptido 231 con formiato de amonio/Pd/C para evitar la
reaccion de ciclacion y obtener el grupo amino como la sal de amonio. Bajo las condiciones
de reaccion, no se logro obtener el compuesto 248 y los productos de reaccion no pudieron

ser identificados (Esquema 58)

85


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Z2-I

H
N
\AC \AC
0 1. HCO,NH,/MeOH 0
OMe > OMe
XY N 2. Et;N/THF N7*
H H o

H. 'R 0 H. NH,
N H™ “Cbz N HCO2H
Boc 231 Boc 247
1. 0 H
N/\II/CI
(o]
NS o
242
2. Et;N/THF
Y
H
N
Boc”

Ac

/ OHN P
L
° (0) OMe |}|’H
248

Esguema 58. Intento de separacion de los enantiomeros del dipéptido aromatico 248.

5.2 Sintesis de Lipopéptidos

Debido a la importancia de la daptomicina (162) como antibidtico y a la
disponibilidad de estudios de bioactividad con algunos sustratos anélogos, esta
macromolécula ha revelado un papel significante de los constituyentes no proteinogénicos
en la potencia antibacteriana.’* Ademas de la preparacién de analogos de la radiosumina
(142), se planted la preparacion de los lipopéptidos de cadena corta: N-decanoil-Gly-Orn-
Asp-D-Ala (192), N-decanoil-Trp-Asp-Asp-Thr (193) y N-decanoil-Kyn-3-Me-Glu-D-Ser-Gly-
Asp (194) en donde la cadena lipofilica esta enlazada en el amino terminal, con el
propésito de evaluar sus propiedades antimicrobianas ya que poseen una secuencia de

aminoacidos correspondientes a los mismos que posee la molécula de Daptomicina (162),

1% jones, Jones. Amino acids and Peptide Synthesis. 2a. Ed. Oxford University Press. 1992, 92 p.p.
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La preparacion del primer lipopéptido 192 (Figura 20), que posee 2 aminoacidos no
proteinogénicos se llevé a cabo mediante una sintesis lineal en disolucion. Para las
reacciones de acoplamiento de los primeros 3 aminoécidos se emple6 DCC y HOBt para
evitar reacciones de epimerizacion y formar la cadena peptidica N-Boc-(Cbz)-Orn-(OBn)-
Asp-D-Ala-OBn (255). Previo a la reaccién de acoplamiento, el aminoacido N-Boc protegido

se sometié a una hidrdlisis acida con TFA para liberar el grupo a-amino (Esquema 59).

o}

0 0
HL oH _BnOH/PTSOHMol  _ -, A o .+ Bno 1. DCC/THF
NH, 92% o " OH /
NH, TSOH 8 NHBoo 2 HOBUEtN
0,
249 250 251 90%
i [ E I OB
. 2 TFA/CH,CI - n
(\/\‘)LOH T o ©  Boc” N N
Cbz  _.N. H o ~co,en ©
H Boc 2
254
253 252
1. DCC/THF

2. HOBU/EtN

H
N
CbZ/ H (0] H
Boc. N = OBn
N \=)J\N/\n/
| B H

Esquema 59. Sintesis del tripéptido N-Boc-(Cbz)-Orn-(Bn)-Asp-D-Ala-OBn.

El espectro de RMN'H del tripéptido 255 muestra en 1.36 y 1.19 ppm las sefiales de
los protones del metilo de la cadena lateral de la treonina y los metilos del grupo Boc.
También hay un conjunto de sefiales multiples entre 2.73 y 3.26 ppm que corresponden a
los protones diasterotopicos de los metilenos de las cadenas laterales del 4cido aspartico
del tripéptido. Los protones en C-a de cada uno de los amino4cidos forma un multiplete
entre 4.49 y 4.85 ppm. A campo bajo en 7.31 ppm se distinguen los protones de los anillos
arométicos del grupo Cbz (Figura 51). El espectro de RMN*3C muestra las sefiales de los
grupos protectores de la alanina en 49.3 ppm para el éster metilico y de la ornitina en 28.4

y 80.6 ppm correspondiente al grupo Boc (Figura 52).
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El cuarto aminoacido, glicina, fue acoplado conteniendo la cadena de decanoilo
enlazada en el grupo amino y no fué necesario la utilizacion de HOBt en la reaccion de
acoplamiento, ya que siendo la glicina un aminoacido no quiral, el empleo de DCC fue
suficiente para activar el &cido carboxilico sin problemas de epimerizacion en este paso. El
lipopéptido 192 fué obtenido cuando se removieronl los grupos protectores Bn y Cbz por la
hidrogendlisis en presencia de paladio sobre carbén. Después de la eliminacion del

catalizador, el producto se obtuvo en rendimientos superiores al 80% (Esquema 60).

E )CiZB” cozsn
Cbz” by HN
Boc., N, TFA/CH,Cl,  ©
\ 0 TFA=HN
H O
CO,Bn CO,Bn
255

1. CH3(CH,)gCOCI

0
88% 2. DCC/THF

\/\/\/\/\H/NJLB\’( E¥

o)
CO,Bn
257

81% | H,/Pd/C/MeOH

MBY ¢

Esquema 60. Sintesis del lipopéptido N-Dec-Gly-Orn-Asp-D-Ala-OH.

En el espectro de RMN'H del lipopéptido 192 se puede apreciar la cadena de

decanoilo que aparece en campo bajo como una sefial ancha que integra para 15
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protones. También se pueden observar que los protones arométicos del los grupos
protectores Cbz y Bn ya no aparecen y los protones a de los aminoacidos se observan

como multipletes que aparecen entre 3.63 y 4.48 ppm (Figura 53).
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Figura 53. Espectro de RMN'H del lipopéptido 192.

El lipopéptido, N-decanoilo-Trp-Asp-Asp-Thr (193), fue preparado a través de una
sintesis convergente en disolucion, ya que cuando se intento llevar a cabo la sintesis en
forma lineal, el tripéptido N-Boc-(Bn)-Asp-(Bn)-Asp-Thr-OMe (263) fué obtenido en bajos
rendimientos. El impedimento estérico, por la presencia de las cadenas laterales del acido
aspartico, influy6 en que la reaccién de acoplamiento (Esquema 61). El dipéptido 261 solo
pudo acoplarse de manera efectiva utilizando EDC/HOBt para activar el acido carboxilico
del &cido aspartico (251), ya que cuando se utiliz6 la DCC/HOBL la reacciéon no procedio.
La utilizacion de treonina (258) sin proteger el grupo hidroxilo de la cadena lateral puede

influir desfavorablemente en la reaccion de acoplamiento.

90


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

OH O OH O OH O O

4>1' (BOC)0 /H)j\ M
OH » +BnO
/'\‘)L > ELN OMe TFA/CH,C, OMe OH

NH, : N :

Diovano LN NH- TFA O Nego
3. SOCI,/MeOH 260 251

258 98% 259

90%| 1. EDC/EtsN/TFA
2. HOBU/EtsN

O

BnO,C
BnO 2 0
“” “OMe

N -
o N< TFA=HN Boc N,
o) N i OMe
y, |
OH H 0O o

251 W OH
262 261

1. EDC/Et3N/TFA
29% 3
° 2. HOBt/Et;N

0
OH
BnO e
N oM
BocHN " SN €
0 H 5
CO,Bn

263
Esquema 61. Sintesis del tripéptido N-Boc-(Bn)-Asp-(Bn)-Asp-Thr-OMe.

El espectro de RMN'H del tripéptido 263 muestra entre 2.70 y 3.15 ppm una serie
de sefales dobles de dobles correspondientes a los protones diasterotépicos de los
metilenos de las cadenas laterales de los 2 residuos de acido aspartico. Los protones de
los metilos de la alanina, del grupo protector Boc y del éster metilico aparecen en 1.17,
1.43 y 3.74 ppm. Los protones en C-a de los amino&cidos se localizan como multipletes
entre 4.05 y 4.87 ppm (Figura 54). En el espectro de RMN'3C se observan dos sefiales a
63 y 67 ppm correspondientes a los carbonos bencilicos del grupo protector Cbzy en 28y

80 ppm las sefiales del grupo protector Boc (Figura 55).
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Debido a los bajos rendimientos para la obtencion del tripéptido 263, se procedié a
preparar el dipéptido 266. El N-Boc-Trp-OH (264) fue activado para proceder a su
acoplamiento con el (Bn)-Asp-OH (265), el cual se utilizé con el grupo acido libre, en donde
la mayor nucleofilicidad de la amina sobre el acido libre, favorecid la obtencién del producto
266 en rendimientos aceptables del 78%. Los rendimientos pudieron haber sido mayores,
pero la purificacion por columna utilizando un sistema de elucion acido, probablemente
ocasion0 la hidrdlisis del grupo Boc y su retencién en la fase soélida de la columna
cromatogréfica. Finalmente, el tetrapéptido 267 se obtuvo a partir del acoplamiento de los
rdipéptidos Trp-Asp (266) y Asp-Thr (261) previa ruptura del grupo Boc (Esquema 62). El
acoplamiento entre estos dos dipéptidos condujo a que el residuo de Trp quedara como el

aminoacido N-terminal y el residuo de Thr como el amino&cido C-terminal.

? o Bno,C o
o BnO B N
R A N ”"fLOMe
N~ H O NH, H 0 .
g “NoH
264 265 261
789%| 1. DCCITHF TFA/CH,Cl,
2. HOBYEt;N
co,B
0 »,Bn BnO,C y 0
OH N
] N . TFA=HN ”*ﬁLowle
N N, o 262 O
HI H Boc 266 OH
1. DDCITFA
0,
68% | 2. HOBYEL,N
o CO|-2|Bn o OH
N oM
N o}
H,N H" “Boc CO,Bn
267

Esquema 62. Sintesis del tetrapéptido N-Boc-Trp-(Bn)-Asp-(Bn)-Asp-Thr-OMe.
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Figura 56. Espectro de RMN'H del dipéptido 266.
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Figura 57. Espectro de RMN'H del tetrapéptido 267.
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El espectro de RMN'H del dipéptido 266 muestra dos multipletes entre 2.75 y 3.16
ppm correspondientes a los protones diasterotopicos de la cadena lateral del &cido
aspértico y triptofano. Los protones de los metilos del grupo protector Boc estan en 1.38
ppm y del grupo Cbz en 4.96 y 7.17 ppm. Los protones del anillo del indol se localizan
entre 6.98 y 7.52 ppm (Figura 56). En el espectro de resonancia RMN'H del tetrapéptido
267 se aprecian las sefiales de los 2 aminoacidos terminales, triptofano y treonina, ya que
los grupos protectores que poseen se pueden observar a 1.35 ppm la sefial para el grupo

Boc y a 3.63 ppm la sefal del éster metilico (Figura 57).

La manipulacién de los grupos protectores del tetrapéptido 267 fue fundamental
para la introduccion de la cadena lipofilica y para la remocion de los grupos protectores de
los productos finales para obtener el lipopéptido 193 Esta cadena se introdujo en el
aminoacido terminal triptofano, llevando a cabo la remocién del grupo protector Boc y la
amina resultante se hizo reaccionar con el cloruro de decanilo (preparado inmediatamente

antes de ser usado) en medio bésico (Esquema 63).
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Esquema 63. Sintesis del lipopéptido N-Dec-Trp-Asp-Asp-Thr-OH.

En el espectro de RMN'H del lipopéptido 268 se aprecia a 0.85, 1.19, 1.44 y 2.16
ppm las sefales multiples correspondientes a la cadena hidrofébica de decanoilo enlazada
al aminoacido triptofano que ya no posee el grupo protector Boc. Ademas se observa en
3.67 ppm la sefial del éster metilico del aminoacido treonina, y entre 2.80 y 3.25 ppm los

protones diasterotopicos de los 2 residuos de acido aspartico y triptofano (Figura 58).
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Figura 58. Espectro de RMN'H del tetrapéptido 268.

El tercer lipopéptido N-decanoil-Kyn-3-Me-Glu-D-Ser-Gly-Asp (194), el cual posee
tres aminoacidos no proteinogénicos, se intentd preparar a través de una sintesis
convergente mediante el acoplamiento del dipéptido 269 y el tripéptido 270 (Esquema 64).
La propuesta retrosintética para el precursor, implica la preparacion de a-aminoécidos (Kyn

y 3-Me-Glu) que no son disponibles comercialmente.
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CO,H
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Esguema 64. Retrosintesis del lipopéptido N-Dec-Kyn-3-Me-Glu-D-Ser-Gly-Asp-OH.

El primer amino&cido no proteinogénico que se pretendié preparar fue la kinurenina
(273); éste fue obtenido mediante la oxidacion del N-acetil-triptofano™ (272). Este
procedimiento implicé la ozondlisis del anillo pirrdlico del triptofano seguido de un

tratamiento 4cido para la ruptura del ozonénido. Para su mejor manejo, el producto fue
obtenido como el derivado N-Boc 274 (Esquema 65).

Q o)
I OH 1.K,CO4/H,0 - I OH
N NH, 2. (Ac),O/EtzN/H,O N NHAC
HI 85% HI
271 272
1. O5/AcOH
2. H,SO,
3. NaOH 2N
4. H*
0 0
~_ 1.(Boc),0/Et3N
NH, O H'N‘BOC 39% NHZO NH,
274 273

Esquema 65. Sintesis de la Kinurenina.

B Ross, F.C.; Bottung, N. P. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1996, 6, 875.
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En el espectro de RMN'H del aminoacido 274 se pueden observar dos sefiales
dobles a 2.45 y 2.71 ppm correspondientes a los protones diasterotépicos 3 de la cadena
lateral de la kinurenina y a 4.70 ppm un multiplete del proton a del aminoéacido y los
protones del anillo del indol se localizan entre 6.61 y 7.65 ppm (Figura 59). En el espectro
de RMN™C se distingue a 200 ppm la sefial del carbonilo ceténico de la kinurenina, los 2
carbonos arométicos no sustituidos entre 116 y 117 ppm y los carbonos cuaternarios a 131
y 135 ppm (Figura 60).

Debido al bajo rendimiento obtenido, se planteé la posibilidad de obtener la
kinurenina protegida (274) mediante la reaccion de un compuesto litiado derivado de la

anilina protegida (275) y de un derivado de &cido aspértico (276) selectivamente protegido

(Esquema 66).
O NHB i
oC
OH ﬁ @NLOGP
NH, O _N ©@ * 0O .\,
2 H” “Boc H27GBoc
274 275

GP = Grupos Protectores U U
L i
+ HO
NH, WJ\OH

O NH,
244 277

Esguema 66. Retrosintesis para la preparacion de la N-Boc-Kinurenina.

Se seleccioné el 9-BBN-H como grupo protector dual para el carbonilo y el &tomo de

nitrégeno, reaccién descrita por Dent**

y col, en base a la formaciéon de un anillo de
oxazaborolidinona entre los grupos amino y 4cido del respectivo aminoacido y el atomo de
boro, que en éste caso proviene del 9-BBN-H. De esta forma, la preparacién de la
oxazaborolidinona 278 a partir del &acido aspartico (277) con 9-BBN-H, permitié la
manipulacién de la cadena lateral del aminoéacido, la cual fué convertida en la
correspondiente amida de Weinreb 279. Cuando se intentd hacer reaccionar la

oxazaborolidinona 279 con N-Boc-anilina litiada (280) no se tuvo éxito en la obtencion del

32 Dent, W. H. Ill.; Fields, S. C.; Parker, M. H.; Tromiczak, E. G. Org. Lett. 2002, 2, 1249.
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compuesto de acoplamiento 281, que permitiria obtener el aminoacido kinurenina (273).

Después de la remocion del grupo 9-BBN, se recuperd materia prima (Esquema 67).

o
HO BBN-H/MeOH HO 1. DCC/PFF
o]
0,
O NH, 90% I H2N->Bl 2. MeO(NH)Me
74%
277
278
Elioc
NHBoc
° SUEE O
/ -
o HN>B THF/ ta Li o HN-B
280
281 279
Esquema 67. Sintesis del complejo kinurenina oxazaborolidinona.
ANNO ON n N <+ O oMmmw 0 0
353 8a3 @ 3 R R ReS o
VWOV VI MM NN (o] o0
Sl NI N N/ VAN >
0
HO 0
e H2N'>B
o o - - N <
S S - 3 o N
- - - 4] - -

o
«n

7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 61. Espectro de RMN'H de la oxazabolidinona 278.
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El espectro de RMN*H del compuesto 278 muestra los protones diasterotdpicos de
la cadena lateral del &cido aspértico como un doblete ancho a 2.73 ppm, el protén a del
aminoacido a 3.82 ppm como un multiplete y los protones del anillo del borano se localizan
como un multiplete entre 1.42 y 1.78 ppm y debido a la presencia del atomo de boro en la
molécula y a su coordinacion con el nitrdgeno, los 2 protones del a-amino se diferencian

dando una sefial de doble dobleteado cada uno a 5.88 y 6.38 ppm (Figura 61).
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Figura 62. Espectro de RMN'H de la amida de Weinreb 279.

El compuesto 279 muestra en el espectro de RMN'H las sefiales de los protones
metilicos de la amida de Weinreb como singuletes en 3.16 y 3.69 ppm, ademés se
aprecian los protones de la amina como dobles de dobles en 5.88 y 6.38 ppm. El proton a
del aminoacido se localiza como un multiplete en 3.88 ppm y los protones de la cadena

lateral en 2.93 ppm (Figura 62).
5.3 Proteccién Selectiva de a-aminoéacidos

La presencia de grupos funcionales con reactividades similares en la misma

molécula es una preocupacion obvia para la planificacion de una sintesis, ya que ambos
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grupos reaccionan de la misma forma bajo condiciones similares.*® El control sobre la
reactividad individual de los grupos dentro de una molécula (quimioselectividad) todavia
sigue siendo en gran parte un reto que se puede encontrar con frecuencia durante la
sintesis quimica de péptidos,*** en particular con residuos de aminoacidos que contienen
cadenas laterales con funcionalidades carboxi o amino tales como el acido aspértico (277)

y glutamico (282) o lisina (283) y ornitina (4) (Figura 63).

(0] (0]
HoN
NH, NH,

Figura 63. Aminoacidos con cadenas laterales funcionalizadas.

Una solucién parcial a este problema es la proteccion de las funcionalidades de la
cadena lateral con una variedad de grupos protectores semipermanentes especificos,
aunqgue esta operacion no siempre es facil de realizar. Por ejemplo, el 9-borabiciclononano
(9-BBN-H)** ha sido utilizado para proteger aminoacidos que pretenden ser

funcionalizados quimioselectivamente en su cadena lateral (Esquema 68).

o 0
.R
— > Y \‘)LOH o Yij)J\o/Y
O Y-X NHY NH,
R
\‘)LOH— 286
NH, 0
.R
284 ,_, \HLO — Y \H(O
’
HzN‘M~ Y-X HoN<M —
¢ Nieg
“"»., o,
287 288

Esguema 68. Esquema de proteccion selectiva de a-aminoécidos.

133 Bodanzsky, M. Bodanzsky A. The Practical of Peptides Synthesis. 1991. Springe Verlag, New York, 1991,
217 p.p.

3% Warren; S. Wyatt, P: Organic Synthesis: Strategy and Control. 2a. Ed. London. 207.

135 Dent, W. H. Ill.; Fields, S. C.; Parker, M. H.; Tromiczak, E. G. Org. Lett. 2002, 2, 1249.
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Con la finalidad de controlar la reactividad de los grupos funcionales presentes en
las moléculas, se ha utilizado la formacién de complejos metélicos. Entre las posibilidades,
el cobre forma complejos estables con a-aminoécidos que permiten la funcionalizacién de

la cadena lateral.**® Sin embargo, se requiere H,S para romper el complejo de cobre que
137

por cuestiones de seguridad hace que este método sea poco atractivo™' (Esquema 69).
Cbz
H
o)
o)
H.N, O H,S
:Cu. —°>2 CbZHN\/\/\)J\OH + CuS
0" "NH, 44%
NH,
o 290
289 N-Cbz
H

Esguema 69. Proteccion selectiva de a-aminoacidos con iones metalicos.

Otra alternativa que se ha descrito, es el uso de oxazaborolidinonas 291 como
grupos protectores semipermanentes para aminoacidos.'®. La estrategia general que se

utiliza esta representada en el esquema 70.

O

R i 9-BBN-H/MeOH R\(”\O _ yR
oH __YBbBN-r/ve !

O

» H,N=B

Funcionalizacion de H,N=B
NH,
la cadena lateral
284
291

Desprotecciénl
@)

-R
o

NH
2 203

Esquema 70. Preparacion de oxazaborolidinonas a partir de a-aminoacidos.

136 Roeske, R; Stewart, FH,; Stedman, J.; du Vigneaud, V. J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 5883.

37 Bodanszky, M.; Bodanszky, A. The Practice of Peptide Synthesis. 1994. Sprmger Verlag New York. 1991.
217 p.p.
138 Dent, W. H. IIl.; Fields, S. C.; Parker, M. H.; Tromiczak, E. G. Org. Lett. 2002, 2, 1249.

104


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

137 que describe el empleo del 9-BBN para la

Siguiendo la metodologia de Dent
preparacién de oxazaborolidinonas y como continuacién a su trabajo,** se llevé a cabo la
sintesis de diferentes oxazaborolidinonas 291 por calentamiento de 284 con 9-BBN-H en
metanol a reflujo con buenos rendimientos (Tabla 1), con el proposito de funcionalizar la
cadena lateral de los a-amino4cidos bajo condiciones de reaccion méas atractivas y la
obtencién de a-aminoacidos selectivamente protegidos después de la remocién del grupo
9-BBN. Dos fuentes diferentes de 9-BBN-H se ensayaron: el dimero del 9-BBN y el 9-BBN-

H (0.5 M en THF).

Tabla 1
o o]
R \‘)LOH 9-BBN-HIMeOH _ R,_,\zﬁip
NH,
284
291
Amino acido 284 Tiempo (h)  Rendimiento de 291 (%)
A B A B
Tirosina (Tyr) (284a) 3.0 24 90 84
Arginina (Arg) (284b) 1.0 24 89 83
Lisina (Lys) (284c) 2.5 24 91 82
Cisteina (Cys) (284d) 2.0 24 63 38
Ac. aspartico (Asp) (277) 3.0 36 90 70
Glicina (Gly)  (284e) 3.0 36 95 95
Serina (Ser) (284f) -- 24 -- 94
Treonina (Thr) (284Q) - 24 -- 98

A: 9-BBN dimero; B: 0.5 M THF 9-BBN-H.

En general, los mejores resultados se obtuvieron utilizando la forma dimérica

cristalina del 9-BBN, incluyendo rendimientos mejores y tiempos cortos de reaccion.

El espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 291c muestra los protones a al
grupo amino de la cadena lateral de la lisina en 2.69 ppm y los protones del grupo a-amino
en 5.96 y 6.44 ppm como dobles de dobles. El proton a del aminoacido se localiza como un

multiplete en 3.80 ppm (Figura 64).

39 Sanchez, A.; Calderén, E.; Vazquez, A. Synthesis 2013, 45, 1364.
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Figura 64. Espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 291c.
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El espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 291g muestra una sefial doble a
1.25 ppm correspondiente al metilo de la cadena lateral de la treonina. Hay dos multipletes
en 3.51y 4.16 ppm asignados al proton de la cadena lateral y al protén a del amino&cido.
Los protones de la amina se localizan como dobles de dobles en 5.03 y 6.44 ppm, y el

proton del grupo hidroxilo se observa como un doblete a 5.31 ppm (Figura 65).

Entre los grupos que se han descrito para proteger la cadena lateral de la tirosina, el
grupo bencilo (Bn) ha sido ampliamente utilizado, debido a que puede ser removido bajo
condiciones suavesy selectivas (por ejemplo, Ha, Pd/C).** El complejo Tyr-9-BBN (291a),
se tratd con BnBr en presencia de K,CO3; y Nal en acetona a temperatura ambiente para

producir el éter de bencilo 294 en 78% (Esquema 71).

o) (@)
/O BnBr/K,COs/Nal 'O
E PAAK] - H,N—>B
Ha Acetona z
HO 78% BnO
201 294

Esquema 71. Funcionalizacion quimioselctiva de Tirosina.

El espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 294 muestra dos sefiales dobles de
dobles entre 2.84 y 3.17 pmm para los protones diasterotdpicos de la cadena lateral del
bencilo. El proton a del aminoécido aparece en 3.78 ppm y los protones del grupo amino se
observan como un doble de dobles en 5.67 y 6.44 ppm. Hay dos dobletes en 6.94 y 7.25
ppm con una constante de acoplamiento J =9 Hz para los protones del anillo aromético p-
sustituido. Las sefales para el grupo bencilo aparecen en 5.08 como un singulete y un

multiplete en 7.38 (Figura 66).

