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PROLOGO

La comprension detallada de la estructura y propiedades de los puentes de
hidrogeno inter- e intramoleculares en péptidos constituye una de las aproximaciones
fundamentales para abordar importantes problemas, tales como el plegamiento protéico
o las interacciones proteina-proteina, entre otros. Los puentes de hidrégeno® se conocen
desde hace casi 100 afios? y, méas concretamente, su participacion en la estabilizacion de
conformaciones peptidicas de tipo a-hélice, lamina-B, giro-p, etc... al igual que en el
control de los procesos de autoagregacion o solubilizacion de las mismas, se halla
ampliamente documentada desde mediados de los afios cincuenta.’

Sin embargo, existen areas de la Quimica Organica de reciente creacion, tales
como la sintesis en medios “fluorosos™,* en los que apenas se ha explorado el potencial
de los puentes de hidrdgeno para la solubilizacion, inmovilizacion o purificacién de
péptidos. En el primer capitulo de esta memoria se aborda esta cuestion desde la
hipotesis novedosa de la potenciacién en medios fluorosos de los puentes de hidrégeno
heteromoleculares frente a los homomoleculares durante las interacciones entre
compuestos amidicos (amidas, péptidos, ureas, etc...) y 4acidos carboxilicos
perfluorados.

En una segunda parte se aborda una cuestion mas conocida que la anterior y de
interés farmacol6gico mucho maés directo: la formacion selectiva de puentes de
hidrogeno intramoleculares en miméticos de ciclopéptidos para regular su potencia
bioldgica. En concreto, se describe el disefio y sintesis de un nuevo inhibidor de
adhesion celular mediante integrina aw/f3, basado en el efecto gammageno ejercido por
fragmentos de a-alquil-o-amino-p-lactamicos insertados en ciclopéptidos conteniendo

la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD).

Una definicidn propuesta por Pimentel y McClellan establece que existe un puente de hidrégeno si
hay evidencia de 1) que existe un enlace y 2) que este enlace involucra a un 4&tomo de hidrégeno ya
enlazado a otro 4&tomo. Los puentes de hidrégeno pueden llegar a ser en algunos casos casi tan fuertes
como los enlaces covalentes, mientras que en otros son casi tan débiles como las interacciones de Van
der Waals. Por esta razén, su definicion debe ser general de modo que abarque toda su complejidad.
Para una revision detallada de los aspectos estructurales que definen los puentes de hidrogeno, ver: T.
Steiner, Angew. Chem. Int. Ed., 2002,41, 48-76.

Houben-Weyl, Methods f Organic Chemistry, Vol. E22c, Synthesis of Peptides and Peptidomimetics,
pp.693-694, Peptides Incorporating Secondary Structure Inducers and Mimetics (C. Toniolo). Ed.
Thieme, 2003.

Para definiciones y detalles, ver el Capitulo 1 de la presente memoria (pag. 1-).
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1.1 INTRODUCCION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.1.1 Introduccién

1.1.1.1 Reacciones en Sistemas bifasicos fluorosos (BFS)

Desde que en 1991 un estudiante de la Universidad de Aquisgran llamado Vogt
defendiera la tesis titulada “Zur Anwendung Perfluorierter Polyeter bei der
Immobilisierung homogener Katalysatoren” (Aplicacion de poliéteres perfluorados para
la inmovilizacion de catalizadores homogéneos) se abrid un nuevo campo en las
metodologias de sintesis quimica. Vogt utilizd éteres fluorados como los mostrados en
la Figura 1.1 como disolventes de reaccion para llevar a cabo la oligomerizacién de

eteno mediante catalisis homogénea con un catalizador de niquel polifluorado:”

§F3 CF3 CF3 CF3
CF3-CF,-CF-O1~C—CF,-OF CF—C— O-CF,-CFHO-CF,-CF,-CF5  Disolvente
E m F n

CFs CFs
F-C—C-OfC~C~CH,C—CHs
S N L Yo

N
n N|/

gl

Figura 1.1: Disolvente y catalizador polifluorado empleados en la primera reaccion

Catalizador de niquel

efectuada en medio fluoroso.

Dos afios mas tarde, Zhu,® publicé un trabajo en el que utilizaba disolventes
fluorados para eliminar agua del medio de reaccion. No obstante, fueron Horvath y

Rabai’ quienes acufiaron el concepto “fluoroso”. Ellos lo definieron por analogia al

> Aunque la tesis de Vogt no condujo a publicaciones inmediatas, su contribucién pionera ha
sido reconocida posteriormente, ver: a) B. Cornils, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1997, 36, 2057-
2059. b) W. Keim, M. Vogt, P. Wasserscheid, B. Drielen-Hdlscher, J. Mol. Cat. A: Chem.,
1999, 139, 171-175.

® D. W. Zhu, Synthesis, 1993, 953-954.

"1. T. Horvath, J. Rabai, Science, 1994, 266, 72-75.
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término “acuoso” enfatizando el hecho de la afinidad de reactivos o catalizadores por

fases compuestas por disolventes perfluorados o polifluorados.

La idea bésica que sustenta el interés por emplear disolventes fluorados en
sintesis organica consiste en la posibilidad de simplificar los procesos de purificacion
sustituyendo las separaciones cromatograficas por simples extracciones liquido-liquido

en sistemas bifasicos fluorosos.

Un sistema bifasico fluoroso (BFS) consiste en una fase fluorosa en la que se
disuelve algun reactivo, catalizador, sustrato, producto o subproducto, y una segunda
fase organica o inorgénica no soluble (o muy poco soluble) en la fase fluorosa. Los
disolventes fluorosos son compuestos fluorocarbonados (todos los atomos de H han sido
reemplazados por atomos de F) o compuestos fluorohidrocarbonados (en los que al
menos un atomo de H no ha sido reemplazado por atomos de F) y suelen ser alcanos,
éteres, aminas terciarias 0 compuestos aromaticos. Estos Gltimos, al tener mas
interacciones dipolo-dipolo son menos compatibles que los fluoroalcanos para sistemas
bifasicos fluorosos. Al ser extremadamente apolares, son inmiscibles con el agua y muy
poco miscibles con la mayoria de disolventes organicos como THF, acetona, tolueno,

diclorometano o alcoholes).

La separacion de las fases es ademas de répida, eficiente. En la Figura 1.2 se
muestran unas fotografias de una mezcla de 3mL de n-hexano, 1mL de tolueno y 3mL
de perfluorometilciclohexano. En la fase perfluorada se disuelve un complejo
perfluoroalquilado de cobalto y ftalocianina (similar al complejo de cobre utilizado para
tefiir teflon) que le da un color azul a la disolucion perfluorada. Después de agitar a
temperatura ambiente, en nueve segundos las dos fases vuelven a estar completamente
separadas. La fase organica superior tiene un ligero color azulado que es debido al

reflejo.
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] i

Tiempo (s)

Figura 1.2: Separacion de fases de n-hexano (3mL), tolueno (1mL) vy

perfluorometilciclohexano (3mL).

La miscibilidad de los disolventes organicos y fluorosos es muy dependiente de
la temperatura. Al variar un poco la temperatura, la solubilidad cambia drasticamente
pudiendo pasar en ciertos casos de un sistema homogéneo a un sistema bifésico. El
mismo ejemplo (Figura 1.3) del n-hexano/tolueno/perfluorometilciclohexano sirve para
demostrar como el simple hecho de calentar la disolucion con la mano a 36.5° C es
suficiente para que el medio sea completamente homogéneo. En este caso en unos pocos
minutos, al pasar el sistema a temperatura ambiente la mezcla vuelve a ser heterogénea
separandose asi las dos fases (minuto 10). Esta vez también es facil observar la nula

solubilidad del complejo de cobalto en la fase organica.

IR R

0 2 4 6 8 10
36.5°C Tiempo (min) 20°C

Figura 1.3: Separacion de fases de n-hexano (3mL), tolueno (1mL) y perfluorometilciclohexano

(3mL) en funcién de la temperatura.
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Para que los reactivos o sustratos organicos sean solubles en los disolventes
perfluorados apolares, es necesario compensar la polaridad de los grupos funcionales
que interaccionan con los disolventes organicos no-fluorosos. Unas estructuras muy
efectivas son las cadenas perfluoroalquiladas lineales o ramificadas que contengan un
numero alto de atomos de carbono. A este tipo de cadenas se las denomina “ponytails”.
Normalmente se suelen insertar dos o tres metilenos entre las cadenas perfluoradas
(“ponytails”) y los grupos funcionales para disminuir el efecto electroatrayente de
dichas cadenas y que no afecten a la reactividad de los grupos funcionales. Un ejemplo
de este tipo de reactivos es la fosfina P[CH,CH,(CF;)sCFs]s que constituye el
equivalente fluorosos de la trifenilfosfina o la tributilfosfina (Figura 1. 4).

e

Rf
Rf = CGF13

Figura 1. 4: Estructura de una fosfina fluorosa con cadenas tipo “ponytail” en la que los
grupos perfluorados Rf proporcionan afinidad por el disolvente perfluorado y los
espaciadores etileno mantienen la capacidad ligante del &tomo de fésforo.