140 Sajiki, H.; Hirota, K. Tetrahedron 1998, 54, 13981.
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Figura 66. Espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 294.

La cadena lateral de la arginina cominmente se protege usando un derivado de
sulfonilo en presencia de una base tal como NaOH.'** Este procedimiento di6 resultados
bajos en el caso del complejo Arg-9-BBN (284b). Sin embargo, cuando 291b se hizo
reaccionar con p-TsCl, en presencia de alimina neutra, y el uso de microondas como

fuente de calentamiento, se obtuvo 295 en 68% de rendimiento (Esquema 72).

Jig I iy I
Ts.
HN N/\/\(lLO 1. TsCl/THF NH N/\/\ekzo
H / vH
HoN—B 2. alimina neutra H HN~B
MW, 3 min
68%
291b 295

Esguema 72. Funcionalizacién de la cadena lateral de la arginina.

141 Nishimura, O.;Fujino, M. Chem. Pharm. Bull. 1976, 24, 1568.
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El espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 295 muestra dos sefiales dobles a
7.23 y 7.70 ppm caracteristicos de los anillos arométicos p-sustituidos, con una constante
de acoplamiento de 9 Hz. Los protones del grupo a-amino se observan como singuletes
anchos a 5.79 y 6.43 ppm, el proton a del aminoacido se muestra como un multiplete a

3.71 ppm y el metilo aromético como un singulete a 2.4 ppm (Figura 67).
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Figura 67. Espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 295.

Con la finalidad de funcionalizar la cadena lateral del 4cido aspartico 277 y de
demostrar la utilidad del 9-BBN-H como grupo protector, Asp-9-BBN (278) se transformo
en su éster de pentafluorofenol™*? 296 con un rendimiento cuantitativo (DCC, EtOAc). La
eleccion de esta forma de activacion del acido carboxilico se debi6é a que el complejo de
oxazaborolidinona es inestable a la presencia de &cido o bases, lo que promueve su
degradacion y aparicion de subproductos no deseados. De esta manera cualquier
manipulacién como la liberacion del aminoécido de su respesctiva sal, se hizo de forma
separada, para proseguir a la reaccién de acoplamiento. Cuando este compuesto se
acoplé con PheOMe, el dipéptido correspondiente 297 se obtuvo en 88% de rendimiento;

este resultado demuestra la posibilidad de obtener dos cadenas peptidicas divergentes de

142 Kovacs, J.; Kistaludy, L.; Ceprini, M. Q. J. Am. Chem. Soc. 1967, 89, 183.
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acido aspartico de una manera facil. Por otra parte, la reaccion entre 296 y Bn NH, produjo
la bencilamida correspondiente 298 con un rendimiento del 92%. Ademas, el tratamiento
de 296 con BnOH, en presencia de DMAP produjo el éster bencilico 299 en 74% de
rendimiento. La oxazaborolidinona 278 se convirtié en el éster metilico 300 por tratamiento

a reflujo con metanol en 88% de rendimiento (Esquema 73).

0
MeONIO
H,N~B

(0] 2
o)
Q H
N 0 300
MeO O HN-B 0
Me
CH3OH/THF N 0
/7 /
s 78% MeO W HN-B
297 Ooq,
NG 0 oM
° \\]\e\
Y\\\]\eo ,lAG/o
CeFs o 279
o N8
d
B,
< )% o)
o M5
(0] 780 77

®
o2k 296 % R Bno\(\(lLO
1
BnHNN H

298

Esquema 73. Funcionalizacion de la cadena lateral del &cido aspétrtico.

El espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 298 muestra una serie de multipletes
para los protones diasterotopicos de los protones de la cadena lateral del &cido aspértico y
del bencilo unido a la amida entre 2.49 y 3.44 ppm. El protén a del aminoacido se observa
a 3.91 ppm, asi como una sefial doble de dobles para los protones del grupo amino a 4.89

y 5.85 ppm. Los protones arométicos estan en 7.13 y 7.31 ppm (Figura 68).
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En el espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 299 se observa una sefial doble
ancha para los protones diasterotopicos de la cadena lateral del &cido aspartico a 3.03
ppm. El proton a del aminoécido se ve como un multiplete en 3.91 ppm y los protones del
grupo amino estan diferenciados como una sefial doble de dobles a 6.02 y 5.18 ppm; esta
tltima esta dentro de la sefial de los protones bencilicos, los cuales se observan a 5.12

ppm. (Figura 69).

Se llevo a cabo la investigacion entorno a la viabilidad de llevar a cabo la oxidacion
del grupo hidroxilo de la cadena lateral del complejo Thr-9-BBN (291g) por tratamiento con
IBX (DMSO, 80 ° C, 8 h) y solamente se observé materia prima sin reaccionar por CCF y
RMN!H del crudo de la reaccién. Cuando se utiliz6 PCC como el agente oxidante, se
observad la ruptura del complejo Thr-9-BBN (291g), junto con materia prima sin reaccionar y

dos productos no identificados (Esquema 74).

o 9 o 9
)\(U\P o )\\(KIO
HoN>B Oxidacién H,N>B
291g 301

Esguema 74. Oxidacion de la cadena lateral de la treonina.

Para investigar la estabilidad del 9-BBN-H como un grupo protector durante las
reacciones redox, el &cido carboxilico presente en la cadena lateral del complejo formado
entre 9-BBN-H y el 4cido aspértico 277, se redujo al alcohol 302 utilizando el complejo de

diborano sulfuro de dimetilo con un rendimiento del 85% (Esquema 75).

o o

HONP BHs*SMe,/THF _ HO\/\(lLP

o H2N-B rt,8 h H,N—-B
85%

278 302

Esquema 75. Reduccion de la cadena lateral del &cido aspartico.
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El espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 302 muestra 2 sefiales mdltiples a
1.95 y 3.64 ppm que corresponden al metileno central y al metileno final de la cadena
lateral del &cido aspartico, a 4.14 ppm se observa el protdn a del aminoacido. Los protones
del grupo amino se observan como sefales dobles dobleteadas a 5.88 y 6.42 ppm y el

proton del grupo hidroxilo libre aparece como un triplete a 4.79 ppm (Figura 70).
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Figura 70. Espectro de RMN'H de la oxazaborolidinona 302.

La liberacion del correspondiente aminoacido del complejo de oxazaborolidinona fue
necesaria para demostrar la versatilidad y utilidad del método de proteccion de

aminoéacidos con 9-BBN-H.

Esta transformacion puede realizarse utilizando un medio &cido (Método A: HCI
conc.) o en condiciones basicas (Método B: etilendiamina o Método C: etanolamina, Tabla
2). Todos los amino4cidos protegidos se sometieron a una hidrélisis para eliminar el grupo
9-BBN. De los tres métodos empleados para llevar a cabo éste proposito, el uso de HCI
resultd ser la mejor opcion, proporcionando mejores rendimientos en la recuperacion del

aminoécido.
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Tabla 2. Desproteccion de oxazaborolidinonas.

R\(lLO (o)

/

H,N>B > R\‘)LOH
desproteccion

NH,
284

291

Rendimiento de 284 (%)

Oxazaborolidinona

A B C
Tyr-9-BBN (291a) 80 29 30
Arg-9-BBN (291b) 74 45 50
Lys-9-BBN (291c) 91 50 33
Cys-9-BBN (291d) 66 45 50
Asp-9-BBN (278) 81 60 72
Gly-9-BBN (289¢) 93 47 62
Ser-9-BBN (291f) 85 47 62
Thr-9-BBN (291g) 78 56 67

Método A: HCI conc. Método B: NH,CH,CH,;NH,. Método C: NH,CH,CH,OH.

El uso de etanolamina di6 mejores rendimientos que la etilendiamina en la hidrélisis
de la oxozaborolidinona. Con estos ultimos reactivos la desproteccion procede a través de

la formacion de un nuevo derivado ciclico (303 o 304, Esquema 76).

0
Q (\o (\NH
R R / /
Y NH,-CH,CH,NH, j)LOH + HyN=-B o HyN=B
H N-B 6 - NH,
NH,CH,CH,OH
284
303 304
277

Esquema 76. Hidrdlisis de la oxazaborolidinona.

Cuando el alcohol 302, obtenido por la reduccion de Asp-9-BBN (277), fue

desprotegido bajo condiciones acidas (Método A), seguido por la protecciéon de la amina
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con Boc, el compuesto 306 fue obtenido en 82% de rendimiento, aunque se presentaron
algunos problemas de reproducibilidad. Sin embargo, cuando una solucion de HCI 1M en
metanol fue utilizada en lugar de HCI concentrado en metanol, la lactona correspondiente
305 fue aislada en 85% de rendimiento después de ser purificada por cromatografia en
columna. Los datos espectroscopicos del producto concuerdan con los reportados en la
literatura.X*® Cuando la lactona 305 es tratada con hidréxido de potasio en metanol, el acido

306 fue obtenido con un rendimiento del 83%'** (Esquema 77).

o 0
BocHN,, "o 9
HO 0 1.HCUMeOH o _ KOH/H,0 \/\)J\OH
HN=B 2. (Boc),0/EtN 83% NHBoc

85% 305 306
302

Esquema 77. Sintesis de la N-Boc-homoserina.

El espectro de RMN'H de la lactona 305 muestra dos multipletes entre 2.14 y 2.46
ppm, que corresponden a los protones 3 del anillo de la lactona; dos aparecen entre 4.08 y
4.27 ppm y se observan los protones y de la lactona y el proton a se encuentra a 4.28 ppm
(Figura 71).

El espectro de RMN'H del producto 306 muestra dos multipletes para los protones
diasterotopicos a de la cadena lateral de la homoserina en 1.78 y 2.20 ppm, un multiplete
en 3.78 para los protones adyacentes al grupo hidroxilo y en 4.45 ppm se observa el protdn
a del amino&cido (Figura 72).

143 Ozinskas, A. J.; Rosenthal, G. A. J. Org. Chem. 1986, 51, 5047.
144 Wolfe, S.; Wilson, M-C.; Cheng, M-S.; Shustov, G. V.; Akuche, C. I. Can. J. Chem. 2003, 81. 883.
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Se observo que en algunos casos, el aislamiento del amino&cido funcionalizado es
mas facil, si después de la hidrolisis del complejo 9-BBN-aminoé&cido, se lleva a cabo sobre

el aminoacido resultante una proteccion N o C selectiva

Cuando se utilizd la oxazaborolidinona 291c, el grupo a-amino de la lisina fue
protegido como el derivado N-Cbz en alto rendimiento. Sin embargo, dado que el producto
N-Cbz protegido fue obtenido como una goma de color amarillo palido, la cual resulto dificil
de manejar, la oxazaborolidinona fue hidrolizada con etanolamina (MW, 3 min) para

obtener 290 en 82% de rendimiento (Esquema 78).

Para establecer una visién mas general para la utilizacién del complejo aminoacido-
9-BBN, la arilacion de la cadena lateral del complejo Lys-9-BBN 291c fue llevada a cabo
con yodobenceno en presencia de Cul y KsPO, utilizando una mezcla de
etilenglicol/iPrOH.* Sin purificacion posterior, el producto se sometié a una hidrélisis en
medio &cido, seguido de una N-Boc proteccion del grupo a-amino para aislar 307 con un

rendimiento del 43% (Esquema 78).

o 1. CbzCl/ 2M NaOH Cbz o)
EtOH/H,0,2:1 N
\/\/\(lko 2. NH,CH,CH,OH, MW H OH
H>N / 3 min NH
2 H,N>B . 2
82% 260
291c H o)
1. CgHsl/ Cul, K3PO, N\/\/\)LOH
2. HOCH,CH,OH/i-PrOH ©/ NHBoC
3. HCI/MeOH
4. (Boc),0 307

43%

Esguema 78. Obtencién de derivados N-protegidos de la lisina.

Este interesante resultado demuestrd la posibilidad de una transformacién quimica
en la cadena lateral de la lisina mas que una simple proteccién y queda un campo amplio
para la preparacion de aminoacidos modificados que pueden ser utlizados en sintesis

organica.

5 Kwong, F: Y.; Klapars, A.; Buchwald, S. L. Org. Lett. 2002, 4, 581.
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En el espectro de RMN'H del compuesto 290 se observan las sefiales de los
protones de la cadena lalifatica del aminodcido como multipletes en 1.82, 2.10, 2.51 y 2.68
ppm, en 5.20 ppm se localiza el par de protones bencilicos del grupo protector Cbz y en
7.38 ppm los protones arométicos (Figura 73).

T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 73. Espectro de RMN'H del producto 307.
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La caracterizacion de los intermediarios y de cada uno de los productos obtenidos
se realizé utilizando una combinacion de técnicas espectroscopicas convencionales (e.g.
RMN*H, RMN*3C, IR, EM)
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Métodos Generales

Los disolventes anhidros utilizados se destilaron bajo atmoésfera de argén, de la
siguiente manera: CH.Cl;, Py, EtsN, DMSO y HMPA fueron destilados sobre CaHy;
tetrahidrofurano (THF) sobre sodio y benzofenona, éter etilico, benceno y tolueno sobre
sodio metélico. Todos los experimentos que involucraron compuestos sensibles al aire y/o
humedad, se llevaron a cabo en matraces redondos secados en una estufa, provistos de
tapones tipo septum (Tapones abatibles de hule), a los cuales se introdujo una aguja
adaptada a un globo lleno de argon o nitrdgeno segun se indica. Los bafios para las
reacciones a baja temperatura fueron: hielo-agua (0 °C), hielo-NaCl (-10 °C), CO,/CH3CN (-
40 °C) y CO,/acetona (-78 °C).

Las cromatografias en capa fina preparativa se llevaron a cabo en placas de vidrio
(20 x 20 cm) recubiertas (0.25 mm) con gel de silice SIL G 50 UV2s4. LOS compuestos
fueron detectados por visualizacion bajo una lampara de luz ultravioleta o mediante
inmersién de la placa en una solucién de acido fosfomolibdico, seguido de calentamiento.
Las cromatografias en columna flash (CCF) se llevaron a cabo de acuerdo al

procedimiento reportado®*

utilizando gel de silice (230-400 mallas) de la marca Macherey
Nagel. Todas las mezclas de disolventes usadas como eluyentes se reportan como

soluciones v/v.
6.2 Datos Espectroscépicos y Equipos.

Los espectros de masas de baja resolucion (EMBR) fueron obtenidos en un
espectrometro JEOL SMX-102a. La ionizacion por impacto electronico (IE), se llevé a cabo
a 70 Ev, la ionizacién quimica a 50 eV en amoniaco como gas reactivo y el bombardeo
atémico réapido (FAB) en modo de i6n positivo en una matriz de alcohol nitrobencilico. Los
espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrometro marca Perkin EImer modelo
1605 utilizando KBr y solo se reportan las bandas diagnéstico. Los espectros de
resonancia magnética nuclear (RMN) se midieron en un equipo Varian Unity Inova 300 en
soluciones con disolventes deuterados a 300 MHz para *H y 75 MHz para **C, utilizando

TMS como referencia interna. Los desplazamientos quimicos (&) y las constantes de

146 |_eonard, J. and Procter G. Advanced Practical Organic Chemistry. 2a. Ed. Blackie Academic & Professional, Gran
Bretafia, 1995, 204.
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acoplamiento (J) fueron determinados asumiendo un comportamiento de primer orden. La
multiplicidad de las sefiales es indicada como: s (simple), d (doble), t (triple), c (cuarteto), q
(quinteto), m (mdultiple). Las constantes de acoplamiento (J) estan expresadas en Hz. Las
sefiales en RMN'H fueron asignadas en base al desplazamiento quimico, multiplicidad y
consistencia con una serie de estructuras similares. Las sefiales en RMNC fueron
asignadas en base al desplazamiento quimico y consistencia con una serie de estructuras

similares.

6.3 Materiales y Reactivos.

El hidruro de sodio, el hexametildisilazuro de litio, el cloroformiato de metilo, el
hidruro doble de litio y aluminio, el clorhidrato de N-O-dimetilhidroxilamina y el dicarbonato
de diterbutilo fueron adquiridos de la compafiia Sigma-Aldrich S. A. de C. V. y se utilizaron

directamente a menos que se indique otra cosa.
6.4 Procedimientos Experimentales y Caracterizacion

2-(t-Butoxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosfonil)acetato de metilo (198).

o En un matraz redondo conteniendo el éster metilico de la N-Boc-
[
(CHso)zP\)J\OMe glicina 197 (5 g, 26.45 mmol) y NBS (5.18 g, 29.1 mmol) fueron

NHBoc adicionados 260 mL de CCl,. La mezcla resultante se calenté a

reflujo por 1 h, se enfrié a 0 °C y se filtr6 sobre celita para eliminar la succinimida formada.
El disolvente se concentré y el residuo se disolvio en THF seco (40 mL), seguido de la
adicién de fosfito de trimetilo (3.8 mL, 29.1 mmol). La mezcla se calento a reflujo por 12 h,
la solucion se enfrio a temperatura ambiente y se concentrd. El residuo se purificd por
cromatografia en columna (hexano/metanol 60:40). Se obtuvieron 6.8 g (87%) del producto

198 como un sdlido color blanco. pf 63-65 °C.

IR-FT ATR Vimax 3364, 1751, 1710, 1161, 1049 cm™ RMNH (300 MHz, CDCl3) & (ppm):
1.45 (s, 9H), 3.79 (d, J = 11.0 Hz, 3H), 3.83 (d, J = 11.0 Hz, 3H), 3.84 (s, 3H), 4.90 (dd, J =,
23.0, 9.0 Hz, 1H), 5.44 (d, J = 8.7 Hz, 1H). RMN™C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 28.1, 50.6,
52.9, 53.2, 54.0, 80.9, 154.8, 177.6. EM: (FAB) m/z (M*+1H) 298, 242, 224, 198, 182, 165,
138, 110
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2-(Benciloxicarbonilamino)-2-dimetoxifosfonil-acetato de metilo (203).

o o Método A.
[
(CH;0),P oMel EN un matraz redondo se colocaron el éster metilico de la N-Cbz-
NHCbz glicina (2 g, 3.75 mmol), NBS (1.75 g, 9.83 mmol) y tetracloruro de

carbono seco (200 mL). La mezcla resultante se calent6 a reflujo bajo atmdsfera de argén

por 1 h. Transcurrido este tiempo, la reaccion se enfrio a 0 °C y la succinimida se filtr6 a
vacio. Al filtrado se le eliming el disolvente y el residuo se disolvi6 en THF seco (50 mL).
Se adiciono fosfito de trimetilo (1.1 mL, 8.96 mmol) y se calent6 a reflujo por 15 h. Se enfrio
a temperatura ambiente y se diluyé con acetato de etilo (30 mL), la fase organica se
separo, se lavo con solucion de acido citrico al 10%, con una solucién saturada de NaCl, y
se secO con Na,SO, El disolvente se concentrd y el residuo se purificé por cromatografia
en columna de gel de silice (hexano/AcOEt 1:1). Se obtuvieron 0.81 g (27%) del producto
203 como un sélido blanco. pf. 73-75 °C.

Método B.

En un matraz redondo se disolvio el éster metilico de la N-Cbz-glicina (202) (0.5 g,
1.976 mmol) y tricloruro de fésforo (0.17 mL, 1.976 mmol) en tolueno seco (20 mL). El
matraz se colocé en un bafio de aceite y se calent6 a 70 °C por 19 h. El fosfito de trimetilo
(1.1 mL, 1.97 mmol) se adiciond y se dejé en agitacion por 2 h. El tolueno se concentrd y el
residuo se disolvio en acetato de etilo (30 mL) y se lavé con una solucion saturada de
acido citrico al 10% y se lavo con una solucion concentrada de NaCl y la fase organica se
sec6 con Na,SO,. El disolvente se concentrd y el residuo se purificd por cromatografia en
columna de gel de silice (hexano/AcOEt 1:1) obteniéndose 0.31 g (79%) del producto 203
como un sélido blanco. pf 73-75 °C.
IR-FT ATR Vmax 3263, 1723, 1533, 1266, 1042 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm):
3.78 (d, J = 11.0 Hz, 3H), 3.81 (d, J = 10.0 Hz, 3H), 3.80 (s, 3H), 4.89-4.99 (dd, J = 9.0,
19.0 Hz, 1H), 5.12 (s, J = 12.0 Hz 1H), 5.16 (s, J = 12.0 Hz, 1H), 5.88 (d, J = 7.0 Hz,1H),
7.33-7.36 (m, 5H). RMN™C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 51.1, 53.1, 53.3, 54.2, 67.6, 128.1,
128.3, 128.5, 135.9, 155.7, 167.2. EM (IE): m/z (M*+1H) 331, 299, 272, 224, 198, 182, 109,
91.
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Acido trans y cis 4-aminociclohexencarboxilico (206) y (207).

Se prepar6 una suspension del &cido p-amino benzéico (204) (5 g, 2.2

CO,H CO.H
2 2 mmol) y del catalizador PtO; (0.5 g, 10% w/w) en agua (250 mL) y se
hidrogend a temperatura ambiente a 60 Ib de presion. La reaccion se
I%IHZ NH, continu6 hasta que ya no hubo consumo de hidrégeno. Se filtr6 el

catalizador sobre celita y el agua se concentré a la mitad de su
volumen. Se le adicion6 metanol (100 mL) precipitando el isomero trans 206 (1.97 g, 20%)
como un solido blanco, el cual se separd por filtracion, pf: >200 °C. A la solucién
metandlica resultante se le adicion6 éter etilico (20 mL) obteniéndose 2.72 g (80%) del

isémero cis 207 como un solido blanco. pf >200 °C.
IR-FT ATR Vmax 3443, 2937, 1634, 1548, 1524, 1402, 1298 cm™: RMN*H (300 MHz, D,0)

o (ppm) isémero trans: 1.34-1.42 (m, 4 H), 1.58-1.69 (m, 1H), 1.81-2.17 (m, 4H), 3.10-
3.21(m, 1H). RMNH (300 MHz, D,0) & (ppm): isémero cis 1.55-1.71 (m, 4H), 1.83-1.97 (m,
4H), 2.39-2.44 (m, 1H), 3.29-3.36 (m, 1H). RMN'3C (75 MHz, D;0) & (ppm) Isémero trans:
22.9,29.8,32.1, 36.1, 186.9. RMN*3C (75 MHz, D,0) & (ppm) Isémero cis: 25.1, 27.5, 41.3,
49.2, 183.8. EM: (IE) m/z 143 (M'+1H) 125, 97, 82, 69, 54, 41.

Método general para la preparacion de los derivados carboxilicos.

En un matraz redondo se colocé el &cido carboxilico correspondiente (206 o 207, 1
eq) y se disolvio con una mezcla de HO/dioxano 1:1 (15 mL). Se adicion6 el agente
protector (1.2 eq, de p-TsCl, (Boc),0O, Ac,0O o cloroformiato de metilo) y EtsN (1.2 eq) y se
dejo en agitacién a temperatura ambiente por 8 h. El disolvente se concentrd, se agrego
acido citrico al 10% hasta pH 3, el producto se extrajo con AcOEt (20 mL, 3x), la fase
organica se lavé con NaHCOg, con una solucion saturada de NaCl y se sec6 con Na,SO,.
El disolvente se evapord y el residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de
silice (Hex/AcOEt 7:3 + 10% MeOH).

Acido cis 4-(t-butoxicarbonilamino)ciclohexancarboxilico (215a).

COOH Preparado a partir del aminoacido 207 (0.5 g, 3.5 mmol). Se obtuvieron 0.79 g
(92%) del producto 215a como un sdlido blanco. pf 160-162 °C.

IR-FT ATR Vpax : 3325, 2934, 1707, 1171 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCl3) &

NHBoc

(ppm): 1.45 (s, 9 H); 1.60-1.71 (m, 6H); 1.87-1.91 (m, 2H), 2.49 (m, 1H), 3.61
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(m, 1H). RMN®C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 27.8, 28.5, 32,6, 45.7, 79.5, 155.4, 181.3. EM
(FAB) m/z 243 (M*+1H) 244, 188, 142, 126, 107, 57.

Acido trans 4-(t-butoxicarbonilamino)ciclohexancarboxilico (212a).

COOH Preparado a partir de aminoécido 206 (1.0 g, 6.99 mmol). Se obtuvieron 1.43
g (84%) del producto 212a como un solido blanco. pf 157-158 °C.

IR-FT ATR Vimac 3367, 1683, 1518, 1171 cm™. RMN*'H (300 MHz, CDCls) &

.......................................... (ppm): 1.11-1.23 (m, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.50-1.59 (m, 2H), 2.02-2.06 (m, 4H),
2.20-2.29 (m, 1H), 3.41 (m, 1H), 4.43 (sa, 1H). RMN*3*C (75 MHz, CDCls) d (ppm): 24.7,
28.6, 29.8, 40.2, 47.3, 79.8, 154.1, 180.6. EM (FAB) m/z 243 (M*+1H) 244. 188, 154, 144,
126, 107, 81, 57.