Las reacciones FBS® realizadas marcando fluorosamente (“fluorous labeling” o
“phase tagging”) alguno de los reactivos, productos o catalizadores de una reaccion,
permiten que, al término de la misma dicho componente fluoroso pueda ser separado
facilmente del resto de sustratos. El producto marcado queda inmovilizado en la fase
fluorosa facilitando la purificacion del crudo de reaccion (ver Figura 1.5).

& Para consultar revisiones relacionadas con el tema: a) B. Collins, Angew. Chem. Int. Ed. Engl.,
1997, 36, 2057-2059. b) D. P. Curran, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1998, 37, 1174-1196. c) |.
T. Horvéth, Acc. Chem. Res., 1998, 31, 641-650. d) E. de Wolf, G. van Koten, B. -J. Deelman,
Chem. Soc. Rev., 1999, 28, 37-41.
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. Reaccion
Sustrato@ + Reactivo ——» Producto-@ + Subproducto

— Subproducto
Reactivo

(B) iy
Reaccion

Sustrato  + Reacn’vo@ — > Producto + Subproducto@

Producto
R

L%

Reactivo

Disolvente organico . Disolvente fluoroso

Figura 1.5: Esquema de purificacion de productos mediante la técnica de marcadores de fase.

Si ademaés se afiade el hecho de que utilizando algunas mezclas concretas de
disolventes a ciertas temperaturas la disolucion es homogeénea, nos encontramos frente
de un sistema que tiene las ventajas de las reacciones sobre soporte sélido en cuanto a
purificacién de productos se refiere, y que tiene la misma reactividad que un sistema
homogéneo. Ademéas como los sustratos no estan atrapados en fase sélida, se facilita

mucho el anélisis de la reaccion.

1.1.1.2 Reacciones cataliticas (“Catalisis Fluorosa”) y reacciones estequiométricas

(“Sintesis Fluorosa”)

Tanto Vogt en su tesis doctoral, como Horvath y Rabai describieron reacciones
cataliticas (ver Figura 1.6). El reactivo marcado fluorosamente era el catalizador de la
reaccion y una vez terminada ésta, quedaba inmovilizado en la fase fluorosa pudiendo
ser separado de los productos con una simple extraccion. El catalizador era reutilizado

simplemente afiadiendo mas disolvente organico con los productos de partida.
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Calentar : Enfriar
e Mezcla de _— Reactivos
reaccion L ‘
p/ -

Tolueno

. Disolvente fluoroso

Figura 1.6: Principio de la catalisis fluorosa bifasica

Horvath y Rabai desarrollaron una reaccién de hidroformilacién® mediante
catalizador de rodio perfluorado de formula: HRh(CO){P[(CH,).(CF,)sCFs]s}s. El
medio fluoroso es idéneo para esta reaccion en la que tanto los productos de partida

como los productos finales son muy apolares.

HRh(CO){P[CH,-CH-(CF2)s-CFala}s o) O

R*X +CO + H R
Disolvente Bifasico Fluoroso RV&H H

Catalizadores similares han sido descritos (ver Figura 1.7) en reacciones de
hidroboracién,°
Wilkinson (CIRh{P[CH,CH(CF;)sCF3]s}3). O catalizadores fluorosos de Zn para la

formacion de enlaces C-C, ™ incluso los anélogos fluorados del BINOL para sintetizar

en la que se utilizaba el equivalente fluorado del catalizador de

catalizadores de Ti(IV)* utilizados en alilaciones de benzaldehidos con

°|. T. Horvéath, G. Kiss, R. A. Cook, J. E. Bond, P. A. Stevens, J. Rabai, E. M. Mozeleski, J. Am.
Chem. Soc., 1998, 120, 3133-3143.

10°3.J. Juliette, I. T. Horvéth, J. A. Gladysz, Angew., Chem., Int., Ed., Engl., 1997, 36, 1610-
1612.

' H. Kleijn, E. Rijnberg, J. T. B. H Jastrzebski, G. van Koten, Org. Lett., 1999, 1, 853-855.

2Y-Y Yin, G. Zhao, Z-S Qian, W-XYin, J. Fluorine Chem, 2003, 120, 117-120.
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aliltributilestafio. Nakamura'® también describié un ligando similar al BINOL que
utilizaba para formar un complejo de Ti que cataliza adiciones de dietilzinc a aldehidos
aromaticos. En el mismo articulo describe los ligandos analogos de BINAP que utiliza

en la reaccion de Heck formando el correspondiente complejo de Pd.

CIRh{P[CH,CH,(CF,)5-CF3]3}3
TOernO/CF3C6F11
\S =
Y,
ChnFn+1)(CH2)2 NR3
S*ZQ OH
Et,Zn + PhCHO Et I\Et
Hexane/CF;CgF14
e.e 72-94%
— 1 0,
o Rf-BINOL/Ti(20 mml%) OH
)k + Bussn/\/ R
Ph H Hex./FC-72 Ph™ X
Rf e.e. 76-85%
Rf-BINOL OO
Rf= C6F13 OH
Rf= C8F17 o = ‘ OH
N
Rf X
Ligando
Pd(OAc),
+ (0] + (@]
@) 0
Cl 40°C cl cl
e.e. 90-93% e.e. sin determinar
~
Ligando= PPh;

' l _PPh,
(F13C6CH,CH,)3Si ! g

Figura 1.7: Algunos ejemplos de reacciones cataliticas fluorosas.

3y, Nakamura, S. Takeuchi, Y. Ohgo, J. Fluorine Chem., 2003, 120, 121-129.
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En todas estas reacciones, los reactivos eran compuestos apolares compatibles
con los catalizadores fluorosos (muy apolares). Sin embargo cuando el catalizador es
polar como el catalizador de Wilkinson se necesitan 117 atomos de flior para su
solubilizacion. Este es un nimero demasiado elevado de cadenas fluorosas si el reactivo

no es recuperado completamente.

Los primeros ejemplos de reacciones estequiométricas descritas en medios
fluorosos también se llevaron a cabo con compuestos apolares que no necesitaban un
namero excesivo de atomos de fllor para su solubilizacion, como es el caso de la
cicloadicién de nitroderivados a alquenos descrita por Curran.™* Cuando esta reaccion se
lleva a cabo sin marcadores fluorosos generalmente requiere procesos cromatograficos
para la purificacién del producto. Sin embargo, marcando el alcohol alilico de partida,

(ver Figura 1.8) la purificacion se realiza mediante extracciones consecutivas.

1) NEt/THF _
/\/OH + BrSi(CH,CH,CgF13)3 /\/OSI(CHZCH2C6F13)3
2) Extraccion FBS

1) RCNO
2) Extraccion FBS

[\fio 1) HF.piridina [\fio
R)\AVOH 2) ExtraccionFBS R OSI(CH,CH,CeF13)s

Figura 1.8: Esquema de una reaccién de sintesis fluorosa.

En otro ejemplo similar se describe la adicion de un reactivo de Grignard sobre
un aldehido. (ver Figura 1.9). En este caso, las extracciones se realizan en sistema

trifasico organico/acuoso/fluoroso.

Y A. Studer, S. Hadida, R. Ferrito, S-Y Kim, P. Jeger, P. Wipf, D. P. Curran, Science, 1997, 275,
823-826.
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O a) Reaccion O—Si 2) CsF OH
s

H T RzMgBr > Rl R2 H1/1\R2

b) BrSi@ b) Extraccion
trifasica

¢) Extraccion
trifasica

Disolvente organico Agua

. Disolvente fluoroso

BrSi{RE) = Br-SiCH.CH.CoF 19);

Figura 1.9: Ejemplo de una reaccion con extraccion trifasica organica/acuosa/fluorosa.

1.1.1.3 Sintesis fluorosa con marcadores perfluorados grandes y pequefios;
economia de atomo

Conforme se iban explorando reacciones estequiométricas fluorosas con
sustratos o reactivos cada vez mas polares se observd, que al igual que ocurria con la
sintesis de catalizadores polares, el nimero de &tomos de fllor necesarios para lograr la

solubilidad en medios fluorosos se volvia inaceptablemente elevado.

Un ejemplo de ello es la extraccién fluorosa de las ureas resultantes de la
reaccion de aminas con exceso de isocianato “fluorous scavenging”. La estrategia
descrita por Curran™ consiste en atrapar el isocianato sobrante con aminas fluorosas

conteniendo 39 y 78 atomos de fluor, respectivamente (Ver Figura 1.10).

B, Linclau, A. K. Sing, D. P. Curran, J. Org. Chem., 1999, 64, 2835-2842.
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o)
a) Reaccion R'HN-C-NH-R?

b) Amina—@ ]

R'NH, + R2N=C=0 (exc)

% \. 0

R'HN-C-NH-R?
R?N=C=0

Disolvente organico ‘ Disolvente fluoroso
(F13C6CHoCH3Si)3~_~_NH,

Amma@ = H

( F1 3C6CHQCHQSi)3 \/\/ N \/\/ Sl(C HQCH2C6F1 3)3

Figura 1.10: Purificacion de ureas por extraccion fluorosa mediante atrapamiento del isocianato

sobrante con aminas fluorosas.