Acido trans 4-(p-toluensulfonamido)ciclohexancarboxilico (212c).

cooH | Preparado a partir del aminoacido 206 (1.0 g, 6.99 mmol) Se obtuvieron 1.92 g
(93%) del producto 212c como un sélido blanco. pf 135-137 °C.

IR Vimax 3287, 1691, 1431, 1157, 1075 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCls) &

2 m

HTs

(ppm): 1.11-1.24 (cd, J = 15.0, 3.0 Hz, 2H), 1.36-1.44 (cd, J = 12.0, 3.0 Hz,
2H), 1.55-1.70 (m, 2H), 1.82-1.98 (m, 2H), 2.16-2.20 (m, 1H), 2.43 (s, 3H), 3.09 (m, 1H),
5.56 (d, J = 6.0 Hz,1H), 7.28 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 6.0 Hz, 2H). RMN**C (300
MHz, CDCl3) & (ppm): 21.6, 29.2, 33.9, 43.3, 53.5. 128.0, 130.8, 140.5, 144.6, 179.3. EM
(FAB) m/z 297 (M*+1H) 298. 280, 172, 154, 135, 107, 91, 81.

Acido cis 4-(p-toluensulfonamido)ciclohexancarboxilico (215c).

coon | Preparado a partir del aminoacido 207 (1.0 g, 6.99 mmol). Se obtuvieron 1.84
g (84%) del producto 215¢ como un solido blanco. pf 159-161 °C.

IR-FT ATR Vmax: 3432, 3288, 1692, 1634. 1329, 1158 cm™. RMN'H (300 MHz,

»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»» CDCI3) & (ppm): 1.37-1.44 (m, CHy), 1.74-1.78 (m, 2H), 2.27 (m, 1H), 2.37 (s,
3H), 3.01 (m, CH, 1H), 7.36-7.38 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.53-7.56 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 7.67-
7.70 (d, J = 8.4 Hz, 2H). RMN®C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 21.7, 24.2, 30.4, 39.9, 49.7,
100.21, 127.1, 129.9, 138.7; 144.3, 179.7. EM (FAB) m/z 297 (M*+1H) 298. 280, 250, 172,
154, 136, 107, 91, 81.
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Acido trans 4-(benciloxicarbonilamino)ciclohexancarboxilico (212b).

CO,H Preparado a partir del aminoacido 206 (1.0 g, 6.99 mmol). Se obtuvieron 1.87
g (96%) del producto 212b como un soélido blanco. pf 152-154 °C.

Y IR-FT ATR Vmax 3305, 1683, 1544, 1258, 1045 cm™. RMN'H (300 MHz,
NHCbz

CDClI3) & (ppm): 1.30-1.43 (m, 2H), 1.61-1.84 (m, 4H), 1.91-1.84 (m, 2H),
2.37-2.42 (m, 1H), 3.63-3-65 (m, 1H), 4.70 (s, 1H), 5.09 (s, 2H), 5.16 (d, J = 7.5 Hz, 1H),
7.34-7.38 (m, 5H). RMN™C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 25.8, 32.8, 40.4, 48.9, 66.3, 128.6,
128.7, 129.2, 138.6, 156.5, 176.3. EM (FAB) m/z 277 (M*+1H) 278, 234, 165, 91, 57.

Acido cis 4-(benciloxicarbonilamino)ciclohexancarboxilico (215b).

CO,H Preparado a partir del aminoécido 207 (1.0 g, 6.99 mmol). Se obtuvieron 1.72

g (82%) del producto 215b como un aceite amarillo claro.

IR-FT ATR Vmac 3305, 2945, 1683, 1544, 1258 cm™. RMN 'H (300 MHz,
NHCbz

CDCl3) (ppm): 1.59-1.71 (m, 6H), 1.84-1.90 (m, 2H), 2.49 (m, 1H), 3.68-3.69
(m, 1H), 4.98 (d, 1H), 5.07 (s, 2H), 7.33 (m, 5H). RMN **C (75 MHz, CDCls) (ppm): 24.8
(CHy), 29.7 (CHy), 40.1 (CHy), 47.0 (CH), 66.8 (CH,), 128.3 (CH), 128.6 (CH), 136.6 (C),
155.8 (NHCbz), 180.0 (COOH). EM (FAB) m/z 277; (M*+1H) 278, 234, 165, 91, 57.

Acido 4-(t-butiloxicarbonilamino)benzoico (219).

coon | Preparado a partir del aminoacido 204 (2.0 g, 14.59 mmol). Se obtuvieron 1.2
' g (34%) del producto 219 como un solido blanco. pf 198-200 °C.

IR-FT ATR Vmac 3328, 1727, 1611, 1530, 1236, 1158 cm™. RMN*'H (300

NHBoc |

MHz, CDCl3) & (ppm): 1.54 (s, 9H), 6.76 (sa, 1H), 7.46 (d, J = 9.0 Hz, 2H),
8.05 (d, J = 9.0 Hz, 2H). RMN*3C (75 MHz, CDCls) 5 (ppm): 28.4, 81.6, 117.6, 125.8, 131.8,
138.0, 147.7, 163.8, 177.0. EM (FAB) m/z 237 (M*+1H) 238, 182, 154, 137, 120, 95, 77,
57.

Método general para la preparacion de Amidas de Weinreb

En un matraz redondo bajo atmésfera de argon se disolvié el aminoacido N-protegido (1
eq) en THF seco (20 mL) y se adicion0d cloroformiato de metilo (1.1 eq). El matraz se

colocé en un bafio de hielo a 0 °C, se adicion6 lentamente EtsN (1.1 eq) y se dejé en
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agitacion por 30 min. Se adicioné el clorhidrato de la N,O-dimetilhidroxilamina (1.1 eq), se
adiciono EtsN (1.1 eq) y la mezcla de reaccién se dejo en agitacion por 8 h a temperatura
ambiente. El disolvente se concentro, el residuo se redisolvié en AcOEt (30 mL), se lavo
con una solucion de &cido citrico al 10% y con solucion saturada de NaHCO; y NaCl. La
fase organica se sec6 con Na,;SO. y el disolvente se concentrd y el residuo se purificd por

cromatografia en columna de gel de silice (Hex/AcOEt 7:3 + 5% MeOH).

cis 4-(N,N-metoxi(metil)carbonil)ciclohexilcarbamato de t-butilo (216a).

| Se partié del aminoacido protegido 215a (0.5 g, 2.05 mmol). Se obtuvieron
0 0.52 g (88 %) del producto 216a como un sdlido blanco. pf 137-139 °C.

IR-FT ATR Vpmax 3334, 2933, 1707, 1652, 11521, 247, 1172 cm™. RMN*'H

(300 MHz, CDCls) & (ppm): 1.44 (s, 9H), 1.56-1.72 (m, 6H), 1.83-1.87 (m,
2H), 2.75 (m, 1H), 3.19 (s, 3H), 3.70 (s, 3H); 3.79 (m, 1H). RMN*C (75
MHz, CDCls3) & (ppm): 24.0, 28.6, 29.6, 32,9, 39.3, 45.6, 61.7, 79.3, 155.5, 178.6. EM (FAB)
m/z 286 (M*+1H) 287. 231, 187, 170, 154, 136, 126, 107, 89, 77, 57.

NHBoc

trans 4-(N,N-metoxi(metil)carbonil)ciclohexilcarbamato de t-butilo (213a).

[ - Se partié del aminoé&cido protegido 212a (1.5 g, 6.17 mmol). Se obtuvieron
O~ N, .
Y o7 ~ 1.58 g (90%) del producto 213a como un solido blanco. pf 45-46 °C.

IR-FT ATR Vmax 3339, 1707, 1647, 151529, 1253 cm™. RMN'H (300 MHz,

CDCl3) & (ppm): 1.07-1.21 (cd, J =13.0, 3.0 Hz, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.53-1.67
(cd, J = 13.0, 3.0 Hz, 2H), 1.80-1.86 (m, 2H), 2-06-2.10 (m, 2H), 2.57-2.65
(m, 1H), 3.17 (s, 3H), 3.40-3.45 (m, 1H), 3.69 (s, 3H), 4.46 (sa, 1H). RMN®C (75 MHz,
CDCls) 5 (ppm): 24.0, 28.6, 29.8, 32.4, 38.2, 45.5, 61.7, 79.2; 155.5, 178.4. EM (FAB) m/z
286 (M'+1H) 287, 231, 187, 170, 154, 136, 126, 107, 81, 77, 57.

NHBoc

trans 4-(N-metoxi-N-metil-4-(4-metilfenilsulfonamido)ciclohexancarboxamida (213c).

Se partié del aminoéacido protegido 212c (1.5 g, 5.0 mmol). Se obtuvieron

I
Ox Mo~ | 1.28 g (80%) del producto 213c como un solido blanco. pf 135-137 °C.

O

4

IR-FT ATR Ve 3252, 1692, 1596, 1300, 1149 cm™. RMN'H (300 MHz,

CDsOD) 6 (ppm): 1.14-1.27 (cd, J = 12.0, 3.0 Hz, 2H), 1.41-1.56 (cd, J =
13.0, 3.0 Hz, 2H), 1.74-1.78 (m, 2H), 1.89-1.94 (m, 2H), 2.44 (s, 3H), 2.52-

NHTs
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2.56 (1H, m), 3.02-3.14 (m, 1H), 3.14 (s, 3H), 3.66 (s, 1H), 4.62 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.30 (d,
J = 9.0 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 9.0 Hz, 2H). RMN®C (75 MHz, CD;0D) & (ppm): 21.6, 25.9,
29.2, 31.4, 33.9, 43.3, 48.5, 53.5, 128.0, 130.8, 140.5, 144.6, 179.3. EM BR (FAB) m/z 340
(M*+1H) 341. 280, 252, 170, 155, 91, 81, 55.

cis 4-(N-metoxi-N-metil-4-(4-metilfenilsulfonamido)ciclohexancarboxamida (216c).

| En un matraz redondo se colocé el acido N-Ts protegido (1.5 g, 5.0 mmol,

O N. . L I
07| el clorhidrato de la N,O-dimetilhidroxilamina (0.98 g, 10.10 mmol) y se
agreg6 THF seco (10 mL) bajo atmosfera de argon. Se enfrié en un bafio

de hielo a 0 °C, se adicion6 el cloroformiato de metilo (0.37 mL, 5.55 mmol)

NHTS y se adiciond lentamente Et;N (2.1 mL, 15.0 0 mmol), dejdndose en

agitacion a 0 °C por 1 h. Se retird el bafio de hielo y se agit6 a temperatura ambiente por 5
h. Se agreg6 AcOEt (50 mL) y solucién de &cido citrico al 10%. La fase organica se separo
y se lavé con agua, con solucion saturada de NaCl y se sec6 con Na,SO.. El disolvente se
concentrd y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(Hex:AcOEt 7:3 + 10% MeOH). Se obtuvieron 1.13 g (70%) del producto 216¢c como un
sélido blanco. pf 120-122 °C.

IR-FT ATR Vmax 3225, 1639, 1449, 1326, 1160 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCls) & (ppm):
1.50-1.77 (m, 8H), 2.41 (s, 3H), 2.68 (m,1H). 3.16 (s, 3H), 3.50-3.54 (m, 1H), 3.66 (s, 3H),
4.85 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 7.26-7.30 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.75-7.78 (d, J = 9.0 Hz, 2H).
RMN'3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 21.6, 27.8, 33.1, 38.6, 49.0, 52.3, 68.1, 127.0, 129.8,
138.3, 143.3, 176.4. EM: (FAB) 340 m/z (M"+1H) 341. 280. 252, 185, 170, 155, 136, 107,
91, 81.

Trans 4-(N-metoxi-N-metilcarbamoil)ciclohexilcarbamato de bencilo (213b).

| Se parti6 de del aminoacido protegido 212b (1.5 g, 55 mmol). Se
° N‘O/ obtuvieron 1.48 g (92%) del producto 213b como un soélido blanco. pf 102-
105 °C.
. IR-FT ATR Vimax 3321, 2932, 1707, 1640, 11259 cm™. RMN'H (300 MHz,
74

CDCI3) & (ppm): 1.10-1.24 (cd, J = 13.0, 3.0 Hz, 2H), 1.56-1.68 (cd, J =
13.0, 3.0 Hz, 2H), 1.81-1.85 (m, 2H), 2.08-2.12 (m, 2H), 2.57-2.65 (m, 1H), 3.17 (s, 3H),
3.44-3.52 (m, 1H), 3.68 (s, 3H), 4.68 (sa, 1H), 5.08 (s, 2H), 7.33-7.36 (m, 5H). RMN*C (75
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MHz, CDCls) & (ppm): 27.9, 32.4, 32.8, 39.1, 42.5, 49.7, 61.7, 66.7, 128.3, 128.4, 128.7,
136.7, 155.6, 176.6. EM (FAB) m/z 320 (M*+1H) 321, 170, 147, 91, 57.

cis 4-(N, N-metoxi(metil)carbamoil)ciclohexilcarbamato de bencilo (216b).

| Se parti6 del aminoacido protegido 215b 2.0 g (8.43 mmol). Se obtuvieron

° N\O/ 1.78 g (76%) del producto 216b como un sélido blanco. pf 65-67 °C.

IR-FT ATR Vmax 3222, 2932, 1707, 1640, 1527, 1259 cm™. RMN'H (300
MHz, CDCl3) & (ppm): 1.66-1.72 (m, 6H), 1.83-1.88 (m, 2H), 2.75 (m, 1H),
3.17 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.88 (s, 1H), 5.09 (s, 2H), 7.35 (m, 5H). RMN*3C

(75 MHz, CDCls) & (ppm): 24.2, 29.6, 32.4, 38.1, 46.3, 61.7, 66.7, 128.2, 128.7, 136.8;
155.9, 176.9. EM (FAB) m/z 320 (M*+1H) 321, 244, 147, 137, 109, 97, 91, 81, 69.

NHCbz

4-(N, N-metoxi-(metil)carbamoil)fenilcarbamato de t-butilo (220).

| El 4cido 219 (2.0 g, 8.43 mmol) se colocé en un matraz redondo, bajo

o5 Mo~ atmosfera de nitrogeno y se disolvi6 en THF seco (15 mL). Se agregd
cloruro de oxalilo (0.5 mL, 8.43 mmol) y DMF (1 gota) y se dej6 en agitacion

a temperatura ambiente hasta que el CO y CO, dej6 de producirse. El

NHBoc disolvente se concentrd, el residuo se resuspendio en THF seco (15 mL) y

se adicioné el clorhidrato de la N,O-dimetilhidroxilamina (0.81 g, 8.43 mmol) y EtsN (1.0
mL, 10.2 mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente por 5 h, se agrego
AcOEt (50 mL) y la fase organica se lavo con solucién de é&cido citrico al 10%, con una
solucion saturada de NaCl y se secé con Na,SO,. El disolvente se concentrd y el residuo
se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (Hex/AcOEt 7:3). Se
obtuvieron 1.78 g (92%) del producto 220 como un sdlido blanco. pf 88-90 °C.

IR-FT ATR Ve 3369, 1707, 1680, 1525, 1234, 1159 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCls) &

(ppm): 1.51 (s, 9 H), 3.35 (s, 3H), 3.54 (s, 3H), 7.21 (sa, 1H), 7.41-7.45 (d, J = 9.0 Hz, 2H),
7.67-7.70 (d, J = 9.0 Hz, 2H). RMN™C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 28.4, 34.0, 61.1, 81.0,
117.5, 129.8, 131.4, 141.1, 152.8, 169.4. EM (FAB) m/z 280 (M"+1H) 281, 225, 207, 164,
147, 120, 73, 57.
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Método general para la preparacion de aldehidos.

En un matraz redondo bajo atmdsfera de argén.se coloco LiAlH4 (0.5 eq) El hidruro
se suspendié en THF seco (5 mL) y el matraz se coloc6 en un bafio de hielo a 0 °C. Se
adiciono la amida de Weinreb (1.0 eq) disuelta en THF seco (2 mL) y la reaccién se dejé en
agitacion a 0 °C por 2 h. Se acidul6é con solucion de é&cido citrico al 10% hasta pH 3, el
producto se extrajo con acetato de etilo (15 mL, 3x). La fase orgénica se separ0, se lavo
con agua y con una solucion saturada de NaCl y se secé con Na,;SO.. El disolvente se
concentrd y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(Hex/AcOEt 8:2).

cis 4-Formilciclohexilcarbamato de t-butilo (217a).

CHO Se parti6 de la amida de Weinreb 216a (0.5 g, 1.74 mmol). Se obtuvieron
0.30 g (78%) del producto 217a como un sélido blanco. pf 78-80 °C.

IR-FT ATR Vmax 3355, 2935, 1704, 1513, 1205 cm™. RMN'H (300 MHz,

NHBoc

CDCl3) & (ppm): 1.32-1.36 (m, 2H), 1.43 (s, 9H), 1.65-1.82 (m, 6H), 1.92-2.00
(m, 1H), 2.36-2.39 (m, 1H), 4.5 (sa, 1H), 9.67 (s, 1H). RMN**C (75 MHz, CDCl3) & (ppm):
24.9, 28.5, 32.2, 42.3, 49.4, 79.5, 155.3, 203.9. EM (FAB) m/z 227 (M*+1H) 228. 210, 172,
154, 136, 110, 57.

trans 4-Formilciclohexilcarbamato de t-butilo (214a).

CHO Método A.
Se parti6 de la amida de Weinreb 213a (1.0 g, 3.49 mmol). Se obtuvieron
0.79 g (86%) del producto 214a como un sélido blanco. pf 98-100 °C.

ﬁlHBoc

Método B.
En un matraz redondo y acondicionado con atmosfera de argbn a una temperatura
de -78 °C, conteniendo cloruro de oxalilo (0.22 mL, 0.254 mmol) en cloruro de metileno (1
mL), se adicion6 DMSO seco (0.009 mL, 0.127 mmol). Se agit6é por 5 min y se adicioné el
alcohol (0.036 g, 0.127 mmol) disuelto en cloruro de metileno seco (1 mL). Después de 5
min a la misma temperatura, se adicioné EtsN (0.07 mL, 0.508 mmol) y se continué la
agitacion por 30 min. Se adicioné HCI al 10% (1 mL) y se diluyé con agua (50 mL). El

producto se extrajo con cloruro de metileno (20 mL, 3x), la fase organica se lavé con agua,
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seguida por una solucién concentrada de NaCl y se sec6 con Na,SO,. El disolvente se
concentrd y el residuo se purific6 por cromatografia en columna de gel de silice. Se
obtuvieron 0.23 g (15%) del producto 214a como un sélido blanco. pf 141-143 °C.

IR-FT ATR Vmac 3340, 1693, 1520, 1247, 1171 cm™. RMN*H (300 MHz, CDCls) & (ppm):

1.02-1.16 (cd J = 6.0, 13.5 Hz, 2 H), 1.24-1.33 (cd, J = 3.0, 13.5 Hz, 2H), 1.37 (s, 9H), 1.93-
2.08 (m, 5H), 3.29-3.36 (m, 1H), 9.6 (s, 1H). RMN3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 25.0, 28.6,
32.3,49.4, 79.6, 155.4, 204.0.EM (FAB) m/z 227 (M*+1H) 228. 210, 172, 154, 136, 110.

cis N-(4-Formilciclohexil)-4-metilbencensulsulfonamida (217c).

CHO En un matraz redondo se coloco LiAlH4 (0.058 g, 1.52 mmol), el sistema se
cerr0 y se adapto atmdsfera de argon. El hidruro se suspendio en THF seco
(2 mL) y el matraz se coloc6 en un bafio de hielo a 0 °C. Se adicioné la
NHTs amida de Weinreb 216¢ (1.0 g, 3.08 mmol) disuelta en THF seco (1 mL) y la

reaccion se dejo en agitacion a 0 °C por 2 h. La mezcla se acidulé con solucion de &cido
citrico al 10% hasta pH 3 y el producto se extrajo con acetato de etilo (15 mL, 3x). La fase
organica se separo, se lavé con agua, con una solucion saturada de NaCl, se seco con
Na,SO,, el disolvente se concentrd y el residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna. Se obtuvieron 0.72 g (62%) del producto 217c como un solido blanco. pf 97-99
°C.

IR-FT ATR Vinac 3250, 2937, 1722, 1161 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCls) 5 (ppm): 1.21-

1.87 (m, 6H), 1.84-1.87 (m, 2H), 2.30 (m, 1H), 2.43 (s, 3H), 4.90 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 7.30
(d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 9.61 (s, 1H). RMN;3C (75 MHz, CDCls) &
(ppm): 21.5, 24.4, 32.3, 48.5, 51.9, 126.8, 129.7, 138.0, 143.3, 203.5. EM (FAB) m/z 281
(M*+1H) 282, 264, 252, 221, 154, 136, 109, 95, 81, 69.

trans N-(4-Formilciclohexil)-4-metilbencensulfonamida (214c).

CHO Se parti6 de la amida de Weinreb 213c (0.2 g, 0.59 mmol). Se obtuvieron
@ 0.10 g (78%) del producto 214c como un sélido blanco. pf 116-118 °C.

IR-FT ATR Vmax 3250, 2937, 1722, 1161 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCl3) &

NHTs

(ppm): 1.15-1.34 (m, 4H), 1.90-1.97 (m, 4H), 2.08-2.12 (m, 1H), 2.44 (s, 3H),
3.03-3.08 (m, 1H), 5.03 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.77 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 9.57 (s, 1H). RMN*3C (75 MHz, CDCls) 5 (ppm): 21.6, 24.7, 32.5, 48.8, 52.2, 127.1,
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129.9, 138.2, 143.5, 203.6. EM (FAB) m/z 281 (M*+1H) 282, 264, 252, 231, 221, 154, 136,
123, 109, 95, 81, 69, 55.

trans 4-Formilciclohexilcarbamato de bencilo (214b).

cho | Se partio de la amida de Weinreb 213b (1.2 g, 3.75 mmol). Se obtuvieron
022 g (73%) del producto 214b como un sélido blanco. pf 113-115°C.

IR-FT ATR Vpa 3303, 1703, 1533, 1207 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCl3) &

NHCbz |

(ppm): 1.32-1.38 (m, 2H), 1.57-1.72 (m, 4H), 1.91-2.01 (m, 2H), 2.37-2.42 (m,
1H), 3.62-3.69 (m, 1H), 4.70 (s, 2H), 5.16 (d, 1H,), 7.34-7.38 (m, Ar-5H), 9.66 (s, 1H).
RMN'3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 24.2, 29.6, 38.1, 46.3, 66.7, 128.2, 128.4, 128.7, 136.8,
155.9, 193.5. EM (FAB) m/z 261 (M*+1H) 262, 221, 154, 107, 91, 77.

cis 4-Formilciclohexilcarbamato de bencilo (217b).

CHO Se partio de la amida de Weinreb 216b (1.2 g, 3.75 mmol). Se obtuvieron

0.22 g (70%) del producto 217b como un aceite amarillo.

IR-FT ATR Vmac 3303, 2937, 1703, 1533, 1297 cm™. RMN'H (300 MHz,
NHCbz

CDCl3) 6 (ppm): 1.45 (6H, m, CH,), 1.86 (2H, dd, J = 9.4, 4.2 Hz, CH3), 2.37
(1H, dd J = 8.1, 4.5 Hz, CHs), 3.52 (1H, m, CH), 5.08 (2H, s, CH,), 9.56 (1H, s, CHO).
RMN®C (75 MHz, CDCls) 8 (ppm): 25.2, 27.7, 32.5, 47.7, 66.8, 128.3, 128.7, 134.8, 157.1,
193.9. EM (FAB) m/z 261 (M'+1H) 262, 221, 154, 107, 91, 77.

4-Formilfenilcarbamato de tert-butilo (221).

Se parti6 de la amida de Weinreb 220 (0.1 g, 0.357 mmol). Se obtuvieron

CHO

0.678g (77%) del producto 221 como un sélido amarillo. pf 137-139 °C.

IR-FT ATR Vma: 3254, 1734, 1675, 1602, 1536, 1236, 1151 cm™. RMN'H
NHBoc | (300 MHz, CDCls) & (ppm): 1.54 (s, OH), 6.77 (sa, 1H), 7.51-7.54 (d, J = 9.0

Hz, 2H), 7.81-7.84 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 9.90 (s, 1H). RMN®C (75 MHz, CDCls) & (ppm):
28.5, 81.7, 118.0, 131.5, 144.3, 152.2, 191.1. EM (FAB) m/z 221 (M"+1H) 222, 166, 149,
133, 121, 91, 87, 57.
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Método general para la preparacion de los aminoacidos a,B-insaturados.