Al intentar separar por extraccion las ureas resultantes, solo las de 6 cadenas
fluorosas (78 atomos de flior por molécula) daban buenos coeficientes de reparto.
Aunque este método sélo marca los excesos de reactivos necesita una gran cantidad de
cadenas fluorosas para ser eficiente. Ademas, en reacciones de varios pasos, se

necesitaria ir marcando fluorosamente los subproductos en cada etapa.

Como puede verse, el empleo de derivados fluorosos para llevar a cabo
reacciones estequiométricas con compuestos polares supone un gran desperdicio de
atomos de fldor y, ademas, la preparacion de los propios reactivos fluorosos no era una
tarea facil. Al fin y al cabo, la introduccion de un nimero tan alto de cadenas fluorosas

asemeja este método a la sintesis en fase sélida.

Este conjunto de hechos conduce a lo que podriamos denominar como la

contraposicion inmovilizacion/reactividad (ver Figura 1.11). Cuando se realizan
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reacciones FBS con reactivos fluorosos poco fluorados (“light fluorous tags”) se facilita
la sintesis. Estos reactivos son més solubles en los disolventes orgénicos habituales y
por lo tanto su reactividad también es mayor en comparacion a la de los reactivos muy
fluorados(A); la reaccién tendera a darse en la fase organica, pareciéndose asi mas a un
sistema homogéneo. Sin embargo, a la hora de la purificacion, el coeficiente de reparto
es bajo, y es muy probable (B) que parte de los subproductos fluorosos (sub-Rf) queden

en la fase organica.

Para obtener coeficientes de reparto lo suficientemente altos que permitan una
buena purificacion (D), es necesario que el nimero de cadenas perfluoradas sea mayor.
Pero al ser la solubilidad de estos compuestos en los disolventes organicos polares
mucho menor, la reaccion (C) tendera a darse en la interfase entre los dos disolventes,

asemejandose la reaccion a una en fase solida y sera mas lenta.

Obviamente, resultaria de gran interés el desarrollo de una metodologia que
permitiese emplear reactivos de cadena fluorosa ligera que reaccionasen rapidamente
(como en A) vy, al mismo tiempo, diesen subproductos que se separasen eficientemente

(como en D).
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) Reaccion
Sustrato  + Reactwo—@ —— Producto + Subproducto@

Reaccion: rapida Separacion: mala

Sustrato Producto
Reactivo@
L2
RN
_——
Disolvente organico @ Cadena fluorosa ligera (C4F 3), (n<3)

. Disolvente fluoroso Cadena fluorosa pesada (CgFy3), (n>3)

Figura 1.11: Al aumentar el ndmero de cadenas fluorosas se mejora la separacion del

subproducto pero disminuye la velocidad de reaccion.

1.1.1.4 Cromatografia fluorosa

Una posible solucién al problema anterior consiste en extracciones sobre fase
sélida de gel de silice fluorosa.'® El gel de silice fluoroso se describié en los afios 80 y
se utiliza ocasionalmente para separaciones de compuestos polares y apolares que
contengan atomos de fldor. A mayor nimero de atomos de fltor la retencion en la
columna aumenta. No es necesario que los productos sean solubles en disolventes
fluorosos. El simple hecho de contener una cadena fluorosa es suficiente para que la

retencion en la columna sea completamente diferente a los compuestos no fluorosos.

16°2) D. P. Curran, S. Hadida, M. He, J. Org. Chem., 1997, 62, 6714-6715. b) D. P. Curran, Z.
Luo, J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 9069-9072. ¢)D. P. Curran, Synlett, 2001, 1488-1496.
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Para ilustrar la aplicacion de este método de purificacién, Curran'® sintetizé
amidas conteniendo una Unica cadena perfluorada de diferentes longitudes y las separo
por columna de fase reversa fluorosa. Estos compuestos con una Unica cadena fluorosa
son tan polares que no se disuelven en absoluto en disolventes como el
perfluorohexano, y al intentar medir sus coeficientes de reparto entre CH,Cl, y FC-72
(mezcla de hexanos perfluorados), no se observan trazas de los compuestos perfluorados
en el FC-72. Sin embargo, a la hora de separar estos compuestos mediante una columna
fluorosa utilizando un gradiente de disolvente MeOH/H,O a MeOH, es posible separar

aminoacidos de cadenas perfluoradas de férmula CH,CH,CF2n+1 (n=3-10).