En un matraz redondo se coloco el correspondiente fosfonato (1.1 eq y se adapto
atmosfera de argon. El fosfonato se disolvié con THF seco (5 mL) y se colocé en un bafio
de hielo a —15 °C. Se adicion6 hexametidisilazuro de litio (1.1 eq) dejdndose en agitacion
por 20 min. Se adicion6 el aldehido (1.0 eq disuelto) en THF (5 mL), dejandose en
agitacion a temperatura ambiente por 20 min y se calent6é a 50 °C por 18 h. El disolvente
se elimind, el residuo se disolvié en AcOEt (20 mL), se lavé con solucion de acido citrico al
10% y solucion saturada de NaCl. La fase organica se sec6 con Na;SO, y el disolvente se
concentr6 y el residuo se purific6 por cromatografia en columna de gel de silice
(Hex/AcOEt 7:3).

(2)-2-(Benciloxicarbonilamino)-4-(t-butoxicarbonilamino) ciclohexilacrilato de metilo
(222a).
(E)-2-(Benciloxicarbonilamino)-4-(t-butoxicarbonilamino) ciclohexilacrilato de metilo
(223a).

; o]
BOC/N%O\OIOW O/YLOMe
H

Z I}I’H NT H >Cbz |

Cbz Boc

Se partié del aldehido 214a (0.6 g, 2.64 mmol). Se obtuvieron 0.856 g (86%) de la mezcla
de isbmeros 222a/222b como solidos blancos. pf isomero E: 81-83 °C. pf isomero Z: 108-
110 °C.

IR-FT ATR Vmax 3351, 1711, 1517, 1246, 1169 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCls) & (ppm)

Isébmero E: 1.09-1.29 (m, 4H), 1.44 (s, 9H), 1.78-1.82 (m, 2H), 2.00-2.04 (m, 2H), 2.48 (m,
1H), 3.58 (m, 1H), 3.80 (s, 3H), 4.40 (sa, 1H), 5.13 (d, 2H), 6.58 (sa, 1H); 6.77 (s, 1H), 7.35
(m, 5H). RMN'H (75 MHz, CDCl3) & (ppm) isémero Z: 1.02-1.29 (m, 4H), 1.44 (s, 9H), 1.75-
1.79 (m, 2H), 1.98-2.01 (d, 2H), 2.30-2.32 (m, 1H), 3.37 (m, 1H), 3.73 (s, 3H),3.98 (d,J =9
Hz, NH), 4.42-4.44 (m, 1H), 5.14 (s, 2H), 6.25 (sa, 1H), 6.43 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.36 (m,
5H). RMNC (75 MHz, CDCI3) & (ppm) isbmero Z: 28.6, 30.5, 32.7, 36.6, 42.8, 52.7, 67.5,
79.3, 124.5, 128.2, 128.3, 128.4, 128.7, 136.1, 154.7, 155.3, 165.4. EM (FAB) is6mero Z:
m/z 432 (M*+1H) 433, 393, 377, 333, 287, 261, 241, 149, 91, 71, 57.
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(2)-2-(Benciloxicarbonilamino)-4-(t-butoxicarbonilamino)-ciclohexilacrilato de metilo.
(224a).
(E)-2-(Benciloxicarbonilamino)-4-(t-butoxicarbonilamino)-ciclohexilacrilato de metilo.

(225a).
=z I}I’I-|

Cbz

)
_N

Boc

Se parti6 del aldehido 217a (0.5 g, 2.2 mmol). Se obtuvieron 0.71 g (82%) de la mezcla de

isdmeros 224a 'y 225a como aceite color amarillo.
IR-FT ATR Vpnac 3282, 1725, 1656, 1546, 1260 cm*. RMN'H (300 MHz, CDCls) & (ppm)

isémero E: 1.43 (s, 9H), 1.64-1.65 (m, 8H), 3.12-3.18 (m, 1H), 3.67-70 (m, 1H), 3.79 (s,
3H), 4.66 (sa, 1H), 5.12 (s, 2H), 6.55 (sa, 1H), 6.87 (sa, 1H), 7.34-7.37 (m, 5H). RMN'H
(300 MHz, CDCl3) & (ppm) isomero Z: 1.44 (s, 9H), 1.62-1-64 (m, 8H), 2.51-2.54 (m, 1H),
3.60-3.63 (m, 1H), 3.74 (s, 3H), 5.14 (s, 2H), 6.35 (sa, 1H), 6.59 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 7.36
(m, 5H). RMN3C (75 MHz, CDCI3) & (ppm) isbmero Z: 25.8, 28.9, 29.3, 34.9, 46.4, 52.5,
67.5, 79.4, 124.5, 128.2, 128.4, 136.1, 141.6, 154.7, 155.4, 165.4. EM (FAB+) isémero Z:
m/z 432 (M*+1H) 433, 377, 333, 241, 180, 149, 91, 57.

(2)-2-(t-Butoxicarbonilamino)-4-(4-metilfenilsulfonamido)ciclohexilacrilato de metilo
(224b).
(E)-2-(t-Butoxicarbonilamino)-4-(4-metilfenilsulfonamido)ciclohexilacrilato de metilo
(225b).

o
TsHN O~_OMe
/ NHBOC TsHN NHBOC

Se partié del aldehido 217c (0.6 g, 0.213 mmol). Se obtuvieron 0.55 g (65%) de la mezcla

de isdbmeros 234a/235b como aceite amarillo.

IR-FT ATR Vmac 3331, 1738, 1643, 1542, 1185 cm™. RMNH (300 MHz, CDCls) 5 (ppm)
isémero E: 1.43 (s, 9H), 1.60, (m, 6H). 1.88 (m, 2H), 2.56 (m, 1H), 3.71 (m, 1H), 3.72 (s,
3H), 3.96 (d, 1H), 5.12, (d, J = 12 Hz, 1H), 6.4 (d, J = 12 Hz, 1H), 6.6 (sa, 1H), 7.32 (m,
5H). RMN'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) isémero Z: 1.42 (s, 9H), 1.49-1.60 (m, 6H), 1.83
(m, 2 H), 2.43 (s, 3H), 2.44 (m, 1H), 3.41 (m, 1H), 3.77 (s, 3H), 4.72 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
5.90 (sa, 1H), 6.43 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 9.0 Hz, 2H).
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RMNC (300 MHz, CDCI3) & (ppm) isémero Z: 26.7, 28.5, 29.8, 34.9 (CH,), 46.3, 52.4,
79.3, 124.5, 128.2, 128.6, 136.1, 141.6, 154.7, 155.4, 165.4. EM (FAB) isbmero Z: m/z 420
(M*+1H) 454, 397, 353, 264, 182, 155, 91, 57.

(2)-2-(Benciloxicarbonilamino)-4-(4-t-butoxicarbonilaminociclohexilacrilato de metilo
(222c).
(E)-2-(Benciloxicarbonilamino)-4-(4-t-butoxicarbonilamino)ciclohexilacrilato de metilo
(223c).

0.__OMe
TS/ “O\i H b one
" N.
Z I\|I/ TsHN® H” “Boc

Se partio del aldehido 214c (0.5 g, 1.88 mmol). Se obtuvieron 0.52 g (76%) del producto
231c¢/232c como un solido color blanco. pf isdmero E: 147-149 °C. pf isbmero Z: 165-167
°C.

IR-FT ATR Vmax 3344, 2977, 1698, 1534, 1250 cm™. RMN;H (300 MHz, CDCl3) & (ppm)

isémero E: 1.18 (cd, J = 12.0, 3.0 Hz, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.58 (dd, J = 12.0, 3.0 Hz, 2H),
1.78 (d, J = 9.0, 3.0 Hz, 2H), 1.83 (dd, J = 9.0, 3.0 Hz, 2H), 2.29 (m, 1H), 2.45 (s, 3H), 3.11
(m, 1H), 3.71 (s, 3H), 6.01 (sa, 1H), 6.40 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 6.67 (sa, 1H), 7.37 (d, J = 9.0
Hz, 2H), 7.79 (d, J = 9.0 Hz, 2H). RMN'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) isémero Z: 1.15 (cd, J
=12.0, 3.0 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H), 1.55 (cd, J = 13.0, 3.0 Hz, 2H), 1.72 (dd, J = 6.0, 3.0 Hz,
2H), 1.87 (dd, J = 6.0, 3.0 Hz, 2H), 2.25 (m, 1H), 2.43 (s, 3H), 2.48 (m, 1H), 3.08 (m, 1H),
3.65 (s, 3H), 6.05 (s, 1H), 6.43 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 6.59 (d, J= 12.0 Hz, 1H), 7.35 (d, J =
9.0 Hz, 2H), 7.77 (d, J = 9.0 Hz, 2H). RMN™C (75 MHz, CDCls) & (ppm) isémero Z: EM
(FAB) isémero Z: m/z 453 (M*+1H) 454, 397, 353, 264, 182, 155, 91, 57.

(2)-3-(4-Acetamidofenil)-2-(t-butoxicarbonilamino)acrilato de metilo (227b).

o) - Se partid del aldehido 221a (0.5 g, 3.06 mmol). Se obtuvieron
A OMeé 0.89 g (94%) del producto 227b como cristales blancos. pf 183-
oy H ' Boc | 185°C.
Ac

IR-FT ATR Vmax 3283, 1723, 1677, 1535, 1251 cm™. RMN*H

(300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.49 (s, 9H), 2.18 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 7.17-7.20 (d, J = 8.0 Hz,
2H), 7.23 (s, 1H), 7.42-7.45 (d, J = 8.0 Hz, 2H). RMN'3C (75 MHz, CDCls) 5 (ppm): 24.7,
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28.4,52.8, 81.3, 119.2, 123.5, 129.6, 131.0, 137.7, 139.4, 153.1, 166.4, 168.7. EM (IE) m/z
334 (M'+1H) 334, 279, 247, 234, 203, 175, 154, 131, 57.

(2)-3-(4-Acetamidofenil)-2-(benciloxicarbonilamino)acrilato de metilo (226c).
(E)-3-(4-Acetamidofenil)-2-(benciloxicarbonilamino)acrilato de metilo (227c).

H O
|
H N
ZSNHebz N H™ Cbz
A

Se parti6 del aldehido 221a (0.5 g, 3.06 mmol). Se obtuvieron 0.81 g (80 %) de la mezcla
de is6meros 226b/227b como cristales blancos. pf isomero E: 125-127 °C. pf isomero Z:
141-143 °C.

IR-FT ATR Vimax 3355, 1731, 1708, 1688, 1672, 1595, 1502, 1227, 1056 cm™. RMN'H (300

MHz, CDCl3) & (ppm) Isémero E: 2.18 (s, 3H), 3.65 (s, 3H), 5.17 (s, 2H), 6.97 (sa, 1H), 7.21
(d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.32-7.38 (m, 5H), 7.44 (s, 1H), 7.48 (d, 1H), 7.54 (d, J = 9.0 Hz, 1H).
RMN'H (75 MHz, CDCls) & (ppm) Isémero Z: 2.16 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 5.17 (s, 2H), 7.00
(s, 1H), 7.20 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.35-7.39 (m, 6H), 7.44 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.51 (sa, 1H).
RMN®C (75 MHz, CDCIs3) & (ppm) isbmero Z: 24.5, 52.9, 67.4, 119.4, 124.6, 125.4, 128.1,
128.3, 128, 130.2, 130.9, 135.9, 137.9, 155.4, 166.1, 168.9. EM (FAB) isémero Z: m/z 368
(M*+1H) 369, 325, 281, 207, 147, 136, 91, 73.

(2)-2-(Benciloxicarbonilamino)3-(4-(t-butoxicarbonilamaino)fenil)acrilato de metilo
(226a).
(E)-2-(Benciloxicarbonilamino)3-(4-(t-butoxicarbonilamaino)fenil)acrilato de metilo
(227a).

H (9]
U
Boc/N\©\OIOMe /©/\)L0Me
H N
ZSNHcbz N H™"~Cbz
B

ocC

Se partié del aldehido 221b (0.5 g, 2.26 mmol). Se obtuvieron 0.77 g (83 %) de la mezcla
de isébmeros 226a/227a como solidos color amarillo pélido. pf isémero E: 122-124 °C, pf
isdmero Z. 156-157 °C.

IR-FT ATR Ve 3326, 2977, 1708, 1523, 1234, 1158 cm™*. RMN'H (300 MHz, CDCls) &
(ppm) isbmero E: 1.51 (s, 9H), 3.63 (s, 3H), 5.15 (s, 2H), 6.65 (sa, 1H), 7.02 (s, 1H), 7.17
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(d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.31-7.38 (m, 5H). RMNH (75 MHz, CDCl3) &
(ppm) isémero Z: 1.52 (s, 9H), 3.80 (s, 3H), 5.10 (s, 2H), 6.63 (s, 1H), 6.96 (s, 1H,), 7.19 (d,
J= 9.0 Hz, 1H). 7.29-7.38 (m, 5H), 7.47 (d, J = 9.0 Hz, 2H). RMN**C (75 MHz, CDCl3) &
(ppm) isémero Z: 28.4, 52.7, 67.7, 81.1; 118.1, 122.6, 128.2, 128.3, 128.6, 129.8, 131.2,
132.6, 136.1, 139.9, 152.6, 166.1, 174.4. EM (FAB) isémero Z: m/z 426 (M'+1H) 427, 426,
370, 327, 281, 235, 154, 133, 91, 69, 57.

3-(4-Acetamidofenil)-2-(tert-butoxicarbonilamino)propanoato de metilo (229).

o En un matraz redondo se coloc6 el aminoacido 227b (0.1 g,
X oMe| 0.231 mmol) y se disolvio en MeOH (15 mL), posteriormente se

N H,N\Cbz adiciond a la solucién el catalizador Pd/C (0.01 g, 10 % w/w). El

Boc sistema se cerrd y se adapto un globo de hidrégeno, dejandose

en agitacion a temperatura ambiente por 5 h. La solucién se
filtr6 a través de celita y el disolvente se eliminé obteniéndose 0.98 g (98 %) del producto
229 como un sélido blanco. pf 76-88 °C.

IR-FT ATR Vpmax 3331, 1754, 1740, 1687, 1540, 1162 cm™*. RMN'H (300 MHz, CDCls) &

(ppm): 1.38 (9H, s, CHa), 2.09 (3H, s, CH3), 2.87 2.94 (1H, dd, J = 7.0, 13.0 Hz, CH), 3.00-
3.07 (1H, dd, J = 5.0, 13.0 Hz, CH), 3.68 (3H, s, CH3), 4.38 (1H, t, J = 6.6 Hz, CH), 4.62-
4.65 (2H, m, CH), 7.08 (2H, d, J = 8.1 Hz, Ar-CH), 7.44 (2H, d, J = 8.1 Hz, Ar-CH). RMN*3C
(75 MHz, CDCl3) & (ppm): 23.9, 28.6, 37.9, 52.6, 55.7, 80.6, 120.9, 130.2, 132.9, 138.0,
156.8, 170.9, 173.6. EM (FAB) m/z 336 (M"+1H) 237, 204, 172, 144, 148, 109, 95, 81, 57.

Método general para la hidrolisis del éster metilico

En un matraz redondo se coloc6 el aminoacido (1.0 eq) y se disolvié en una mezcla
de MeOH/H,O 3:2 (5 mL). Se adiciond LIOH (1.2 eq) a la solucion y se mantuvo en
agitacion por 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se llevé a pH 3 con una
solucion de acido citrico al 10%. El compuesto se extrajo con AcOEt (15 mL, 3x) y la fase
organica se lavé con agua y con una solucion concentrada de NaCl y se sec6 con Na,SO,.
El disolvente se concentrd y el residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de
silice (Hex/AcOEt 1:1 + 10% MeOH).
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Acido (2)-2-(benciloxicarbonilamino)-3-(4-(t-butoxicarbonilamino)fenil) acrilico (228).

o - Se partio del aminoacido 227b (0.2 g, 0.47 mmol). Se
S OH obtuvieron 0.183 g (96%) del producto 228 como un solido
H i o
'l\l H N cbz amarillo. pf 175-177 °C.
Boc :

IR-FT ATR Vmax 3308, 1703, 1587, 1524, 1523, 1237, 1157 cm’

! RMN'H (300 MHz, CD30D) & (ppm): 1.52 (s, 9H), 5.12 (s, 2H), 6.45 (sa, 1H), 6.85 (sa,
1H), 7.32-7.34 (m, 8H), 7.46 (d, J = 8.7 Hz, 2H). RMN*3C (75 MHz, CDs;0D) & (ppm): 28.8,
68.1, 81.3, 119.2, 119.3, 125.0, 128.0, 128.9, 129.0, 129.1, 129.3, 129.6, 132.2, 135.8,
142.3, 154.9, 155.0. EM: (FAB) m/z 412 (M"+1H) 413, 355, 327, 281, 221, 147, 91, 73, 58.

Acido (2)-2-(benciloxicarbonilamino)-3-(4-(t-butoxicarbonilamino) ciclohexil)acrilico
(233).

0 Se parti6 del aminoicido 223a (0.05 g, 0.116 mmol). Se
N OH | Obtuvieron 0.045 g (94%) del producto 233 como un solido
H*N\*‘ H N cbz amarillo. pf 117-120 °C.

Boc’:

IR-FT ATR Via 3351, 1704, 1694. 1513, 1169 cm™. RMN'H

(300 MHz, CDCIs) & (ppm): 1.06-1.26 (m, 4H), 1.46 (s, 9H), 1.76-1.79 (m, 2H), 1.98-2.01
(m, 2H), 2.32-2.35 (m, 1H), 3.38 (m, 1H), 4.41 (d 1H), 5.15 (s, 2H), 6.33 (sa, 1H), 6.55 (d, J
= 12.0 Hz, 1H), 7.33 (m, 5H). RMN™C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 28.5, 30.3 (CH,), 32.5,
36.5; 42.6, 67.6, 79.5, 124.3, 127.9, 128.1, 28.3, 128.4, 128.7, 136.1, 144.2, 155.6, 166.6.
EM: (FAB) m/z 418 (M"+1H) 419, 391, 363, 319, 153, 136, 102, 91, 77, 57.

Acido (E)-3-(4-acetamidofenil)-2-(2-(benciloxicarbonilamino)3-3(4-(t-butoxicarbonil
amino)fenil)acrilamido)propidnico (237).

H Se parti6 del dipéptido 231 (0.1 g, 0.116 mmol).
N\AC Se obtuvieron 0.089 g (90%) del producto 237
o] como un sélido amarillo. pf >200 °C (desc).
H. \N H I on IR-FT ATR Vnqae 3411, 3310, 2932, 1715, 1687,
BO'C,\' H™ "Cbz 1658, 1532, 1171 cm®. RMN!H (300 MHz,

CDs0OD) & (ppm): 1.41 (s, 9 H), 1.95 (s, 3H), 3.35-
3.39 (m, 2H), 4.38 (d, 1H), 4.89-4.92 (m, 1H), 6.39 (s, 1H), 7.12 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.21-
7.48 (m, 10H). RMN®C (75 MHz, CDsOD) & (ppm): 23.9, 28.8, 34.7, 55.1, 65.3, 81.3,
113.0, 119.7, 121.3, 125.8, 128.1, 128.4, 128.7, 129.5, 130.4, 131.4, 141.3, 138.7, 141.7,
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155.0, 156.3, 165.8, 171.6, 172.0. EM: (FAB) m/z 616 (M*+1H) 615, 558, 514, 453, 407,
365, 203, 132, 106, 91.

(2)-3-(4-Acetamidociclohexil)-2-(benciloxicarbonilamino)acrilato de metilo (232).

o) En un matraz redondo se colocé el aminoacido 223a (0.05 g,

AN oMe| 0.116 mmol), se adapté atmdsfera de nitrégeno, se disolvié en

H

N H “Cbz CHCl; seco (3 mL) y se enfrié en un bafio de hielo a °0 C. Se

A

adiciond lentamente TFA (1.0 mL) y se dejo en agitacion por 5 h

a temperatura ambiente. El disolvente se concentrd y el residuo se lavo con tolueno (5 mL,
3X) para eliminar las trazas de TFA. El residuo se resuspendié en CH,Cl, seco (10 mL) y
se adicion6 anhidrido acético (1.0 mL, 9.8 mmol) y EtsN (1.0 mL, 9.9 mmol). La mezcla de
reaccion se dejoé en agitacion por 6 h a temperatura ambiente. El disolvente se concentré y
el residuo se lavé con tolueno y posteriormente se purificé por cromatografia en columna
(Hex/AcOEt 1:1 + 10% MeOH). Se obtuvieron 0.037 g (83%) del producto 232 como un
sélido amarillo. pf 112-114 °C.

IR-FT ATR Vmax 3293, 1724, 1650, 1529, 1214 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCls) & (ppm):

1.05-1.34 (m, 4H), 1.76-1.80 (m, 2H), 1.96 (s, 3H), 1.98-2.04 (m, 2H), 2.26-2.39 (m, 1H),
3.63-3.77 (m, 1H), 3.75 (s, 3H), 5.15 (s, 2H), 5.26 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 6.09 (sa, 1H), 6.41-
6.45 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 7.35 (m, 5H). RMN**C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 23.5, 30.4,
32.3, 36.5, 48.0, 52.5, 67.4, 124.6, 127.0, 128.1, 128.3, 128.6, 136.1, 154.8, 166.3, 169.5.
EM: (FAB) m/z 374 (M*+1H) 375, 331, 180, 147, 91, 79.

Método general de hidrélisis del grupo Boc.

Se colocé el dipéptido N-Boc-protegido (1.0 eq), se adaptd atmosfera de nitrégeno y
el sélido se disolvié en CH,Cl, seco (6 mL) manteniéndose en agitacion a 0 °C. Se adicion0
lentamente TFA (2 mL) y se mantuvo en agitacion por 3.0 h. El disolvente se concentré y el
residuo se lavé con tolueno para eliminar las trazas de TFA, obteniéndose un aceite color

agmarillo.
Método general de acoplamiento peptidico.

En un matraz redondo se coloco el aminoacido-COOH terminal (1.0 eq) y DCC (1.1
eq), se adaptd atmésfera de nitrégeno al sistema y se suspendié en THF seco (10 mL). La

mezcla se dejé en agitacion a 0 °C por 20 min y se adicion6 HOBt (1.1 eq) continudndose
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la agitacién por 30 min més. El aminoacido-NH, (1.0 eq) se adicion6 a la mezcla de
reaccion, se adiciono Et3N (1.1 eq) y se dejé en agitacion por 12 h a temperatura ambiente.
La solucién se filtr6 sobre celita para eliminar la DCU, el filtrado se concentré y el residuo
se purificd por cromatografia en columna.

(2)-3-(4-Acetamidofenil)-2-(2-(benciloxicarbonilamino)-3-(4-(t-butoxi
carbonilamino)fenil)acrilamido)propanoato de metilo (231).

H Se parti6 del aminocido 228 (0.05 g, 0.149

'\/‘\AC mmol), EDC (0.029 g, 0.149 mmol), BOP (0.065 g,

0 0.149 mmol) y el aminoacido 229 (0.3 g, mmol).

X H OMe La mezcla de reaccion se resuspendiéo en THF

H‘l/\l H'N~Cbz o seco (10 mL), se adapté atmésfera de nitrégeno y
Boc se colocé en un bafio de hielo a °0 C. Se adiciond

DIPEA (0.132 mL, 0.74 mmol), y se continud la agitacién por 30 min a °0 C. y se continud
con la agitacion por 12 h a temperatura ambiente. El disolvente se concentré y el residuo
se disolvio en AcOEt (20 mL) y se lavd con solucion de &cido citrico al 10%. La fase
organica se separ0 y se lavo con solucion saturada de NaCl y se secé con Na;SOa. El
disolvente se elimind y el residuo se purificd en cromatografia en columna (AcOEt/CH,Cl, +
10% MeOH). Se obtuvieron 0.035 g (69%) del producto 231 como un sélido amarillo. pf
>200 °C.

IR-FT ATR Vmax 3308, 1727, 1673, 1605, 1522. 1237, 1156 cm™. RMN'H (300 MHz,

DMSO-ds) & (ppm): 1.48 (9 H, s, CH3), 2.01 (3H, s, CHg), 2.93-3.01 (m, 2H), 3.60 (s, 3H),
4.47-4.54 (m, 1H), 5.07 (sa, 2H), 6.96 (sa, 1H), 7.12-7.15 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.38-7.49 (m,
10H), 8.24 (sa, 1H), 8.88 (sa, 1H), 9.55 (s, 1H), 9.82 (s, 1H). RMN**C (75 MHz, CD¢OD) &
(ppm): 24.4, 28.4, 37.3, 52.5, 53.8, 67.5, 81.1, 111.3, 118.5; 120.3, 126.2, 126.5, 127.9,
128.1, 128.2, 128.3, 128.3, 128.6; 129.9, 130.9, 131.7, 135.9, 137.2, 139.6, 152.7, 155.8,
165.5, 169.2, 171.9. EM: (FAB) m/z 630 (M*+1H) 631, 531, 399, 341, 265, 221, 154, 136,
109, 95, 73, 69.
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(2)-3-(4-Acetamidociclohexil)-2-(2-(benciloxicarbonilamino)-3-(4-(t-butoxi
carbonilamino)ciclohexil)acrilamido)propanoato de metilo (235).