Ih Id
Ril = CaFy CeFyy
3.3min &7

,,h.,,._
my
Yo
=
%

(O~
i Ia-i

0 min 30 min
80% MeDH 1008 MaCH
20% HyO

! J" 1 |
Ia Ic Ie If Ig Th i
Rf = CyHyg CyFy  CgFys CiFys CgFyy CoFip Cogfay
2.6 min 4.6 .7 13.5 17.7 22.0 26.0

Figura 1. 12: Separacion cromatgrafica de la mezcla de amidas la-i en una
columna Fluofix 120E.
En trabajos posteriores se han descrito diferentes “scavengers” fluorosos ttiles
en sintesis peptidica tales como tioles (F13Cs-CH,-CH,SH),Y” anélogos de la Chz
(CeF13-CH,-CH,-CgH4-CH,-0-CO-)*8 y del Boc (CgF17-CH,-CH,-C(CHg)-0-CO-)- u

otros para atrapar no sélo electréfilos, sino nucleéfilos.?

"W. Zhang, D. P. Curran, C. H-T Chen, Tetrahedrom, 2002, 58, 3871-3875.

8 D. P. Curran, M. Amatore, D. Guthrie, M. Campbell, E. Go, Z. Luo, J. Org, Chem., 2003, 68,
4643-4647.

7. Lou, J. Williams, R. W. Read, D. P. Curran, J. Org. Chem., 2001, 66, 4261-4266.

% C. W. Lindsley, Z. Zhao, W. H. Leister, Tetrahedron Lett., 2002, 43, 4225-4228.
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Por dltimo, en un intento de adaptar la sintesis fluorosa a la quimica
combinatoria, Curran ha descrito una sintesis paralela denominada “fluorous mixture
synthesis” (o sintesis fluorosa de mezclas).?* (Ver Figura 1.13) La técnica consiste en el
marcado fluoroso de una coleccion de sustratos, llevar a cabo las reacciones, separar los
productos marcados mediante cromatografia fluorosa inversa y, por ultimo, liberarlos.

Esto permite hacer quimiotecas de hasta 100 productos de una sola vez.

Marcar y

mezclar Separar Liberar
st B Rf'-p p
. \ m pasos silica .
" sintéticos - o fluorosa
/ RfiS™..... Rf'S RfP-.....( Rf'P _—
s" Rf"-P" p"

Figura 1.13: Sintesis fluorosa de mezclas. n sustratos son marcados y mezclados. Se llevan a cabo m
pasos sintéticos (en lugar de m X n pasos). Los productos marcados son separados mediante silica

fluorosa. Por Gltimo se liberan los productos puros.

A pesar de los indudables avances logrados, estos métodos no cumplen la
filosofia inicial de facilitar la purificacién evitando el empleo de cromatografia. Al
contrario, no sélo complican la sintesis por necesitar mas reacciones para poder marcar
los reactivos con el marcador de fase, sino que al final se vuelve a emplear

cromatografia para la purificacion.
1.1.2 Hipotesis

1.1.2.1 Puentes de hidrégeno amida-acido perfluorocarboxilico como via de

solubilizacion en fases fluorosas

Esta descrito en la bibliografia® que la urea forma estructuras cristalinas

mediante puentes de hidrégeno con diferentes acidos carboxilicos aromaticos y

21 d) Z. Luo, Q. Zhang, Y. Oderaotoshi, D. P. Curran, Science, 2001, 291, 1766-1769.

2 G. Smith, K. E. Baldry, K. A. Byriel, C. H. L. Kennard, Aust. J. Chem., 1997, 50, 727-736.
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alifaticos insaturados en estado sélido.?* En estas condiciones, la urea forma diversos
puentes de hidrégeno ciclicos de ocho eslabones que pueden ser diméricos, triméricos y

tetraméricos (ver Figura 1.14).

H
\ H
H N—H, ‘
N < H N—H_
H/N«O OVN/H N
“H-N H H O, »R
Y H-O
Dimero urea-urea Dimero urea-acido
R
o~
H O
o H Lo
H-N_ _N—-H H N-H--0  H

R™ O 0" R Lo
o) /H
pae!
R
Trimero acido-urea-acido Tetramero acido-urea-urea-acido

Figura 1.14: Interacciones de puentes de hidrogeno entre moléculas de urea y &acidos

carboxilicos.