Se partio6 del aminoacido 233 (0.05 g, 0.149

H
‘.-\'\/l\Ac mmol), EDC (0.029 g, 0.149 mmol), BOP (0.065 g,
(o} 0.149 mmol) y el aminoacido 232 (0.3 g, mmol). La
X N OMe mezcla de reaccion se resuspendid en THF seco
H‘N““ H'N\Cbzl 0 (10 mL), se adapt6 atmésfera de nitrogeno y se
Boc enfri6 en un bafio de hielo a °0 C. Se adiciond

DIPEA (0.132 mL, 0.74 mmol), se continu6 dejo la agitacién por 30 mina° Cy por 12 h a
temperatura ambiente. El disolvente se concentré y el residuo se disolvio en AcOEt (20
mL) y se lavé con solucion de acido citrico al 10%. La fase organica se separo, se lavo con
solucion saturada de NaCl y se sec6 con Na,SO.. El disolvente se elimind y el residuo se
purificé en cromatografia en columna (AcOEt/CH.CI, 7:3 + 10% MeOH). Se obtuvieron
0.035 g (63%) del producto 231 como un sélido amarillo. pf >200 °C.

IR-FT ATR Vma< RMN*H (300 MHz, CDCl3) &: 1.35-1.41 (m, 8 H), 1.43 (s, 9H), 1.56-1.70

(m, 4H), 1.94 (s, 3H), 1.98-2.1 (4H), 3.1 (m, 2H), 3.70 (s, 3H), 5.16 (s, 2H), 7.34 (m, 5H).
RMN®C (75 MHz, CDCls) &: 22.8, 28.9, 31.1, 32.2, 37.1, 39.5, 44.7, 52.8, 67.8, 79.9,
120.8, 128.9, 129.1, 129.5, 129.6, 157.8, 157.9, 172,4. EM: (FAB) m/z 642 (M*+1H) 647,
543, 435, 390, 243, 110, 91, 79, 57.

N-Boc-(Bn)-Asp-D-Ala-OBn (252).

5 - A partir del acido N-Boc-(Bn)-aspartico (251) (0.92 g, 2.85
BnO h © mmol) y el clorhidrato del éster metilico de la D-alanina (1g,
ANY N\_)J\OB,, 2.85 mmol) El residuo se purific6 por cromatografia en
Boc 0 ° columna (hexano/AcOEt 85:15), obteniéndose 1.18 g (90%)

del producto 252 como un soélido blanco. pf 76-78 °C.

IR-FT ATR Vpmax 3330, 1756, 1730, 1692, 1657, 1526, 1270, 1170 cm™*. RMN'H (300 MHz,
CDCls) &: 1.39 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.45 (s, 9H), 2.66-2.74 (dd J = 6.6, 17.2 Hz, 1H), 3.01-
3.08 (dd, J = 4.5, 17.2 Hz, 1H), 4.53 (m, 2H), 5.12-5.17 (m, 4H), 5.65 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
7.05 (J = 7.2 Hz, 1H), 7.34-7.36 (m, 10H). RMN'*C (75 MHz, CDCls) &: 18.0, 28.3, 33.7,

48.4, 60.4, 60.4, 67.6, 80.5, 128.1, 128.2, 128.6; 128.9; 135.4, 155.5, 170.5, 172.3, 172.6.
EM: (FAB) m/z 484 (M*+1H) 485, 429, 385, 295, 181, 91, 57.
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N-Boc-(Cbz)-Orn-(Bn)-Asp-D-Ala-OBn (255).

I;I 0 CO|-2I Bn 0
Boc/N\E)LH N ¥~ ~“OBn
H 0 =

1 l}l .Cbz
______________________________________________________ H -

Se partio del dipéptido 252 (1.0 g, 2.19 mmol) y ornitina
254 (0.745 g, 2.19 mmol). El residuo se purific6 por
cromatografia en columna (hexano/AcOEt 6:4 + 10%
MeOH), obteniéndose 1.27 g (78%) del producto 255
como un solido blanco. pf 104-106 °C.

IR-FT ATR Vmax 3315, 1733, 1690, 1649, 1545, 1275,

1167 cm™*. RMN*H (300 MHz, CDCls): 1.38 (d, J = 7.2 Hz, 3H); 1.43 (s, 9H), 1.50-1.54 (m,
2H), 1.80-1.82 (m, 2H), 2.72-2.80 (dd J = 6.3, 16.9 Hz, 1H), 2.96-3.03 (dd, J = 4.8, 16.9 Hz,
1H), 3.17 (m, 1H), 3.27 (m, 1H). 4.12 (m, 1H), 4.46-4.56 (c, J = 7.5 Hz, 1H), 4.82-4.88 (m,
1H), 5.05-5.12 (m, 6H), 7.11 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 7.29-7.34 (m, 15H). RMN**C (75 MHz,
CDCl3) &: 17.9, 26.3; 28.5, 29.9, 36.3, 40.5; 48.6, 49.4, 54.5, 67.0, 67.1, 67.3, 80.8, 128.3;
128.5, 128.8, 135.5, 136.7; 156.1, 156.9, 169.8, 171.6, 172.5, 172.6. EM (FAB) m/z 732
(M*+1H) 733, 633, 599, 480, 385, 225, 181, 91, 57.

N-Dec-Gly-(Cbz)-Orn-(Bn)-Asp-D-Ala-OBn (257).

Se parti6é del tripéptido 255 (1.0 g, 1.38 mmol) y la N-decanoil-Gly (0.316 g, 1.38 mmol). El

residuo se purifico6 por cromatografia en columna (hexano: AcOEt 1:4 + 10% MeOH),

obteniéndose 0.87 g (88%) del producto 257 como un sdlido amarillo claro. pf 95-97 °C.

IR-FT ATR Vmax 3412, 3376, 1738, 1657, 1531, 1224, 1174 cm™. RMN'H (300 MHz,

CDsOD) &: 0.84 (t J = 6.6 Hz, 3H); 1.25 (m, 23H), 1.26 (d, J = 7.5 Hz, 3H,), 1.41-1.47 (m,
6H), 2.12 (t, J = 3 Hz, 2H), 2.64-2.72 (dd, J = 16.2, 8.4Hz, 1H), 2.77-2.84 (dd, J = 16.2, 6.0
Hz, 2H), 2.96 (m, 2H), 3.69 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 4.19-4.29 (m, 2H), 4.61-4.68 (m, 1H), 5.06-
5.09 (m, 6H), 7.19 (m, 1H), 7.31-7.36 (m, 15H), 8.02-8.11 (m, 2H), 8.18 (d, J = 8.4 Hz, 1H).
RMN®C (75 MHz, CDsOD) &: 14.2, 17.5, 21.2, 25.8, 29.4, 31.9, 36.0, 37.6, 40.5, 43.3,
48.5, 49.7, 52.9, 66.7, 66.8, 67.1, 128.1, 128.2, 128.5, 128.6, 128.7, 135.5, 135.6, 135.7,
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157.1, 169.8, 170.4, 170.5, 172.1, 174.5. EM (FAB) m/z 843 (M*+1H) 844, 652, 480, 225,
91, 57.

N-Boc-(Bn)-Asp-Thr-OMe (261).

En un matraz redondo se coloc6 PFF (4.3 mmol), DCC (0.89 g,
4.3 mmol) y N-BOC-Z-Asp (251) (1.38 g, 4.3 mmol). La mezcla

0
BnO e
Hn N«»ﬁj\oMe se disolvio en THF seco (15 mL) y se dejé en agitaciéon por 30
" OH

|
Boc O min a 0 °C. La DCU se elimind por filtracion a través de celita y

el disolvente se concentrd. El residuo se suspendié en THF
seco (20 mL) y se adicion6 N-BOC-Thr-OMe (1.0 g, 4.3 mmol) previamente desprotegido.
Se agreg6 HOBLt (0.58 g, 4.3 mmol) y se mantuvo la reaccion en agitacion por 30 min a 0
°C .Se adicioné Et;N (0.9 mL, 6.43 mmol) y se dejé en agitacion por 12 h a temperatura
ambiente. El disolvente se concentrd y el residuo se purifico por cromatografia en columna

(hexano/AcOEt 7:3), obteniéndose 1.69 g (90%) del producto 261 como un aceite amarillo.
IR-FT ATR Vimax: 3329, 1722, 1534, 1218 cm™. RMNH (300 MHz, CDCl3) d: 1.20 (J = 6.6
Hz, 3H), 1.48 (s, 9H), 2.76-2.84 (dd, J = 6.0, 17.0 Hz, 1H), 3.02-3.09 (dd J = 17.0, 5.4 Hz,
1H), 3.73 (s, 3H), 4.30-4.37 (m, 1H), 4.55-4.63 (m, 1H), 5.13 (s, 2H), 5.78 (d, J = 9 Hz, 1H);
7.34 (m, 5H). RMN®C (75 MHz, CDCls) &: 19.9, 28.4, 36.4, 52.7, 57.7, 60.7, 67.1, 68.3,
80.9, 128.4, 128.5, 128.7, 135.5, 155.9, 171.1, 171.6. EM (FAB): m/z 438 (M"+1H) 439,
383, 339, 275, 178, 134, 91, 57.

N-Boc-(Bn)-Asp-(Bn)-Asp-Thr-OMe (263).

H o CO,Bn o Se parti6 del dipéptido 261 (0.25 g, 0.570 mmol) y del N-
N H Boc-(Bn)-Asp-OH (0.184 g, 0.570 mmol). El disolvente
Boc” Y N (" “OMe , j . ,
i @ se concentro y el residuo se purificé por cromatografia
CO,Bn OH

en columna (hexano/AcOEt 7:3 + 5% MeOH),
obteniéndose 0.102 g (29%) del producto 263 como un soélido blanco. pf 110-112 °C.

IR-FT ATR Vimac 3344, 1734, 1728, 1676, 1685 cm™*. RMN*H (300 MHz, CDCls) &: 1.98 (d,
J =6.6 Hz, 3H), 1.45 (s, 9H), 2.70-2.76 (dd, J = 12.0, 6.0, 6H), 2.28-2.91 (dd, J = 17.0, 6.0,
Hz, 1H), 3.02-3.07 (dd, J = 17.0, 5.0, HZ, 1H), 3.15-3.2 (dd, J = 17.0, 4.0, Hz, 1H), 3.73 (s,
3H), 4.02-4.04 (m, 1H), 4.28-4.30 (m, 1H), 4.30-4.47 (m, 1H), 4.53-4.59 (dd, J = 9.0, 3.0,
Hz, 1), 4.82-4.88 (m, 1H), 5.11 (s, 2H), 5.14 (s, CHy), 5.48 (d, J = 9 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 9
Hz, 1H), 7.32-7.36 (m, 10H), 7.67 (d, J = 9 Hz, 1H). RMN™3C (75 MHz, CDCls) &: 21.1, 28.3,
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36.4, 36.6, 49.5, 52.1, 54.3, 52.3, 56.2, 60.5, 66.8, 66.9, 67.0, 80.2, 128.3, 128.4, 128.4,
128.5, 128.6, 128.7, 135.4, 135.5, 155.6, 169.9, 170.6, 171.2, 171.5, 174.3. EM (FAB): m/z
643 (M"+1H) 644, 589, 411, 268, 178, 134, 91, 57.

N-Boc-Trp-(Bn)-Asp-COOH (266).

H Se partio del N-Boc-Tpr (0.3 g, 0.987 mmol) y el N-Boc-(Bn)-
g | Asp-OH (0.320 g, 0.987 mmol). El disolvente se concentrd y
H. H\)cJ)\ el residuo se purific6 por cromatografia en columna

EOC I z OH | (hexano/AcOEt 4:6 + 5% MeOH/Ac. Acético 1 mL)),

o TcosBn| obteniéndose 0.427 g (78%) del producto 266 como um solido
café oscuro. pf 135-137 °C.

IR-FT ATR Vinax 3344, 1734, 1728, 1676, 1685 cm™. RMN*H (300 MHz, CDCls) 5:1.38 (s,
3H), 2.72-2.78 (m, 1H), 2.78 (m, 1H), 3.07 (M, 2H), 4.40 (m, 1H), 4.57 (m, 1H), 4.97 (s, 2H),
5.19 (sa, 1H), 5.36 (sa, 1H), 7.04-7.09 (m, 4H), 7.21-7.37 (m, 8H), 7.66-7.75 (m, 4H), 8.46
(s, 1H). RMN*C (75 MHz, CDCls) &: 21.6, 28.3, 36.1, 66.8, 81.3, 109.4, 1115, 111.9,
128.2, 128.6, 128.5, 135.4, 136.4, 155.8, 170.1, 172.6, 173.5 (COOH). EM (FAB): m/z 509
(M*+1H) 510, 410, 391, 307, 155, 130, 107, 91, 57.

N-Boc-Trp-(Bn)-Asp-(Bn)-Asp-Thr-OMe (267).

Se parti6 del dipéptido 261 (0.3 g, 0.685 mmol)

| y el dipéptido 266 (0.350 g, 0.685 mmol). El
CO,Bn

H H\)CJ)\ H o residuo se purific6 por cromatografia en
N N ""fko'\"e columna (hexano/ AcOEt 1:1 + 10% MeOH),
“*OH

Elioc o o .
obteniéndose 0.423 g (68%) del producto 267

2T

~co,Bn  *

como un solido amarillo. pf 161-63 °C.

IR-FT ATR Vpax 3360, 1720, 1534, 1167 cm™. RMN*H (300 MHz, CDCls) &: 1.23 (d, 3H),
1.44 (s, 9H), 2.73-3.23 (m, CHy, 6H), 3.63 (s, 3H), 4.31-4.37 (m, 2H), 4.54-4.62 (m, 2H),
4.96-5.05 (m, 5H), 7.00-7.13 (m, 2H), 7.20-7.31 (m, 14H), 7.52-7.57 (m, 3H), 7.70-7.77 (m,
1H), 9.16 (as, 1H). RMN®C (75 MHz, CDCls) &: 19.9, 24.9, 28.3, 33.6, 35.6; 50.2, 52.5,
56.2, 58.4, 60.5, 66.6, 67.0, 68.5, 81.3, 109.0, 111.7, 118.5, 119.6, 122.3, 123.9, 127.2,

128.2, 128.3, 128.4, 128.5, 128.6, 135.2, 135.4, 135.6, 156.7, 170.3, 170.7, 171.0, 171.4,
172.7, 173.9. EM (FAB): m/z 829 (M"+1H) 830, 439, 383, 339, 133, 91, 57.
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N-Dec-Trp-(Bn)-Asp-(Bn)-Asp-Thr-OMe (268).

o NS NH CO,Bn
/\/\/\/\/U\ H i H i
N
N "VIEU\N N/«y,/U\OMe
H H
o “,
"OH

co,Bn °

En un matraz redondo se coloc6 &cido decanoico (0.084 g, 0.552 mmol), se disolvié en
THF seco (10 mL) y se agrego cloruro de oxalilo (0.75 mL, 0.552 mmol) y DMF (1 gota). La
reaccion se dejo en agitacion por 30 min hasta que el CO y CO- dejaron de producirse. El
disolvente se concentré y el residuo se disolvi6 en THF seco (10 mL), se agregé el
tetrapéptido 267 (0.3 g, 0.368 mmol) y la reaccién se dejo en agitacion a temperatura
ambiente por 7 h. El disolvente se elimind y el residuo se purificé por cromatografia en
columna (hexano/AcOEt 50:50 + 5% MeOH), obteniéndose 0.250 g (85%) del producto 268

como un solido amarillo. pf 109-111 °C.
IR-FT ATR Vimac 3360, 1720, 1534, 1281, 1167 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCls) &: 0.83-

0.87 (t, J = 6.0 Hz, 3H), 1.10-1.24 (m, 17H), 2.07-2.15 (m, 2H), 2.61-2.98 (m, 4H), 3.20-3.29
(m, 2H), 3.66 (s, 3H), 4.27-4.32 (m, 2H), 4.55-4.61 (m, 2H), 4.83-4.94 (m, 2H), 4.99-5.08
(m, 4H), 7.05-7.13 (m, 3H), 7.15-7.35 (m, 15H), 7.51-7.57 (m, 2H), 8.65 (sa, 1H). RMN*3C
(75 MHz, CDCl3) &: 14.3, 19.9, 22.8, 25.5, 29.4, 28.8, 29.6, 29.9, 31.9, 35.6; 35.6, 36.2,
50.4, 52.7, 58.2, 66.8, 67.8, 68.5, 68.6, 109.1, 111.7, 118.7, 119.9, 122.5, 123.5, 127.4,
128.2, 128.3, 128.4, 128.5, 128.6, 128.7, 135.2, 135.6, 136.3, 170.2. 170.5, 171.1, 171.4,
171.6, 172.8, 175.1. EM (FAB): m/z 884 (M'+1H) 885, 768, 712, 544, 339, 188, 159, 130,
1107, 91, 57.

Método general para la hidrogendlisis de grupos protectores.

En un matraz redondo se colocé el péptido (1 eq) y se disolvié en metanol (20 mL).
Se adicion6 Pd/C (10% w/w), se aplicé vacio al sistema, se adapté atmdésfera de hidrogeno
y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 12 h. La mezcla de reaccion se filtro
sobre celita y el filtrado se concentr6 en un evaporador rotatorio. El residuo se purificd por

cromatografia en columna.
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N-Dec-Gly-Orn-Asp-Ala-COOH (192).

/\/\/\/\)LN/\H/Nﬁ J;(z\l)oLOH

NH,

Se partio del tetrapéptido 257 (0.5 g, 0.59 mmol) y se disolvi6 en metanol (20 mL). El
residuo se purific6 mediante cromatografia en columna (hexano/ AcOEt 2:8 + 10% MeOH),

Se obtuvieron 0.185 g (81%) del producto 192 como un sélido amarillo. pf >200 °C.

IR-FT ATR Vpa 3287, 1677, 1548, 1205, 1139 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCIs) &: 0.80-
0.83 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.21-1.29 (m, 18H), CH,), 1.54 (m, 2H), 1.84-1.85 (m, 2H), 2.17-
2.23 (t,J = 9.0 Hz, 2H), 2.44-2.51 (m, 1H), 2.45-2.47, 2.63-2.68 (m, 1H), 2.85-2.88 (m, 2H),
3.73-3.80 (m, 1H), 3.92 (m, 1H), 4.04-4.09 (m, 1H), 4.26-4.28 (m, 1H), 4.68-4.72 (m, 1H).
RMN'®C (75 MHz, CDCls) &: 14.6, 19.4, 21.1, 23.8, 24.6, 27.0, 29.9, 30.5, 30.6, 30.7, 33.2,
37.1, 40.4, 43.6, 52.1, 52.6, 54.8, 172.2, 172.6, 173.6, 177.1, 178.3, 179.7. EM (FAB): m/z
calculado 529 (M*+1H) 530, 212, 155, 91, 70.

N-Dec-Trp-Asp-Asp-Thr-COOH (193).

C02H

C02H

Se parti6 del tetrapéptido 268 (0.2 g, 0.231 mmol). El residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna (hexano/ AcOEt 2:8 + 10% MeOH), Se obtuvieron 0.135 g (80%)
del producto como un sélido amarillo. pf >200 °C.

IR-FT ATR Vimac 3358, 1718 1536, 1279, 1165 cm™. RMN*H (300 MHz, CD30OD) 6: 0.81-
0.85 (t, J = 6.0 Hz, 3H), 1.09-1.26 (m, 17H), 2.03-2.10 (m, 2H), 2.58-2.91 (m, 4H), 3.17-3.26
(m, 2H), 4.22-4.30 (m, 2H), 4.54-4.60 (m, 2H), 4.81-4.90 (m, 2H), 7.00-7.13 (m, 2H), 7.52-
7.57 (m, 2H), 7.70-7.77 (m, 2H), 8.1 (sa, 1H). RMN®C (75 MHz, CDs;OD) &: 14.1, 19.5,
22.7, 25.4, 29.5, 28.4, 29.2, 29.5, 31.7, 35.4; 35.6, 36.1, 50.1, 58.0, 67.3, 68.5, 109.1,
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111.5, 119.6, 122.1, 123.3, 135.2, 135.2, 170.1. 170.5, 171.0, 171.3, 171.6, 172.5, 175.0.
EM (FAB): m/z para 689 (M"+1H) 690, 273, 127, 155, 102. 72.

Formacion del complejo a-aminoacido-9-BBN.

A. Empleando el dimero 9-BBN

En un matraz redondo bajo atmdsfera de nitrégeno fue disuelto el dimero 9-BBN (1.1
equiv) en metanol anhidro (150 mL) y se calenté a reflujo. Después de 30 min el
correspondiente aminoacido (25 mmol) fue adicionado y el reflujo continu6é hasta que ceso
la evolucion de gas y el sdélido se disolvi6 completamente. La mezcla de reaccion se
concentrd y el residuo se volvié a disolver en THF caliente (100 mL); el solido se filtro y el
filtrado se concentr6 a vacio. El residuo fue triturado con hexano para obtener la

correspondiente oxazaborolidinona.

B. Empleando solucién 0.5M de 9-BBN-H en THF.

Una mezcla del correspondiente aminoacido (3.12 mmol) en MeOH (20 mL) se
calent6 a reflujo hasta que la mezcla llegé a ser clara, se adicion6 lentamente la solucién
0.5 M 9-BBN-H en THF (6.7 mL, 3.2 mmol) y el calentamiento contindo hasta que la
solucion se clarfic6. La mezcla se enfrid a temperatura ambiente y se concentré al vacio. El
residuo se suspendi6 en THF caliente (15 mL), se filtrg; y se concentrd. El residuo se triturd
con hexano caliente para obtener la correspondiente oxazaborolidinona después de

filtracion.

(S)-4-(4-Hidroxibencil)-2,2-borabiciclo[3.3.1Jnonano-1,3,2-oxazaborilidin-5-ona(291a).

0 - Preparado de 284a (0.56 g) siguiendo el procedimiento general
0 B, para obtener 0.78 g (84%) del producto deseado 291a como
HoN-B un sélido blanco. pf 210 °C (desc).

HO IR-FT ATR Vmac 3272, 2923, 1709, 1231 cm™. RMN*H (300

MHz, DMSO-dg) 6: 0.36 (sa, 1H), 0.72 (as, 1H), 1.34-1-72 (m,
14H), 2.81-2.88 (dd, J = 15.0, 6.0 Hz, 1H), 3.01-3.07 (dd, J = 15.0, 6.0 Hz, 1H), 3.70-3.76
(m, 1H), 5.56 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H), 6.45 (dd, J =, 12.0, 9.0 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 9 Hz,
2H), 7.11 (d, J = 9 Hz, 2H), 9.25 (s, 1H). RMN™C (75 MHz, DMSO-d¢) d: 24.4, 24.7, 31.0,
31.2,31.8, 35.7, 49.1, 56.6, 115.6, 127.6, 130.7, 156.6, 173.7 (O=C-O. EM (TOF), m/z: 301
[M*+1H], 302, 138, 136.
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(S)-4-(3-Guanidinopropil)2,2borabiciclo[3.3.1] nonano-1,3,2-oxazaborolidin-5-ona

(291b).

Preparado de 284b (0.54 g) de acuerdo al procedimiento

H NJLN/\/\(lLo general B para dar 0.76 g (83%) del producto deseado
2
H

291b como un solido blanco. pf 196-198 °C.
IR-FT ATR Vmax 3334, 3162, 2920, 2845, 1673, 1632,
1216 cm™. RMN'H (300 MHz, MeOD) &: 0.64 (m, 2H),

1.44-2.08 (m, 16H), 3.26-3.35 (m, 4H), 3.75-3.79 (m, 4H).

RMN®C (75 MHz, DMSO-dg) &: 23.7, 25.3, 26.1, 26.5, 27.8, 30.7, 31.8, 32.1, 40.5, 41.4,

54.4,70.9, 157.4, 175

6. EM (TOF), m/z: 294 (M*+1H) 295, 69, 67, 56.

(S)-4-(4-Aminobutil)2,2-borabiciclo[3.3.1] nonano-1,3,2-oxazaborolidin-5-ona (291c).

o)

HoN
2\/\/\HLO
/

H,N>B

Preparado de 284c (0.45 g) siguiendo el procedimiento
general B para dar 0.67 g (82%) del producto deseado 291c

como un sélido blanco. Pf. >200 °C (desc).