También se han descrito interacciones de este tipo entre acidos perfluorados y
poliamidas, como el Nylon.* Es conocido que la autoagregacién que sufren compuestos
polares como ureas, poliamidas o péptidos es lo que los hace insolubles en medios
apolares. EI Nylon, por ejemplo, que es soluble en trifluoroetanol, cristaliza al afadir
acido perfluoroglutarico debido a que éste es capaz de romper la interaccién amida-
amida homomolecular mediante los grupos carboxilicos dando una especie cristalina. Al
afiadir acido glutarico sin embargo, no se forma el aducto. Esto significa que la
interaccion de puentes de hidrégeno es especialmente fuerte cuando el &cido es

perfluorado y el disolvente también lo es.

% G. Smith, K. E. Baldry, K. A. Byriel, C. H. L. Kennard, Aust. J. Chem., 1997, 50, 1021-1025.

243, M. Aharoni, E. Wasserman, Macromolecules, 1982, 15, 20-25.
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o f, OH HO,C-CF,-CF,-CF,—CO,H
o F3C-CH,-OH

Figura 1.15: Interaccion de moléculas de poliamida con acido perfluoroglutarico

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados y constatando la inexistencia
de métodos para incorporar moléculas con enlaces amida (y mas particularmente
péptidos) a los medios fluorosos sin recurrir a la formacién de derivados covalentes
altamente fluorados, nosotros pensamos que la formacion de puentes de hidrogeno
amida/acido carboxilico podria ser una estrategia Gtil para lograr dicha incorporacién de

manera mucho mas sencilla.

Nuestra aproximacién se basa en la hipotesis de que la presencia de una cadena
perfluorada en el &cido carboxilico (RFCO,H) podria favorecer la formacion de puentes
de hidrégeno heteromoleculares amida/acido (Figura 1. 16, ruta A) frente a los
homomoleculares amida/amida 6 acido/acido (ruta B) cuando los equilibrios entre
dichos compuestos tienen lugar en un disolvente fluoroso. Si, ademas, las interacciones
de Van der Waals entre las cadenas perfluoradas de dichos complejos amida/acido y el
disolvente fluoroso fueran lo suficientemente intensas, podria esperarse una disolucién
del complejo resultante (ruta A) frente a la autoagreacion (ruta B) que conduce la

insolubilidad de las amidas.
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Disolvente

P& I f
A R2 uoroso )
= 2 RN [ X —— DISOLUCION

i [ 1 [ o ]
R N HO Rf) i
Y Ji SR )L ,R3 ( Disolvente

R N R "N
B H H fluoroso
S - -- » PRECIPITADO
I X
REC SOH | HO™ \Rf

Figura 1. 16: Representacidn esquematica de la interaccion amida/acido en un medio fluoroso. A:
la interaccién combinada de un &cido perfluorado y un disolvente fluoroso ayudan a disolver el
complejo amida/acido. B: cuando s6lo se producen interacciones homomoleculares, se favorece la
autoagregacion de la amida.

De confirmarse esta hipotesis, seria posible provocar la migracion de un
compuesto amidico (amida, péptido, urea, etc...) a una fase liquida fluorosa desde una
fase solida o incluso desde una disolucion organica convencional no fluorosa mediante
la simple adicién de una acido carboxilico perfluorado, sin recurrir a la formacién de
derivados covalentes marcados con largas cadenas fluoradas. También podria permitir
realizar operaciones similares empleando compuestos amidicos con marcadores
fluorosos covalentes mucho mas reducidos que los empleados hasta la fecha.
Finalmente, seria esperable que compuestos amidicos marcados con diferentes grados
de fluoracion tuviesen un comportamiento diferente frente a los acidos perfluorados en
medio fluoroso, abriendo el camino al desarrollo de procedimientos de purificacion de

amidas, péptidos, etc... mediante sencillas técnicas extractivas no cromatograficas.

1.1.3 Objetivos

Para intentar confirmar experimentalmente la hipétesis antedicha e ilustrar su

aplicabilidad como técnica de purificacion extractiva en la sintesis de péptidos, nos
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propusimos alcanzar los siguientes objetivos:

1.- Preparar una serie de amidas, aminoésteres, ureas y carbamatos de
diferentes grados de fluoracion mediante la introduccién de una o dos cadenas fluorosas

empleando reacciones sencillas de acilacion de aminas o alcoholes perfluorados.

0 0
r R
Rl)L ,I\r@ > Rl)l\x Hy
H
0
,}r e x ¥ H2
H
H H
RJ/N\|/‘LO — R \|)LOH * HO
R? R?
2.- Determinar gravimétricamente las solubilidades de los compuestos

amidicos preparados en disolventes perfluorados tras la adicion de cantidades variables
de &cidos carboxilicos perfluorados. Asimismo, identificar los pares amida/acido que
presenten interacciones mas estables y los grados de fluoracion minimos de los
compuestos amidicos necesarios para gque tengan lugar extracciones sélido/liquido y

liquido/liquido de manera eficiente.