IR-FT ATR Vmax. 3260, 2915, 2842, 1709, 1252 cm™t. RMNH

(300 MHz, DMSO-dg) 6: 0.66 (sa, 2H), 0.72 (as, 1H), 1.60-

1.96 (m, 16H), 2.95 (m, 2H), 3.67-3.82 (m, 2H), 6.11 (dd, J =

12.0, 9.0 Hz, 1H), 6.73 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H). RMN*3C (75 MHz, DMSO-ds) &: 22.7,

24.4,24.7,26.8, 30.0,

31.2,31.8, 54.6, 174.2. EM (TOF), m/z: 266 (M*+1H) 267, 195.

(S)-4-(Mercaptometil)2,2-borabicyclo[3.3.1Jnonano-1,3,2-oxazaborolidin-5-ona (291d).

Preparado de 284d (0.37 g) de acuerdo al método general A para
dar 0.47 g (63%) del producto deseado 291d como un sdélido blanco.
pf 194-196 °C (desc).

IR-FT ATR Vmax 3215, 2981, 2837, 1701, 1294 cm™. RMN'H (300
MHz, DMSO-dg) &: 0.47 (sa, 1H), 0.59 (sa, 1H), 1.41-1.77 (m, 12H),

2.87 (d, J = 3.0 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 5.76 (dd J = 12.0, 9.0 Hz, 1H), 6.61 (dd, J
=12.0, 9.0 Hz, 1H). RMN3C (75 MHz, DMSO-de) &: 22.7, 21.2, 22.7, 24.4, 24.7, 31.1, 31.2,
31.7, 37.9, 54.15, 60.2, 172.7. EM (FAB), m/z: 241 (M*+1H) 242, 195, 112, 109, 91, 76, 55.
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(S)-4-(carboximetil)2,2-borabiciclo[3.3.1]Jnonano-1,3,2-oxaborolidin-5-ona (278).

Preparado de 277 (0.42 g) de acuerdo al procedimiento general B
para dar 0.56 g (90%) del producto deseado 278 como un sélido
blanco. pf 220 °C (desc).

IR-FT ATR Vmax: 3346, 3221, 2920, 2847, 1717, 1681, 1203, 1115

cm™. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds) &: 0.47 (sa, 1H), 0.59 (sa,1H).

1.39-1.78 (m, 13H), 2.72 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.79 (s, 1H), 5.98 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H),
6.45 (dd, J = 9.0, 2.0 Hz, 1H). RMN*3C (75 MHz, DMSO-ds) &: 23.9, 24.3, 25.2, 30.7, 30.9,
31.1, 31.2, 34.2, 51.1, 67.0, 171.6, 172.8. EM (FAB), m/z: 253 (M*+1H), 254, 162, 102, 88,

55.

2,2-Borabicyclo[3.3.1]nonane-1,3,2-oxazaborolidin-5-one (291e).

o
(U\O
/

HoN—-B

Preparado de 284e (0.61 g) siguiendo el procedure general B, para dar
1.5 g (95%) del producto deseado 291e como un sélido blanco. pf >200

°C (desc).
IR-FT ATR Vmax 3224, 2920, 2842, 1703, 1614, 1515, 1217 cm™.
RMN'H (300 MHz, CDsOD) &: 0.5 (m, 2H), 1.41 (s, 4H), 1.57-1.75 (m,

8H), 3.36 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 6.23 (s, 2H). RMN'3C (75 MHz, CDsOD) &: 24.3, 24.7, 31.3,
31.6, 43.1, 172.4. EM (FAB), m/z: 195 (M*+1H) 196, 162, 102, 88, 55.

(S)-4-(Hidroximetil)2,2-borabiciclo[3.3.1]nonano-1,3,2-oxaborolidin-5-ona (291f).

o)

Ho/\(lLIO

Preparado de 284f (0.5 g) de acuerdo al procedimiento general B,
obteniendo 1.0 g (94%) del producto 291f como un sélido blanco. pf
215 °C (desc).

IR-FT ATR Vmax 3528, 3214, 1713, 1674, 1242 cm™. RMN'H (300

MHz, DMSO-de) &: 0.51 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 1.41-1.78 (m, 13H),

3.68-372 (m, 2H), 3.78-3.86 (m, 1H), 5.16 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 5.48

(dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H), 6.53 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H). RMN'C (75 MHz, DMSO-d¢) &:
23.8,24.3,31.0, 31.1, 32.0, 53.6, 58.9, 176.9. EM (FAB"), m/z: 225 (M*+1H) 226, 180, 102,

91, 88, 60.
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(S)-4-(1-Hidroxietil)2,2-borabiciclo[3.3.1]nonano-1,3,2-oxaborolidin-5-ona (290g).

o © . Preparado de 284g (0.5 g) de acuerdo al procedimiento general B
)\(lLO para dar 0.98 g (98%) del producto 290g como un soélido blanco. pf
!
HoN>B 220 °C (desc).

IR-FT ATR Vmac 3559, 3146, 1686, 1659, 953 cm™*. RMN'H (300

MHz, DMSO-dg) 8: 0.50 (m, 2H), 1.26 (d, J = 6.0 Hz, 3H), 1.45-1.79
(m, 13H), 3.51-3.57 (td, J = 12.0, 9.0 Hz,1H), 4.15-4.20 (m, 1H), 5.04
(dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H), 5.31 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H). RMN**C
(75 MHz, DMSO-dg) &: 20.9, 23.9, 24.3, 30.6, 30.7, 31.2, 31.3, 60.3, 64.1, 172.3. EM
(FAB*), miz: 239 (M*+1H), 240, 185, 102, 93, 75, 57.

(S)-4-(4-(Benciloxi)bencil)2,2-borabiciclo[3.3.1]nonano-1,2,3-oxazaboralidin -5-ona
(294).

0 Una mezcla de 291a (1 g, 33 mmol), K,CO3 (0.165 g, 1.5

o mmol), bromuro de bencilo (0.4 mL, 3.5 mmol) y Nal (0.52 g,

HzN"BI 3.3 mmol) en acetona seca (20 mL) se calento a reflujo por 3

BnO h, se enfri6 a temperatura ambiente y se eliminé el disolvente.
El residuo fue disuelto en EtOAc, lavado con acido citrico al

10%, salmuera y se sec6 con Na,SO, anhidro. El disolvente
se evapor0 y el residuo se purificd por cromatografia en columna (Hex/EtOAc 3:7) para dar
0.38 g (78%) de 294 como un sélido blanco. pf 170-171 °C.

IR-FT ATR Vmac 3203, 2914, 2848, 1713, 1514, 1246, 1174 cm™. RMN'H (300 MHz,
DMSO-de) &: 0.40 (sa, 1H), 0.46 (sa, 1H), 1.34-1.73 (m, 15H), 2.84-2.92 (dd, J = 15.0, 9.0
Hz, 1H), 3.08-3.17 (dd, J = 15.0, 9.0 Hz, 1H), 3.76-3.80 (m, 1H), 5.08 (s, 2H), 5.68 (dd, J =
12.0, 6.0 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.26 (d, J = 9.0
Hz, 2H), 7.34-7.48 (m, 5H). RMN'3C (75 MHz, DMSO-dg) &: 22.0, 23.0, 23.7, 24.0, 30.3,

30.5, 31.0, 31.3, 35.0, 55, 8, 68.9, 114.4, 127.4, 127.6, 128.3, 129.2, 130.2, 137.0, 156.9,
172.9. EM (FAB), m/z: 391 (M*+1H), 392, 296, 197, 107, 91, 77.
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(S)-4-(3-(3-Tosil-guanidino)propil)2,2-borabiciclo[3.3.1]nonano-1,3,2-oxazaborolidin-
5-ona (295).

NH 6} Una mezcla de la correspondiente oxazaborolidinona

TS\H N/\/\(lLo (291b) (0.56 g, 2 mmol), cloruro de p-toluenesulfonilo
/

o HN—>B (0.347 g, 1.8 mmol) y alimina basica activada (1 g, 150

mallas) en THF (2 mL) fue irradiada en un horno de
microondas (CEM Discover, 100 W, 60 °C) por 5 min. La

mezcla resultante se enfri6 a temperatura ambiente, el

THF se elimind al vacio y el residuo se tritur6 con CH,Cl, (15 mL). El sélido formado se
filtr6 y seco bajo vacio para dar 0.55 g (68%) de 295 como un sdlido amarillo palido. pf
194-196 °C.

IR-FT ATR Vmac 3334, 3162, 2920, 2845, 1673, 1632, 1216 cm™. RMN'H (300 MHz,

CDs0D) &: 0.56 (m, 2H), 1.48-2.01 (m, 16H), 2.34 (s, 3H), 3.22-3.24 (m, 2H), 3.71 (m, 2H),
5.8 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H), 6.44 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.34
(d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 9.0 Hz, 2H). RMN*3C (75 MHz, CDs0D) &: 19.9, 23.5, 24.1,
24.2, 27.9, 30.6, 31.4, 40.6, 54.6, 60.1, 125.5, 128.5, 140.5, 141.9, 157.2, 175.7. EM (El),
miz: 448 (M*+5H) 453, 421, 257, 155, 121, 95, 81, 55.

Método general para la funcionalizacion de la cadena de BBN-Asp

Una mezcla del amino4cido protegido 278 (0.3 g, 0.118 mmol), pentafluorofenol
(0.218 g, 1.18mmol) y DCC (0.165 g, 1.18 mmol), en EtOAc (10 mL) se agité por 1 h a
temperatura ambiente. La mezcla se filtr6 para eliminar la DCU vy el filtrado se lavo con
EtOAc. Después de eliminar el disolvente al vacio, el residuo se disolvié en THF seco (10
mL), seguido por la adicién del correspondiente sustrato (0.118 mmol) para funcionalizar la
cadena lateral y EtsN (1.18 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente
por 7 h, el THF se evaporé al vacio y el residuo se disolvio en EtOAc (20 mL), se lavo
sucesivamente con soluciones de NaHCO3 al 10% y &cido citrico al 10% y se secO con
Na,SO, anhidro. El disolvente se evapord y el residuo se purific6 por cromatografia en
columna (Hex/EtOAc 3:7).
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(S)-4-(2-Acetamido-3-fenil-2-oxopropil)-2,2-borabiciclo[3.3.1]-nonano-1,3,2-
oxazoborolidin-5-ona (297).

o] . Se obtuvieron 0.41 g (88%) del producto deseado 297
O H °  como un soélido blanco. pf 142-144 °C.
N H.N=B  IR-FT ATR: Vmax 3324, 2926, 1771, 1657, 1627, 1573,
MeO 0O 2

1216 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCls) &: 0.42 (sa, 1H), 0.46
(as, 1 H). 0.67-1.74 (m, 12H), 2.54-2.62 (dd, J = 15.0, 6.0
Hz, 1H), 2.88-2.95 (dd, J = 15.0, 6.0 Hz, 1H), 3.58 (s, 3H),
3.77-3.81 (m, 1H), 4.33 (dd, J = 12.0 9.0 1H), 4.61-4.67 (q, J = 6.0 Hz, 1H), 5.84 (dd, J =
12.0, 6.0 1H), 6.39 (d, J = 9.0 Hz, 1H); 6.98 (d, 2H), 7.12 (m, 3H). RMN**C (75 MHz,
CDCls) &: 22.7, 23.9, 24.5, 25.7, 31.4, 32.4, 36.1, 37.6, 41.2, 52.6, 53.8, 55.7, 127.2, 128.7,
129.2, 135.8, 170.6, 172.0, 173.7. EM (FAB), m/z: 414 (M*+1H) 415, 295, 225, 180, 91, 67.

(S)-4-(2-N-Bencil-2-acetamido)-2,2-borabiciclo[3.3.1]Jnonano-1,3,2-oxazoborolidin-5-
ona (298).

o Se obtuvieron 0.37 g (92%) del producto deseado 298 como un

BnHN\(\(U\o s6lido blanco. pf 164-166 °C.
HN>B,

IR-FT ATR Vinax 3324, 2926, 1771, 1657, 1627, 1573, 1216 cm™.

RMN'H (300 MHz, CDCls) &: 0.60 (sa, 2H), 1.44-1.89 (m, 12H),
N1 288(dd, J =120, 6,Hz, 1H), 2.71 (dd, J = 3, 15 Hz, 1H), 3.01
(dd, J = 6, 12 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.96-3.98 (m, 1H), 4.74-4.81 (m, 1H), 4.89 (dd, J =
12.0, 9.0 Hz, 1H), 5.89 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 9.0 Hz, 1H); 7.13-7.16 (d, J =
9 Hz, 2H), 7.27-7.29 (m, 3H). RMN'3C (75 MHz, CDCl,) &: 24.0, 25.1, 25.8, 31.4, 31.7,
34.1, 37.8, 49.5, 52.9, 53.8, 55.7, 127.5, 128.4, 129.4, 135.7, 170.6, 172.0, 172.9. EM
(FAB), m/z: 342 (M"+1H) 343, 295, 225, 180, 91, 67.

(S)-4-(2-Benciloxi-2-oxoetil)-2,2borabiciclo[3.3.1]Jnonano-1,3,2-oxazoborolidin-5-ona
(299).

(0] Se obtuvieron 0.32 g (78%) del producto deseado 299 como un
BnO 0 sélido blanco. pf 177-180 °C

IR-FT ATR Vimax 3324, 1711, 1625, 1573, 1214 cm™. RMN*H (300

MHz, CDCl3) &: 0.60 (sa, 2H), 0.88-1.82 (m, 12H), 3.04 (d, J = 3.0
Hz, 2H), 3.91-3.94 (m, 1H), 5.12 (d, J = 3.0 Hz, 2H), 5.16 (dd, J =
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12.0, 9.0 1H), 6.03 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H), 7.32-7.34 (m, 5H). RMN'3C (300 MHz,
CDCly) &: 24.0 24.6, 25.7, 31.6, 31.8, 32.9, 49.4, 51.9, 67.5, 128.4, 128.8, 129.8, 134.9,
171.7, 173.4. EM (FAB), m/z: 343 (M*+1H) 344, 225, 178, 91, 70.

(S)-4-(2-N,O-Dimetoxi-2-acetamido)-2,2-borabiciclo[3.3.1]Jnonano-1,3,2-
oxazoborolidin-5-ona (279).

Se obtuvieron 0.29 g (74%) del producto deseado 279 como un
sélido blanco. pf 95-97 °C.

IR-FT ATR Vna 3228, 2849, 1714, 1549, 1186cm™. RMNH

(300 MHz, DMSO-dg): 0.48 (as, 1H), 0.56 (sa, 1H), 1.37-1.77 (m,
12H); 2.89-3.00 (m, 2H); 3.12 (s,3H,), 3.69 (s, 3H,), 3.89 (m,

1H), 4.69 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H,), 5.71 (dd, J = 9.0 Hz, 1H). RMN'C (75 MHz, DMSO-
de) &: 23.4, 23.8, 24.3, 24.7, 31.2, 31.4, 31.6, 31.7, 51.3, 61.5, 170.7, 173.5. EM (FAB),
m/z: 296 (M*+1H) 297, 251, 133, 131, 91, 70.

(S)-4-(2-Metoxi-2-oxoetil)2,2-borabiciclo[3.3.1]Jnonano-1,3,2-0xazo

(300).

O

MGONP
HoN=B

o

borolidin-5-ona

Se obtuvieron 0.15 g (78%) del producto deseado 300 como un
sélido blanco. pf 188-190 °C.

IR-FT ATR Vmax: 3247, 2951, 2839, 1752, 1703, 1224, 1182 cm™.

RMN'H (300 MHz, CDCls) &: 0.67 (m, 2H), 1.53-1.95 (m, 14H),
2.98 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 4.07-4.10 (m, 1H), 5.93 (dd,

J =12.0, 9.0 1H), 5.42 (dd, J = 12.0, 9.0 1H). RMN'C (75 MHz, CD;OD) &: 23.9, 24.3,
30.8, 31.1, 31.2, 33.4, 51.2, 51.5, 171.0, 174.6. EM (FAB), m/z: 267 (M*+1H) 268, 148, 128,

102, 91, 70.

(S)-4-(2-Hidroxietil)-2,2-borabiciclo[3.3.1]Jnonano-1,3,2-oxazoborolidin-5-ona (302).

o)

HO\/\(MIO

H,N—B

La oxazaborolidinona 278 (0.5 g, 1.9 mmol) se colocé en un
matraz redondo, el sistema se tapd con un septum y se coloco
atmosfera de nitr6geno. Mediante una jeringa se adicion6é THF
seco (10 mL) y se colocd en un bafio de hielo a 0 °C. Mediante
una jeringa se adicion6 gota a gota el complejo borano-sulfuro de

dimetilo (0.18 mL, 1.9 mmol). La mezcla resultante se agitd a

temperatura ambiente por 3 h, se concentr6 al vacio y el residuo se purifico por
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cromatografia en columna (Hexano/AcOEt 1: 4 + 10% MeOH) para proporcionar 0.4 g
(85%) del producto deseado 302 como un sélido blanco. pf 113-115 °C.

IR-FT ATR Vimac 3442, 3224, 2843, 1722, 1600, 1573, 1276, cm™. RMN'H (300 MHz,

DMSO-dg) &: 0.50 (m, 2H), 1.41-1.77 (m, 14H), 1.94-1.98 (m, 2H), 3.59-3.65 (m. 2H), 4.08-
4.14 (m, 1H), 4.80 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 5.89 (dd, J = 12.0, 9.0 Hz, 1H), 6.43 (dd, J = 12.0, 9.0
Hz, 1H). RMN*3C (300 MHz, DMSO-de) &: 23.8, 24.3, 31.0, 31.1, 32.0, 53.6, 58.8, 176.3.
EM (FAB), m/z: 225 (M*+1H) 226, 194, 167, 149, 113, 74, 57.

Rompimiento del complejo aminoécido-9-BBN

Método A. La correspondiente oxazaborolidinona (4 mmol) se disolvié en metanol (8
mL) y se agrego HCI concentrado (4 mL). La mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente por 30 min, se evaporo el disolvente y se agreg6é THF caliente (20 mL); Se agitd
por 15 min y el precipitado asi obtenido se recogi6é por por filtracién y se lavé con THF

caliente.

Método B Una mezcla de la correspondiente oxazaborolidinona (1.5 mmol) y
etanolamina (1 mL), fue irradiada en un horno de microondas (CEM Discover, 40 W, 100
°C). La mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se diluy6 con acetona (10 mL) y THF (2
mL) y se agité por 15 min. El sélido se colectd por filtracién y se lavé con acetona-THF
(5:1).

Acido 2- (t-Butoxicarbonil)amino-4-hidroxibutandico (305).

o La oxazoborolidinona 302 (0.1 g, 0.415 mmol) se traté con una solucién
O&NHBOC de HCI 1M en metanol (10 mL) por 2 h. El disolvente se elimin6 al vacio y
el residuo se disolvio en 5 mL de CH.Cl,, seguido por la adicion de
(BOC),0 (0.108 g. 0.497 mmol) y EtsN (0. 115 mL, 0.826 mmol) y la mezcla resultante se

agitd a temperatura ambiente por 17 h. El disolvente se eliminé al vacio y el residuo se

purificé por cromatografia en columna (Hexano/AcOEt 7:3) para proporcionar 0.71 g (85%)

de la lactona 303 como un sélido amarillo palido. pf 139-141 °C.
IR-FT ATR Vmax 3356, 1774, 1680, 1526, 1155 cm™. RMN*'H (300 MHz, CDCls3): 1.46 (s,
9H); 2.22-2.32 (m, 1H); 2.68-2.77 (m, 1H,), 3.69 (s, 3H), 4.21-4.30 (m, 1H), 4.41-4.48 (m,
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2H,), 5.41 (sa, 1H). RMN*C (75 MHz, CDCls) &: 28.3, 30.6, 50.3, 65.9, 80.7, 155.6, 175.4.
EM (TOF), m/z: 201 (M*+1H) 202, 100, 85, 57.

Acido 2- (t-Butoxicarbonil)amino-4-hidroxibutandico (306).

o La lactona 303 se disolviéo en MeOH (2 mL) y se agregé KOH (0.025 g,
HO oH| 0.446 mmol) a temperatura ambiente por 12 h. Después de eliminar el
_NHBoc | disolvente, el residuo se redisolvié en H,O (5 mL) y se acidulé a pH 3

con solucion de é&cido citrico al 10% y el producto se extrajo con AcOEt (15 mL, 3x), se
lavé con agua, se secd con Na,SO, y concentrd al vacio para proporcionar 0.52 g (83%)
del producto 304 como un aceite amarillo.

IR-FT ATR Vmac 3354, 1778, 1687, 1568, 1416 cm™. RMN'H (300 MHz, CDCls): 1.46 (s,
9H); 1.74-1.81 (m, 1H); 2.17-2.20 (m, 1H,), 3.75-3.80 (M, 2H), 4.45-4.49 (m, 1H), 5.54 (d, J
= 9.0 Hz, 1H). RMN*3C (75 MHz, CDCls) &: 28.3, 35.1, 51.5, 65.9, 58.3, 80.1, 156.4, 176.8.
EM (TOF) m/z: 219 (M"+1H) 220, 118, 73, 43.

Acido (S)-2-amino-(6-fenil amino) hexandico (307).

0 Una mezcla del aminoacido 291c (0.8 g, 3 mmol),

CbZHN\/\/\HJ\OH cloroformiato de bencilo (0.5 mL, 3.5 mmol) NaOH 2M (5mL)

NH, en etanol (20 mL) fue agitada por 1 h a temperatura ambiente.

Después de eliminar el disolvente, el residuo se disolvi6 en EtOAc (20 mL), se lavd
sucesivamente con &cido citrico al 10% a pH 3, se sec6 con Na,SO, anhidro y el
disolvente se elimind al vacio. El complejo aminoacido-9BBN se hidrolizé6 de acuerdo al
procedimiento B para proporcionar 0.46 g (82%) del producto deseado 307 como un sélido
blanco. pf. >200 °C.

IR-FT ATR Vpax 3343, 3061, 2947, 2866, 1527 cm-'. RMN'H (300 MHz, CD;0D) &: 1.58

(m, 4H), 1.95 (m, 2H), 3.18 (t, J = 6 Hz, 2H), 3.99 (t, J = 6 Hz, 1H), 5.11 (s, 2H), 7.39 (m,
5H). RMN*C (300 MHz, CD;0OD) &: 22.0, 28.8, 29.1, 39.5, 52.2, 65.2, 65.6, 127.4, 127.7,
136.6, 157.3, 161.2, 170.3. EM (El), m/z: 280 (M*+1H) 281, 108, 91, 79, 77.
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(S)-3-hidroxi-4,4-dimetil-1-fenil-2-pirrolidinona (245).

En un matraz redondo se coloc6 D-pantenol (2.0 g, 10.58 mmol), anilina

©\N (20 mL, 236,5 mmol) y p-TsOH (0.300 g, 15% w/w). El matraz se
4
OH

calentd a reflujo bajo atmdsfera de nitrogeno por 40 hr. Se enfrid y se

o

adicion6 CHCIz (30 mL), se lavé con HCI 5N (30 m, 3x) y la fase
organica se lavé con agua hasta pH neutro, se sec6 con Na,SO, y el disolvente se elimind.
El producto se purificé por recristalizacion de AcOEt/Hexano obteniéndose 1.90 g (89%) de
245 como cristales blancos. pf 77-79 °C.

IR-FT ATR Vimax: 3357, 1711, 1594, 1523, 1155 cm™®. RMN*H (300 MHz, CDCls) 5:1.10 (s,
3H), 1.31 (s, 3H), 3.43 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.53 (d, J = 12 Hz, 1H), 4.13 (s, 1H), 7.13-7.18
(t, J = 6.0 Hz, 1H), 7.34-7.39 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 7.59-7.62 (d, J = 9,0 Hz, 2H). RMN*°C (300
MHz, CDCls) &: 16.5, 21.2, 34.9, 54.3, 74.9, 116.1, 121.4, 125.5, 135.7, 170.6. EM (EI),
m/z: 205 (M*+1H) 206, 154, 136, 106, 77, 69.
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7. CONCLUSIONES

Se llevo a cabo la sintesis racémica de analogos estructurales de la radiosumina en
dos versiones: en la primera, se utilizaron sustratos alifaticos, y en la segunda sustratos

aromaticos.

Para la version alifatica no fue posible encontrar las condiciones adecuadas para
llevar a cabo el intercambio de los grupos protectores por los grupos protectores que posee
la molécula original de la radiosumina ya que en el procedimiento de la reaccion el
producto se perdia. Una vez separados los dos enantimeros se llevaria a cabo la

acetilacion del grupo amino para obtener asi el producto deseado.

Para el andlogo aromatico de la radiosumina 238, faltaria solamente llevar a cabo la
resolucion de la mezcla racémica. Esta puede llevarse a cabo con algun sustrato y las
condiciones de reacciéon que proporcionen diasteroisbmeros como productos para facilitar

su separacion por cristalizacién o por cromatografia.

Se llevo a cabo la sintesis en solucion de los lipopéptidos 192 y 193, los cuales
fueron caracterizados estructuralmente empleando una combinacion de métodos
espectroscopicos (IR, RMN *'H y C) y espectrométricos (EM). Los lipopéptidos
mencionados fueron evaluados en su actividad antimicrobiana en pruebas de dilucion
doble seriada con S. aureus y E. coli. Los valores CMI (concentracion minima inhibitoria)
estuvieron en el rango de 60 pg/mL para ambos compuestos en contra del microorganismo
Gram (+) y siendo ineficaz para el microorganismo Gram (-). Estos resultados muestran
similitud para algunos péptidos antimicrobianos de cadena corta reportados y aunque el
valor es alto comparado con el valor MIC de la daptomicina, hay que resaltar que los
lipopéptidos 192 y 193 representan so6lo una parte de la cadena total de la molécula

original.

Se desarroll6 una metodologia que permite la proteccion selectiva de las cadenas
laterales de aminoacidos la cual consiste en la formacion de oxazaborolidinonas con 9-
BBN. La generalidad de la metodologia fue demostrada mediante la instalacién de diversos
grupos protectores en algunos aminoécidos seleccionados de una manera sencilla y
eficiente. Tanto la formacion, como la ruptura de las correspondientes oxazaborolidinonas

se llevaron a cabo bajo condiciones suaves y en alto rendimiento. Ademas de la
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introduccién de grupos funcionales, se realizaron otras reacciones quimicas como
reduccién y formacién de enlaces peptidicos. Esta metodologia ofrece el potencial de
usarse en la preparacion de a-amino acidos estructuralmente complejos, a partir de

aminoécidos facilmente accesibles.

8. PERSPECTIVAS

Para la separacion de las mezclas de estereocisémeros, se pueden utilizar enzimas,
por medio de una resolucidn cinética. También se pueden utilizar auxiliares quirales como

por ejemplo los compuestos que aparecen a continuacion.

OH

X
Z
nan O
O

Para la obtencion del analogo alifatico de la radiosumina, se puede utilizar otro
grupo protector diferente al éster metilico, para evitar la hidrolisis del grupo acetilo cuando

se libera el grupo carboxilo en condiciones basicas.

La manipulacion de los aminoacidos 227a, 229, 232 y 233 con los auxiliares quirales
mencionados anteriormente, permitiria la obtencién de sustratos quirales en forma pura y
proceder al acoplamiento peptidico de forma individual con cada uno de los enantiomeros

obtenidos.
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Abstract: Achieving chemoselectivity is a longstanding challenge
in chemical synthesis. This problem has been addressed using dif-
ferent approaches, but a definitive solution is still pending. For in-
stance, in peptide chemistry, particularly with amino acids
containing side chains functionalities with reactivity patterns simi-
lar to the main functional groups, such as aspartic and glutamic
acids, and lysine and ornithine, specific semi-permanent protecting
groups have been employed. The use of 9-borabicyclo[3.3.1]non-
ane (9-BBN-H) as a transient protective group for the selective pro-
tection of o-amino acids, which allows the chemoselective
manipulation of the functional groups embedded in the side chains
of the molecule, is described.

Key words: o-amino acids, selective protection, 9-BBN-H, pro-
tecting groups, oxazaborolidinones

Introduction

The presence of functional groups with similar reactivity
in the same molecule is an obvious concern during the
planning of a synthesis, since both groups will react alike
under the same conditions.! The control over the individ-
ual reactivity of the groups within a molecule (chemose-
lectivity) still remains a largely unanswered challenge.?
This problem can be found frequently during the chemical
synthesis of peptides, particularly with amino acid resi-
dues containing side chains with carboxy or amino func-
tional groups such as aspartic and glutamic acids, or lysine
and ornithine.? One partial solution to this problem is the
protection of the side chain functionalities with a variety
of specific semi-permanent protecting groups; although
this operation is not always simple to perform. For in-
stance, 9-borabicyclo[3.3.1]nonane (9-BBN-H)* has been
utilized to protect functionalized amino acids for potential
chemoselective side chain manipulation.

Herein, we present a synthetic procedure allowing the
chemoselective manipulation of c-amino acids containing
reactive side chains, based on the complex formation be-
tween 9-borabicyclo[3.3.1]nonane (9-BBN-H) and the
corresponding amino acid, followed by selective manipu-
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lation and cleavage. This protocol was employed to per-
form selective transformations on some amino acids.

Results and Discussion

o-Amino acids are bifunctional molecules, and certain
amino acids contain side chains with extra reactive groups
raising a selectivity concern, particularly with groups with
very close reactivity such as o- and e-amino groups of ly-
sine, or the carboxy groups in aspartic acid. Thus, per-
forming chemical reactions, such as protections, on the
side chains might result in the formation of side products
(Scheme 1).°

L9; o)
Y-X i o _R Y
— or Y (8]
NHY NH,
o]
R 2 3
OH
NHz2 o] o
. ML, R s g
Male 2% i = W o
HaN- -N%- —‘; HalN- “h‘i“ ‘;

Scheme 1 Side chain functionalization of a-amino acids

In order to control the reactivity of the functional groups
present in the amino acids, metal complex formation has
been used. Among the manifold of possibilities, copper®
forms stable complexes with g-amino acids allowing the
functionalization of the side chain. However, H,S is re-
quired to cleave the copper complex.” which imposes
safety concerns and makes this approach unattractive. The
use of oxazaborolidinones as semi-permanent protective
groups for amino acids has been documented in the liter-
ature.® However, examples of its use for chemoselective
manipulation are not abundant. The general strategy used
in the present work is depicted in Scheme 2.
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R O-BBN-H

HQN_B

OH
“MeOH
NH,
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0
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HzN—B y-R

\I)I\OH
NH
8

Scheme 2 Use of oxazaborolidinones for chemoselective transformations of a-amino acids

The corresponding amino acid 1 was complexed with
9-BBN-H, followed by functionalization of the side chain;
6 — to 7. Cleavage of the oxazaborolidinone 7 would af-
ford the functionalized amino acid 8.

Oxazaborolidinones 6 were prepared by refluxing the cor-
responding amino acid 1 with 9-BBN-H in methanol in
good yields. Two different sources of 9-BBN were tested,
namely, the dimeric 9-BBN and a 0.5 M 9-BBN-H THF
solution. In general, better results were obtained using
crystalline dimeric 9-BBN, including higher yields and
short reaction times (Table 1). It is worth to mention that
in the case of serine (Ser) and threonine (Thr), compounds
6g and 6h were the only isolated products and the OH
groups in the side chain did not form complexes with 9-
BBN-H.

Table 1 Reaction of Amino Acids 1 with 9-BBN-H?*

o
= i 9-BBNH 1 0
. 9 MeOH HaN—E,
1 6
Amino acid Time (h) Yield (%) of 6
A B A B

Tyrosme (Tyr) (1a) =3 24 90 84
Arginine (Arg) (1b) 1 24 89 83
Lysine (Lys) (1c) 25 24 91 82
Cysteine (Cys) (1d) 2 24 63 38
Aspartic acid (Asp) (1e) 3 36 90 70
Glycine (Gly) (1f) 3 36 95 95
Serne (Ser) (1g) — 24 — 94
Threonine (Thr) (1h) - 24 - 98

*A: 9-BBN dimer; B: 0.5 M THF 9-BBN-H.

Benzyl Protection of Tyrosine Side Chain

Blocking the hydroxyl groups with benzoyl or fert-butyl
type groups is of eminent practical importance. Common-

© Georg Thieme Verlag Stuttgart - New York

ly. O-benzyltyrosine is formed by direct alkylation of the
tyrosine-copper complex with benzyl bromide.” Interest-
ingly. removal of the O-benzyl group in Cbz-Tyr(Bn), can
be performed efficiently through hydrogenolysis in the
presence of 2,2"-dipyridyl.?

Among the groups that have been employed to protect the
side chain of tyrosine, the benzyl group (Bn) has been
widely used, mainly because it can be removed under mild
conditions (e.g., H,. Pd/C)."® In our case, Tyr-9-BBN
complex 6a, was treated with BnBr in the presence of
K,CO; and KI in acetone at ambient temperature to pro-
duce the benzyl ether in 78% (Scheme 3).

Q o
BnBr
HQN----B)If .-"o
K2COg, Nal HoN—g
HO acetone pBn
Ga 78% 9

Scheme 3 Benzyl protection of tyrosine side chamn

Methyl Ester Formation of the Side Chain of
Aspartic Acid

Orthogonal protection is required in most cases for the
amino dicarboxylic acids such as aspartic and glutamic
acids. Formation of isoaspartyl peptides via the corre-
sponding succinimide active esters!! is the most promi-
nent side reaction of aspartic side chain where an ester is
present. Regioselective acid-catalyzed esterification at the
a-carbonyl group with benzyl alcohol can be achieved us-
ing H,SO, in yields over 75%. The oxazaborolidinone Ge
derived from aspartic acid was converted into the methyl
ester 10 upon treatment with Mel (K,CO;, acetone) in
88% yield (Scheme 4).

o o]
HO. MeO.
0 Mel 0
O HoN—g/ O HgN—g
KaCOqg
acetone
Ge 88% 10

Scheme 4 Methyl ester formation of the side chain of aspartic acid
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Protection of the Guanidine Group of Arginine

Even though the guanidine group of arginine is usually
protected by protonation under normal conditions, due to
its strongly basic character, the low solubility of the cor-
responding derivative in organic solvents hampers the
manipulation of this compound. The arenesulfonyl group
offers complete protection for the guanidine group.!? For
instance, the toluensulfonyl group (Ts) is the most used
group for this purpose, and it can only be removed by ac-
idolysis, or by reduction with sodium in liquid ammonia. !

Typically, the side chain of arginine is protected using a
sulfonyl derivative in the presence of a base such as
NaOH. This procedure proved to give poor results in the
case of the Arg-9-BBN complex 6b. However, when 6b
was reacted with p-TsCl in the presence of neutral alumi-
na, and using microwaves'? as the source of heating, 11
was cleanly obtained in 68% yield (Scheme 5).

NH o TsHN
HoN N _TsCL THF HzN“B/
H
HzN‘-B neulrai alumina

MW, 3 min
68%

Scheme 5 Side chain protection of arginine

Further Transformations of the Complex
Asp-9-BBN (6e)

In order to functionalize the side chain of aspartic acid,
Asp-9-BBN (6e) was transformed into its pentafluorophe-
nol active ester 12 in practically quantitative yield (DCC.,

EtOAc)." When this compound was coupled with phenyl-
alnine methyl ester (PheOMe), the corresponding dipep-
tide 13 was obtained in 88% yield (Scheme 6). This result
exemplifies the possibility to obtain two divergent peptid-
ic chains from aspartic acid in an easy manner.

On the other hand, the reaction between 12 and BnNH,
produced the corresponding benzylic amide 14 in 92%
yield. Additionally, treatment of 12 with BnOH, in the
presence of DMAP?® produced the benzyl ester 15 in 74%
yield. Notably, in the absence of DMAP, no product was
obtained whatsoever (Scheme 6). The use of Swern reac-
tion conditions resulted in a complex mixture of products,
which were not isolated.

Compound 12 was reacted with N,0-dimethylhydroxyl-
amine hydrochloride (Et;N—-DMAP), to obtain the corre-
sponding Weinreb amide!® 16 in 84% yield (Scheme 6).
Although no further transformations were attempted with
this compound, we strongly believe that this intermediate
might be useful to introduce other functionalities on the
side chain, allowing the preparation of derivatives of as-
partic acid after removal of the oxazaborolidinone moiety.

Reduction of the Side Chain of Asp-9-BBN and
Oxidation of Thr-9-BBN

To further investigate the usefulness of 9-BBN-H as a
protective group during redox reactions, the carboxylic
acid present in the side chain of the complex 6e, formed
between 9-BBN-H and aspartic acid, was smoothly re-
duced (Me,S-BH;. THF, r.t.. Scheme 7) to alcohol 17 in
good yield (85%). along with some unreacted starting ma-
terial.

Alternatively, experiments to investigate the viability to
oxidize the side chain of Thr-9-BBN (6h) were conduct-

o] Me
H o] r!1 o]
MeQr MeO™
0 HENMB O HaN—
16
MeHNOMe:HCI
PheOMe.HCI DMAP, EtaN, THF
th THF
sa% 74%
o} HZNEB/
BrOH
DMAP, THF 5
BrHN BnNHz, THF O
78%
o] HzN-_B 92% 8ty 0
6eR=H
CgFs0H
14 DCC, EtOAc 15
12 R = CsFs

Scheme 6 Further transformations of the side chain of Asp-9-BBN
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Scheme 7 Reduction of the side chain of Asp-BBN complex and oxidation of the side chain of Thr-BBN

ed. Thus, Thr-9-BBN (6h) was treated with IBX (DMSO,
80 °C, 8 h) and only unreacted starting material was ob-
served by TLC and 'H NMR analyses of the crude reac-
tion mixture. When PCC was used as the oxidizing agent,
cleavage of the Thr-9-BBN complex was observed, along
with some unreacted starting material and two unidenti-
fied products.

The possibility to perform selective reductions on a-ami-
no acids with two carboxy functionalities, represents an
interesting result, because it might be an entry to prepare
a wide variety of non-proteinogenic amino acids from
readily available starting materials.

Cleavage of Amino Acid-9-BBN Complexes

This transformation can be achieved either under acidic
(Method A: concd HCI) or basic conditions (Method B:
ethylenediamine, or Method C: ethanolamine, Table 2).

Table 2 Deprotection of Oxazaborolidinones®

(o]
7 deprotection R
OH
NH;p
1
Oxazaborolidinone Yield (%) of 1
A B C
Tyr-9-BBN (6a) 20 29 30
Arg-9-BBN (6b) 74 45 50
Lys-9-BBN(6c) 91 50 33
Cys-9-BBN (6d) 66 45 50
Asp-9-BBN (6e) 81 60 72
Gly-9-BBN (6f) 93 47 62
Ser-9-BBN (6g) 85 47 62
Thr-9-BBN (6h) 78 56 67

*Method A: coned HC1. Method B: NH,CH,CH,NH,. Method C:
NH,CH,CH,0H.

© Georg Thieme Verlag Stuttgart - New York

When alcohol 17, obtained upon reduction of Asp-9-BBN
(vide supra), was deprotected under acidic conditions
(Method A), followed by N-Boc protection, compound 19
was obtained in 82% isolated yield, although with some
reproducibility problems. However, when a solution of 1
M hydrochloric acid in methanol was used instead of con-
centrated hydrochloric acid in methanol, the correspond-
ing lactone of 19 was cleanly obtained in 85% yield after
columm chromatography (SiO,, 30% EtOAc—hexanes)
showing 'H and *C NMR data in accordance with the
data reported in the literature for this compound.!” When
the previously isolated lactone was treated with potassium
hydroxide in methanol, compound 19 was obtained in
83% isolated yield.!®

1. HCI, MeCH, r.t.

HO. o 2 (BockO, EtN, CH;Ch, I o
] 3, KOH, MeOH, r.t. HO
HzN—B, OH
83%
NHBoc
17 19

Scheme 8 Cleavage and N-Boc protection of 17

It was observed that in some cases. the isolation of the
functionalized complex is rather complicated, and there-
fore the products were identified after cleavage of the 9-
BBN complexes. Depending on the transformations to be
performed after breaking the complex. a selective N- or C-
protection can be carried out on the resulting amino acid.

For instance, when the oxazaborolidinone approach was
used, the e-amino group of lysine was Cbz-protected in
very good yield. However, since Cbz-6¢ was obtained as
a light yellow gum, the oxazaborolidinone was cleaved
with ethanolamine (MW, 3 min) to afford 20 in 82% yield
(Scheme 9). Clearly, this procedure offers some advantag-
es over the typical protocol commonly used for the same
purpose.

To establish the scope of the complex formation between
a-amino acids and 9-BBN-H as a tool to control the selec-
tivity during chemical manipulations of these compounds,
the arylation of the side chain of Lys-9-BBN complex 6¢
was carried out with iodobenzene in the presence of Cul
and K,PO,, using a mixture of ethylene glycol-i-PrOH.»
Without purification, the resulting product was subjected

Synthesis 2013, 45, 13641372
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EtOH-Hs0 (2:1) _— .
o 2. NHoCH2CHZ0H, MW
3 min NHz
W 0 82% 2
H,N—g ]
6c i ?
1. Phl, Gul, KaPO,

HOCH,CH,OH, -ProH

2. HCl, MeOH 21

3. (Boc)20
43%

Scheme 9 Protection of the side chain of lysine

to acidic hydrolysis and Boc-protection of the o-amino
group to isolate 21 in an overall yield of 43% (Scheme 9).
This interesting result demonstrates the possibility to per-
form chemical transformation on the side chain of lysine
other than simple protections, and opens the possibility to
prepare modified amino acids that can be employed in dif-
ferent fields.

Conclusions

The reaction between amino acids and 9-BBN-H to form
the corresponding oxazaborolidinones was used as a tool
to control the selectivity during transformations per-
formed on amino acids containing reactive side chains.
The transient group thus introduced allowed the function-
alization of the side chains under different conditions il-
lustrating the scope of oxazaborolidinones as protective
groups. We believe that the results reported here represent
an important contribution to peptide chemistry and can be
used elsewhere.

'H NMR measurements were performed on a Varian Inova (300
MHz) spectrometer. Chemical shifts (6) of 'H NMR are expressed
in parts per million downfield from TMS as internal standard
(6 =0). IR spectra were recorded on a PerkinElmer Spectrum 400
FT-IR/FIR spectrometer with ATR. Mass spectra were carried out
on a Jeol SMX-102a spectrometer. The progress of all the reactions
was monitored by TLC using glass plates precoated with silica gel
60 F254 (0.5 mm, Merck). Column chromatography was performed
using 230400 mesh silica gel. Commercially available g-amino
acids, 9-BBN-H, solvents, and other reagents were used (Aldrich
Chemical Co.). All reactions were performed under N, atmosphere.
THF was distilled from sodium benzophenone ketyl under N, prior
to use. Et;N was dried over CaH,.

All the products were characterized using a combination of spectro-
scopic and spectrometric techniques.
Complex Formation Between ¢-Amino Acids and 9-BBN-H

Usin%lzs—BBN Dimer; General Procedure A
In a flask under N, atmosphere was dissolved 9-BBN dimer (1.1

equiv) in anhyd MeOH (150 mL) under reflux conditions. After 30
min, the corresponding amino acid 1 was added (25 mmol) and the
refluxing was continued until gas evolution ceased and the solid had

Synthesis 2013, 45, 13641372

completely dissolved. The reaction mixture was concentrated and
the residue was redissolved in hot THF (100 mL). The solid was fil-
tered and the filtrate was concentrated under vacuum. The residue
was triturated with hexanes to obtain the corresponding oxazaboro-
lidinone.

Using 0.5 M THF 9-BBN-H; General Procedure B

A mixture of the corresponding amino acid 1 (3.12 mmol) in MeOH
(20 mL) was heated under reflux until the mixture became clear,
then 0.5 M 9-BBN-H in THF (6.7 mL, 3.2 mmol) was added drop-
wise and the heating was continued until the solution became clear.
The mixture was cooled to r.t. and concentrated in vacuo. The resi-
due was suspended in hot THF (15 mL) and filtered; the filtrate was
concentrated, and the residue triturated with hot hexanes to obtain
the corresponding oxazaborolidinone after filtration.

(5)-4-(4-Hydroxybenzyl)-2,2-borabicyclo[3.3.1]nonane-1,3,2-
oxazaborilidin-5-one (6a)

Prepared from 1a (0.56 g) following the General Procedure B to af-
ford 0.78 g (84%) of the desired product as a white solid; mp 210 °C
(dec.).

FT-IR (ATR): 3272, 2923, 2803, 1709, 1231 cm™.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,): 5= 0.36 (br s, 1 H), 0.72 (br's, 1
H), 1.34-1.72 (m, 14 H), 2.81-2.88 (dd, J=6, 15 Hz, 1 H), 3.01—
3.07(dd, J=6, 15 Hz, 1 H), 3.70-3.76 (m. 1 H), 5.56 (dd, J=9, 12
Hz, 1H), 6.45 (dd, J=6, 12 Hz, 1 H), 6.68 (d, J=9 Hz, 2 H), 7.11
(d.J=9 Hz, 2 H). 9.25 (s, 1 H).

130 NMR (75 MHz, DMSO-d,): & = 24.4, 24.7, 31.0, 31.2, 31.8,
35.7,49.1, 56.6, 115.6, 127.6, 130.7, 156.6, 173.7.

LRMS (TOF): m/z =302 [M + 1T, 138, 136.

(5)-4-(3-Guanidinopropyl)-2,2-borabyciclo[3.3.1]nonane-1,3,2-
oxazaborolidin-S-one (6b)

Prepared from 1b (0.54 g) following the General Procedure B to af-
ford 0.76 g (83%) of the desired product as a white solid; mp 196—
198 °C.

FT-IR (ATR): 3334, 3162, 2920, 2845, 1673, 1632, 1216 e,

'H NMR (300 MHz, MeOD): 5 = 0.64 (m, 2 H), 1.44-2.08 (m, 16
H), 3.26-3.35 (m. 4 H), 3.75-3.79 (m, 4 H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d;): & = 23.7, 25.3, 26.1, 26.5, 27.8,
30.7,31.8, 32.1,40.5, 41.4, 54.4, 70.9, 157.4, 175.6.

LRMS (TOF): m/z =295 [M + 1T, 69, 67, 56.

(5)-4-(4-Aminobutyl)-2,2-borabicyclo[3.3.1]nonane-1,3,2-
oxazaborolidin-S-one (6¢

Prepared from 1¢ (0.45 g) tollowing the General Procedure B to af-
ford 0.67 g (82%) of the desired product as a white solid; mp 250 °C
(dec.).
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FT-IR (ATR): 3260, 2915, 2842, 1709, 1252 cm™.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,): & = 0.66 (br s, 1 H), 0.72 (brs, 1
H), 1.60-1.96 (m. 16 H), 2.95 (m, 2 H), 3.67-3.82 (m, 2 H), 6.11
(dd,J=9, 12 Hz, 1 H), 6.73 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 = 22.7, 24.4, 24.7, 26.8, 30.0,
31.2,31.8, 54.6, 174.2.

LRMS (TOF): m/z=267 [M + 1T, 195.

(5)-4-(Mercaptomethyl)-2,2-borabicyclo[3.3.1]nonane-1,3,2-
oxazaborolidin-S-one (6dg
Prepared from 1d (0.37 g) tollowing the General Procedure A to af-

ford 0.47 g (63%) of desired product as a white solid; mp 194—
196 °C (dec.).
FT-IR (ATR): 3215, 2081, 2837, 1701, 1294 e,

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,): 6 = 0.47 (br s, 1 H), 0.59 (brs, 1
H). 1.41-1.77 (m, 12 H), 2.87 (d. J=3 Hz, 2 H), 3.84 (. J= 6 Hz,
1H),5.76 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H), 6.61 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H).

C NMR (75 MHz, DMSO-d,): 6 = 22.7, 21.2, 22.7, 24.4, 24.7,
31.1,312,31.7, 37.9, 54.15, 60.2, 172.7.

LRMS (FAB): m/z=242 [M + 1], 195, 112, 109, 91, 76, 55.

(8)-4-(Carboxymethyl)-2,2-borabicyclo[3.3.1]nonane -1,3,2-
oxaborolidin-5-one (6e)
Prepared from 1e (0.42 g) following the General Procedure B to af-

ford 0.56 g (70%) of the desired product as a white solid; mp 220 °C
(dec.).
FT-IR (ATR): 3346, 3221, 2920, 2847, 1717, 1681, 1203, 1115

cml.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,): 6 = 0.47 (brs, 1 H), 0.59 (brs, 1
H). 1.39-1.78 (m, 13 H), 2.72 (d, J= 6 Hz, 2 H), 3.79 (s, 1 H), 5.98
(dd, J=9, 12 Hz, 1 H), 6.45 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 = 23.9, 24.3, 25.2, 30.7, 30.9,
31.1,312,342,51.1, 67.0, 171.6, 172.8.

LRMS (FAB): mz=254 [M + 1]7, 162, 102, 88, 55.
2,2-Borabicyclo[3.3.1]nonane-1,3,2-oxazaborolidin-5-one (6f)
Prepared from 1f (0.61 g) following the General Procedure B to af-

ford 1.5 g (95%) of the desired product as a white solid; mp 200 °C
(dec.).

FT-IR (ATR): 3224, 2920, 2842, 1703, 1614, 1515, 1217 e,

'H NMR (300 MHz, CD:0D): 5= 0.5 (m, 2 H), 1.41 (s, 4 H), 1.57—
1.75 (m, 8 H), 3.36 (t, J=6 Hz, 2 H), 6.23 (s, 2 H).

BCNMR (75 MHz, CD,0D): §=24.3,24.7,31.3,31.6,43.1,172.4.
LRMS (FAB): m/iz=196 [M + 117, 162, 102, 88, 55.
(5)-4-(Hydroxymethyl)-2,2-borabicyclo[3.3.1]nonane-1,3,2-
oxaborolidin-5-one (6g)

Prepared from 1g (0.5 g) following the General Procedure B to af-
ford 1.0 g of product (94%) as a white solid; mp 215 °C (dec.).

FT-IR (ATR): 3528, 3214, 1713, 1674, 1242 cm™.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d,): 6= 0.51 (d, J= 6 Hz, 2 H), 1.41-
1.78 (m, 13 H), 3.68-372 (m, 2 H), 3.78-3.86 (m, 1 H), 5.16 (t, J=6
Hz. 1 H), 5.48 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H), 6.53 (dd, J=9. 12 Hz, 1 H).
13C NMR (75 MHz, DMSO-d,): 6 = 23.8, 24.3, 31.0, 31.1, 32.0,
53.6, 58.9, 176.9.

LRMS (FAB"): m/z=226 [M + 1]". 180, 102, 91, 88, 60.
(8)-4-(1-Hydroxyethyl)-2,2-borabicyclo[3.3.1]nonane-1,3,2-
oxaborolidin-5-one (6h

Prepared from 1h (0.5 g; following the General Procedure B to af-
ford 0.98 g of product (98%) as a white solid; mp 220 °C (dec.).

FT-IR (ATR): 3559, 3146, 1686, 1659, 953 e
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'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6 = 0.50 (m, 2 H), 1.26 (d, J=6
Hz. 3 H), 1.45-1.79 (m, 13 H), 3.51-3.57 (td, J=3, 9 Hz, 1 H),
4.15-4.20 (m, 1 H), 5.04 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H). 5.31 (t, J=3 Hz,
1H), 6.45 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dy): & = 20.9, 23.9, 24.3, 30.6, 30.7.
31.2,31.3,60.3, 64.1, 172.3.

LRMS (FAB™): m/z =240 [M + 1], 185, 102, 93, 75. 57.
Functionalization of the Side Chain

(5)-4-[4-(Benzyloxy)benzyl]2,2-borabicyclo[3.3.1]nonane-1,2,3-
oxazaboralidin-S-one (9

A mixture of 6a (1 g, 33 mmol), K;CO; (0.165 g, 1.5 mmol), benzyl
bromide (0.4 mL, 3.5 mmol) and Nal (0.52 g, 3.3 mmol) in anhyd
acetone (20 mL) was refluxed for 3 h, cooled to r.t.. and the solvent
removed. The residue was taken up in EtOAc (30 mL), washed with
10% ecitric acid (2 % 15 mL) and brine (2 x 15 mL), and dried
(Na,S0y). The solvent was evaporated and the residue was purified
by chromatography (silica gel, EtOAc—hexanes, 30:70) to afford
0.38 g (78%) of 9 as a white solid; mp 170-171 °C

FT-IR (ATR): 3203, 2914, 2848, 1713, 1514, 1246, 1174 enr.

IH NMR (300 MHz, DMSO-dy): 8 = 0.40 (br s, 1 H), 0.46 (br s, 1
H), 1.34-1.73 (m, 15 H), 2.84-2.92 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H), 3.08—
3.17(dd,J=9, 15 Hz, 1 H), 3.76-3.80 (m, 1 H), 5.08 (s, 2 H), 5.68
(dd, J=6, 12 Hz, 1 H), 6,45 (dd, J=6, 12 Hz, 1 H), 6.96 (d, J =9
Hz. 2 H), 7.26 (d,J= 9 Hz, 2 H), 7.34-7.48 (m, 5 H).

B3C NMR (75 MHz, DMSO-d;): & = 22.0, 23.0, 23.7, 24.0, 30.3,
30.5,31.0,31.3, 35.0, 55, 8, 68.9, 114.4, 127 4, 1276 128.3,129.2,
130.2, 137.0, 156.9, 172.9.

LRMS (FAB): m/z= 392 [M + 1]~ 296, 197, 107, 91, 77.

(5)-4-(2-Methoxy-2-oxoethyl)-2,2-borabicyclo[3.3.1]nonane-
1,3,2-oxazoborolidin-5-one (10)

A mixture of 6e (0.3 g, 1.2 mmol), anhyd K,CO; (0.165 g, 1.5
mmol), and Mel (2 mL) in anhyd acetone (15 mL) was refluxed for
2 hunder N, atmosphere. The solvent was removed and the residue
was taken up in EtOAc (30 mL), washed with 10% citric acid
(2 x 15 mL) and brine (2 * 15 mL), and dried (Na,S0O,). The solvent
was evaporated and the residue was purified by chromatography
(silica gel, EtOAc—hexanes, 30:70) to afford 0.15 g (85%) of the de-
sired product 10 as a white solid; mp 188-190 °C.

FT-IR (ATR): 3247, 2951, 2839, 1752, 1703, 1224, 1182 em.

H NMR (300 MHz, CDCLs): 8 = 0.67 (m, 2 H), 1.53-1.95 (m, 14
H), 2.98 (d, J=6 Hz, 2 H), 3.78 (s, 3 H), 4.07-4.10 (m, 1 H), 5.93
(dd, J=9, 12 Hz, 1 H), 5.42 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H).

13C NMR (75 MHz, CD,0D): & =23.9, 24.3, 30.8, 31.1, 31.2, 33 .4,
51.2,51.5,171.0, 174.6.

LRMS (FAB): m/z=268 [M + 1]", 148, 128, 102, 91, 70.

(5)-4-[3-(3-Tosylguanidino)propyl]-2,2-borabicyclo[3.3.1]non-
ane-1,3,2-oxazaborolidin-5-one (11)

A mixture of the corresponding oxazaborolidinone 6¢ (0.56 g, 2
mmol), p-TsCl (0.347 g, 1.8 mmol), and basic activated alumina (1
g, 150 mesh) in THF (2 mL) was irradiated in a microwave oven
(CEM Discover, 100 W, 60 °C) for 5 min. The mixture was cooled
to r.t., the THF was evaporated in vacuo, and the residue was tritu-
rated with CH,Cl, (15 mL). The solid thus formed was filtered and
dried under vacuum to afford 0.55 g (62%) of 11 as a pale yellow
solid; mp 194-196 °C.

FT-IR (ATR): 3334, 3162, 2920, 2845, 1673, 1632, 1216 e

H NMR (300 MHz, CD,0D): 6 = 0.56 (m, 2 H), 1.48-2.01 (m, 16
H), 2.34 (s, 3 H), 3.22-3.24 (m, 2 H), 3.71 (m, 2 H), 5.8 (dd, J=9,
12 Hz, 1 H), 6.4 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H), 7.25 (d, J=9 Hz, 2H),
7.34(d,J=9Hz, 1 H), 7.70 (d, J=9 Hz, 2 H).
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13C NMR (75 MHz, CD;0D): 6=19.9, 23.5, 24.1, 24.2, 27.9, 30.6,
31.4,40.6, 54.6, 60.1, 125.5, 128.5, 140.5, 141.9, 157.2, 175.7.

LRMS (EI): m/z =453 [M[", 421, 257, 155, 121, 95, 81, 55.

(5)-4-(2-Acetamido-3-phenyl-2-oxopropyl)-2,2-borabicy-
clo[3.3.1]nonane-1,3,2-oxazoborolidin-5-one (13)

The protected amino acid 6e (0.3 g, 0.118 mmol), pentafluorophe-
nol (0.218 g, 1.18 mmol), and DCC (0.165 g, 1.18 mmol) in EtOAc
(10 mL) was stirred for 1 h at r.t. followed by removal of the DCU
formed by filtration. The filtrate was evaporated in vacuo and the
product 12 obtained was redissolved in anhyd THF (10 mL), fol-
lowed by the addition of PheOMe-HCI (0.255 g, 1.18 mmol) and
Et;N (0.17 mL, 1.18 mmol). The resultant mixture was stirred for 7
h at r.t., concentrated, and the residue was redissolved in EtOAc (30
mL), washed with 10% NaHCO, (2 x 15 mL) and 10% citric acid
(2 x 15 mL), and dried (Na,SO;). The solvent was evaporated and
the residue was purified by chromatography (silica gel, EtOAc—
hexanes, 30:70) to afford 0.41 g (84%) of the desired product 13 as
a white solid; mp 142-144 °C.

FT-IR (ATR): 3324,2926. 1771, 1657, 1627, 1573, 1216 em™..

H NMR (300 MHz, CDCL,): 6= 0.42 (brs, 1 H), 0.46 (br s, 1 H),
0.67-1.74 (m, 12 H), 2.54-2.62 (dd, J=6, 15 Hz, 1 H), 2.64-2.71
(dd, J=6, 15 Hz, 1 H), 2.88-2.95 (dd, J=6, 15 Hz, 1 H), 2.95-3.01
(dd, J=6, 15 Hz, 1 H), 3.58 (s. 3 H), 3.77-3.81 (m, 1 H), 4.33 (dd,
J=9,12 Hz, 1 H), 4.61-4.67 (q.J = 6 Hz, 1 H), 5.84 (dd, J=9, 12
Hz. 1 H), 6.39 (d, J=9 Hz, 1 H), 6.98 (d. 2 H), 7.12 (m, 3 H).

13C NMR (75 MHz, CDCL): 6 =22.7, 23.9, 24.5, 25.7, 31.4, 32.4,
36.1,37.6,41.2, 52.6, 53.8, 55.7, 127.2, 128.7, 129.2, 135.8, 170.6,
172.0, 173.7.

LRMS (FAB"): m/z =415 [M + 1], 295, 225, 180, 91, 67.

(5)-4-(2-N-Benzyl-2-acetamido)-2,2-borabicyclo[3.3.1|nonane-
1,3,2-oxazoborolidin-S-one (14)

A mixture of the protected amino acid 6e (0.3 g, 0.118 mmol), pen-
tafluorophenol (0.3 g, 1.18 mmol), and DCC (0.165 g, 1.18 mmol)
in EtOAc (10 mL) was stirred for 1 h at r.t., followed by removal of
the DCU formed by filtration. The filtrate was evaporated in vacuo,
and the product 12 obtained was redissolved in anhyd THF (10 mL),
followed by the addition of BuNH, (0.13 mL, 1.18 mmol). The re-
sultant mixture was stirred for 7 h at r.t., concentrated, and the resi-
due was redissolved in EtOAc (30 mL), washed with 10% NaHCO,
(2 % 15 mL) and 10% citric acid (2 x 15 mL), and dried (Na,SO,).
The solvent was evaporated and the residue was purified by chro-
matography (silica gel, EtOAc—hexanes, 30:70) to provide 0.37 g
(92%) of the desired product 14 as a white solid; mp 164-166 °C.

FT-IR (ATR): 3324, 2926, 1771, 1657, 1627, 1573, 1216 cm™.

'H NMR (300 MHz, CDCL): 6 =0.60 (br s, 2 H), 1.44-1.89 (m, 12
H), 2.88 (dd, J=6, 12 Hz, 1 H), 2.71 (dd, J = 3, 15 Hz, 1 H), 3.01
(dd, J=6, 12 Hz, 1 H), 3.72 (s, 3 H), 3.96-3.98 (m, 1 H), 4.74-4.81
(m, 1 H),4.89 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H), 5.89 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H),
6.95 (d, J=9Hz, 1 H), 7.13-7.16 (d, J= 9 Hz, 2 H), 7.27-7.29 (m,
3H).

BC NMR (75 MHz, CDCls): 8 =24.0, 25.1, 25.8, 31.4, 31.7, 34.1,

37.8, 49.5, 52.9, 53.8, 55.7, 127.5, 128.4, 1294, 135.7, 170.6,
172.0,172.9.

LRMS (FAB): m/z =415 [M + 1T, 295, 225, 180, 91, 67.

(5)-4-(2-Benzyloxy-2-oxoethyl)-2,2-borabicyclo[3.3.1]nonane-
1,3,2-oxazoborolidin-5-one (15)

A mixture of the protected amino acid 6e (0.3 g, 0.118 mmol), pen-
tafluorophenol (0.218 g, 1.18 mmol), and DDC (0.165 g, 1.18
mmol) in EtOAc (10 mL) was stirred for 1 h at r.t., followed by the
removal of the DCU by filtration. The filtrate was evaporated in
vacuo and the product 12 obtained was redissolved in anhyd THF
(10 mL), followed by the addition of BnOH (0.13 mL,, 1.18 mmol)
and DMAP (0.14 g, 10%). The resultant mixture was stirred for 7h
at r.t., concentrated, and the residue was redissolved in EtOAc (30
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mL), washed with 10% NaHCO; (2 x 15 mL) and 10% citric acid
(2 % 15 mL), and dried (Na,SO,). The solvent was evaporated and
the residue was purified by chromatography (silica gel, EtOAc—
hexanes, 30:70) to afford 0.32 g (78%) of the desired product 15 as
a white solid; mp 177-80 °C.

FT-IR (ATR): 3324, 1711, 1625, 1573, 1214 e,

H NMR (300 MHz, CDCl): 6 =0.60 (br s, 2 H), 0.88-1.82 (m, 12
H), 3.04 (d, J=3Hz, 2 H), 3.91-3.94 (m, 1 H), 5.12 (d, J=3 Hz, 2
H), 5.16 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H), 6.03 (dd, J=9, 12 Hz, 1 H), 7.32—
734 (m, 5 H).

13C NMR (300 MHz, CDCL): 8 =24.0, 24.6, 25.7, 26.3, 31.6, 31.8,
32.9,49.4, 51.9, 67.5, 128.4, 128.8, 129.8, 134.9, 171.7, 173.4.

LMRS (FAB): m/z= 344 [M + 1]7, 225, 178, 143, 91, 70.

(5)-4-(2-N,0-Dimethoxy-2-acetamido)-2,2-borabicy-
clo[3.3.1]nonane-1,3,2-oxazoborolidin-S-one (16)

A mixture of the protected amino acid 6e (0.3 g, 0.118 mmol), pen-
tafluorophenol (0.218 g, 1.18mmol), and DCC (0.165 g, 1.18
mmol) in EtOAc (10 mL) was stirred for 1 h at r.t. The mixture was
filtered to remove the DCU and the filter cake rinsed with EtOAc
(25 mL). After removing the solvent in vacuo, the product 12 ob-
tained was redissolved in anhyd THF (10 mL), followed by the ad-
dition of N,O-dimethylhydroxylamine hydrochloride (0.12 g, 1.18
mmol), Et;N (0.16 mL, 1.18 mmol), and DMAP (0.014 g, 10%).
The resultant mixture was stirred at r.t. for 7 h, the THF was evap-
orated in vacuo, and the residue taken up in EtOAc (30 mL), washed
successively with 10% NaHCO; (2 x 15 mL) and 10% citric acid
(2 x 15 mL), and dried (Na,SO,). The solvent was evaporated and
the residue was purified by chromatography (silica gel, EtOAc—
hexanes, 30:70) to afford 0.29 g (84%) of the desired product 16 as
a white solid; mp 95-97 °C.

FT-IR (ATR): 3228, 2849, 1714, 1549, 1186 cn™\.

IH NMR (300 MHz, DMSO-d,): 5 = 0.48 (br s, 1 H), 0.56 (br s, 1
H), 1.37-1.77 (m, 12 H), 2.89-3.00 (m, 2 H), 3.12 (s. 3 H), 3.69 (s,
3 H),3.89 (m, 1 H), 4.60 (dd,J=9, 12 Hz, 1 H), 5.71 (dd,J=9, 12
Hz, 1 H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d,): & = 23.4, 23.8, 24.3, 24.7, 312,
31.4,31.6,31.7, 51.3, 61.5, 170.7, 173.5.

LMRS (FAB): m/z=297 [M + 1], 251, 133, 131, 91, 70.

(5)-4-(2-Hydroxyethyl)-2,2-borabicyclo[3.3.1]nonane-1,3,2-
oxazoborolidin-S-one (17)

Me,S-BH; (0.18 mL, 1.9 mmol) was added dropwise to a solution
of oxazaborolidinone 6e (0.5 g, 1.9 mmol) in anhyd THF (10 mL)
under N, atmosphere (balloon). The resultant mixture was stirred at
r.t. for 3 h, concentrated in vacuo, and the residue purified by col-
umn chromatography to afford 0.4 g (85%) of the desired product
as a white solid; mp 113-115 °C.

FT-IR (ATR): 3442, 3224, 2843, 1722, 1600, 1573, 1276 em™".

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3 = 0.50 (m, 2 H), 1.41-1.77 (m,
14 H), 1.94-1.98 (m, 2 H), 3.59-3.65 (m, 2 H), 4.08-4.14 (m, 1 H),
480 (t,J=6Hz, 1 H), 5.80 (dd, J=9, 12 Hz. 1 H), 6.43 (dd, J=9,
12 Hz, 1 H).

13C NMR (300 MHz, DMSO-d,): 8 = 23.8, 24.3, 31.0, 31.1, 32.0,
53.6,58.8, 176.3.

LMRS (FAB): m/z =240 [M + 1]*, 194, 167, 149, 113, 74, 57.

Cleavage of 9-BBN-Amino Acid Complex

Method A: The corresponding oxazaborolidinone (4 mmol) was dis-
solved in methanol (8 mL), followed by the addition of coned HCL
(4 mL). The reaction mixture was stirred at r.t. for 30 min, then the
solvent was evaporated and hot THF (20 mL) was added and this
mixture was stirred for 15 min. The precipitate thus obtained was
collected by filtration and washed with hot THF (20 mL).

© Georg Thieme Verlag Stuttgart - New York


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

PAPER

9-BBN as a Transient Protective Group 1371

Method B: A homogeneous mixture of the corresponding oxaza-
borolidinone (1.5 mmol) and ethanolamine (1 mL) was irradiated in
a microwave oven (CEM Discover, 40 W, 100 °C). The mixture
was cooled tor.t. and diluted with acetone (10 mL) and THF (2 mL),
and stirred for 15 min. The solid was collected by filtration and
rinsed with acetone-THF (5:1, 25 mL).

2-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-4-hydroxybutaneic Acid (19)
Oxazaborolidinone 17 (100 mg, 0.415 mmol) was treated with a so-
lution of 1 M HCI in MeOH (10 mL) for 2 h. The solvent was then
removed in vacuo and the residue was redissolved in CH,CL, (5
mL), followed by the addition of (Boc),0 (0.108 g, 0.497 mmol)
and Et;N (0.115 mL., 0.826 mmol). After stirring the resultant mix-
ture at ambient temperature for 17 h, the solvent was evaporated and
the residue was purified by columm chromatography (Si0,, 30%
EtOAc—hexanes) to provide 71 mg (85%) of the corresponding lac-
tone as a light yellow solid; mp 139-141 °C.

FT-IR (ATR): 3356, 1774, 1680, 1526, 1155 cm!.

TH NMR (300 MHz, CDCL): 8= 1.46 (s, 9 H), 2.22-2.32 (m, 1 H),
2.68-2.77 (m, 1 H), 4.21-4.30 (m, 1 H), 4.41-4.48 (m, 2 H), 5.41
(brs, 1 H).

BCNMR (75 MHz, CDCl;): 6 =28.3, 30.6, 50.3, 65.9, 80.7, 155.6,
1754.

LRMS (TOF): m/z =202 [M + 1]

The lactone obtained above was dissolved in MeOH (2 mL) and
treated with KOH (0.025 g, 0.446 mmol) at ambient temperature for
12 h. After removal of the solvent, the residue was redissolved in
H,0 (15 mL) and the solution was acidified to pH 3 with 10% citric
acid and the product was extracted with EtOAc (15 mL), washed
with H,O (3 % 5 mL), dried (Na,SO,) and concentrated in vacuo to
provide 52 mg (83%) of 19 as a yellow oil.

FT-IR (ATR): 3354, 1778, 1687, 1568, 1416 cm™.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6= 1.46 (s, 9 H), 1.74-1.81 (m, 1 H),
2.17-2.20 (m, 1 H), 3.75-3.80 (m, 2 H), 4.45-4.49 (m, 1 H), 5.54
(d,J=9Hz, 1 H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): §=28.3, 35.1, 51.5, 58.3, 80.1, 156.4,
176.8.

LRMS (TOF): m/z=221 [M+ 1]~.

(S)—I_V:—{Cal'bobenzyloxy -L-lysine 520)
A mixture of the protected amino acid 6¢ (0.8 g, 3 mmol) and benzyl
choloroformate (0.5 mL., 3.5 mmol), aq 2 M NaOH (5 mL) in EtOH
(20 mL) was stirred for 1 h atr.t. After removal of the solvent in vac-
uo, the residue was taken up in EtOAc (30 mL), washed with 10%
citric acid (pH 3) (2 * 15 mL), dried (Na,SO,), and the solvent re-
moved in vacuo. The 9-BBN-amino acid complex was cleaved ac-
cording to Method B to afford 4.6 g (82%) of the desired product 20
as a white solid; mp =200 °C.

FT-IR (ATR): 3343, 3061, 2947, 2866, 1527 cor’.

I'HNMR (300 MHz, CD,0D): 3= 1.58 (m, 4 H), 1.95 (m, 2 H), 3.18
(t.J=6Hz,2H),3.99 (t,J= 6 Hz, 1 H), 5.11 (5,2 H), 7.39 (m, 5 H).

13C NMR (75 MHz, CD,0D): 6=22.0, 28.8, 29.1, 39.5, 52.2, 65.2,
65.6, 127.4, 127.7, 136.6, 157.3, 161.2, 170.3.

LRMS (EI): m/z =280 [M[", 108, 91, 79, 77.

E.&S').—g—[étler.r—Butnxycm'bonyl)aminn]—ﬁ—(phenylamino)hexanoic
cil

A mi)gture of KI(0.02 g, 0.1 mmol), K;PO, (0.88 g, 4.1 mmol), io-
dobenzene (300 mL, 2.6 mmol) and oxazaborolidinone 6a (0.532 g,
2 mmol) in i-PrOH (4 mL) was stirred at 80 °C (oil bath) under an
argon atmosphere for 16 h. The mixture was cooled to ambient tem-
perature and concentrated in vacuo. The residue was extracted with
EtOAc (2 x 10 mL). After removing the solvent under reduced pres-
sure, the residual oil (0.664 g) was redissolved in MeOH (4 mL) and
treated with coned HCI (2 mL) for 20 min at ambient temperature.

© Georg Thieme Verlag Stuttgart - New York

The resultant mixture was concentrated to dryness and the residue
dissolved in 2 M KOH (5 mL) followed by the addition of dioxane
(16 mL) and Boc,O (0.44 g, 2.1 mmol) at 0 °C. After removal of the
ice bath, the stirring was continued at ambient temperature for 30
min, the solvent was removed in vacuo, and the residue was purified
by column chromatography (silica gel, EtOAc—hexanes) to provide
0.227 g (59%) of 21 as a white solid; mp 167-170 °C.

FT-IR (ATR): 3342, 2976, 1168, 780 cm™.

'HNMR (300 MHz, CDCL): 8 =1.29 (m. 2 H), 1.42 (s, 9 H), 1.5—
1.7 (m, 4 H), 3.10 (m, 2 H), 4.37 (m. 1 H), 6.12 (m, 2 H), 6.5 (m, 1
H). 7.0 (m, 2 H).

30 NMR (75 MHz, CDCL): § = 20.9, 28.4, 29.5, 32.2, 40.1, 56.5,
80.0, 113.4, 129.3, 146.8, 155.7, 173.5.

LRMS (TOF): m/z =323 [M+ 1T, 101, 77.

'H NMR measurements were performed on a Varian Inova (300
MHz) spectrometer. Chemical shifts (8) of '"H NMR are expressed
in parts per million downfield from TMS as internal standard
(6 =0). IR spectra were recorded on a PerkinElmer Spectrum 400
FT-IR/FIR spectrometer with ATR. Mass spectra were carried out
on a Jeol SMX-102a spectrometer. The progress of all the reactions
was monitored by TLC using glass plates precoated with silica gel
60 F254 (0.5 mm, Merck). Column chromatography was performed
using 230—400 mesh silica gel. Commercially available a-amino ac-
ids, 9-BBN-H, solvents, and other reagents were used (Aldrich
Chemical Co.). All reactions were performed under N, atmosphere.
THF was distilled from sodium benzophenone ketyl under N, prior
to use. Et;N was dried over CaH,.

All the products were characterized using a combination of spectro-
scopic and spectrometric techniques.
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