‘ Disolvente fluoroso
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3.- Desarrollar un método de separacion extractiva de los productos de una
sintesis peptidica para ilustrar la formacién de puentes de hidrogeno selectivos entre
acidos carboxilicos perfluorados y compuestos amidicos de diferente grado de

fluoracion.

4.- Llevar a cabo un estudio espectroscopico mediante técnicas de IR y
RMN para intentar establecer con la mayor precision posible la naturaleza de los

puentes de hidrégeno amida/acido en disoluciones fluorosas y organicas.
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1.2 RESULTADOS Y DISCUSION

1.2.1 SOLUBILIZACION DE COMPUESTOS AMIDICOS,
AMINOACIDOS Y PEPTIDOS EN MEDIOS FLUOROSOS
MEDIANTE PUENTES DE HIDROGENO

1.2.1.1 Antecedentes y planteamiento

Para estudiar las posibles interacciones de puentes de hidrogeno entre un acido
carboxilico fluoroso y compuestos polares amidicos en medios apolares era necesario
sintetizar compuestos modelos sencillos de diferente grado de fluoracién y con distintos
tipos de enlaces amida de forma que nos dieran una informacion clara y répida de las

interacciones estudiadas.

Primeramente planteamos sintetizar compuestos con un unico enlace amidico,
con una o dos cadenas fluoradas. Para ello pesamos acetilar una amina fluorada, o
formar un enlace amidico entre un &cido fluoroso y una amina fluorada. Seleccionamos
para ello la octilamina con 6 4&tomos de carbono perfluorados descrita por Cambon,” y
acetilarla con anhidrido acético, o bien hacerla reaccionar con un &cido fluoroso con al

menos dos metilenos espaciadores.

H

Rf WNj{

O

H

- /\/NT(\ Rf

o

También planteamos la sintesis de aminoacidos con una cadena fluorosa
mediante simple esterificacion con un alcohol fluoroso comercial, o de un dipéptido

para poder estudiar compuestos con mas de un enlace amidico:

% H. Trabelsi, F. Szonyi, N. Michelangeli, A. Cambon, J. Fluorine Chem., 1994, 69, 115-117.



28 Capitulo 1: Modulacién de puentes de hidrégeno intermoleculares en medios fluorosos
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H R, H
2 2

Por altimo nos planteamos sintetizar un derivado fluoroso de la hidracina a partir
del cloroformiato correspondiente y una urea con dos cadenas fluorosas haciendo

reaccionar una amina fluorosa con trifosgeno.

o_ _Cl H
OH Rf T O._ _N. Rf
Rf N e —— Y _— Rf N Y N)LO/\/
o} o H
H H
iy > NH2 Rf /VNYN\/\Rf
o}

En todos los casos nos propusimos emplear cadenas fluorosas de tipo “ponytail”
de 6 u 8 atomos de carbono fluorados con dos metilenos espaciadores para evitar una

alteracion excesiva de la electronegatividad de los grupos amida estudiados.

Por otra parte los criterios seguidos para seleccionar los acidos carboxilicos
fueron: a) la longitud de la cadena perfluorada para regular la afinidad por el medio
fluoroso y b) la presencia o ausencia de espaciadores de metileno para regular la acidez

del grupo carboxilo.

O O

Rf kOH Rf VkOH

Finalmente, el disolvente fluoroso seleccionado fue el perfluorohexano.

Con este conjunto de amidas, péptidos y acidos fluorosos pasariamos a realizar
los experimentos de solubilizacion de diferentes pares amida-acido para evaluar
cualitativamente mediante gravimetria el nimero minimo de atomos de flior necesarios

para arrastrar los diferentes tipos de compuestos a la fase fluorosa, y de este modo
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seleccionar aquellos susceptibles de tener aplicaciones practicas en metodologias de
purificacion por extraccion FBS.

1.2.1.2 Sintesis de compuestos amidicos polifluorados

Los diferentes compuestos amidicos indicados anteriormente fueron preparados

de acuerdo con las reacciones mostradas en la Figura 1. 17:

. 88% . 83% o)
d) F13C6\/\N)'LN/\/C6F13
H H
4
CoF ¢ 0 D o N i CoF
N 6M18 ————— —_— N ~ N ~6M13
HO CgF F N (@]
5 6 7
; (0]
9) o h), 1)
F17CS/\/\OH /\)k —— F17C8/\)LN/\/C6F13
75% F17Csg OH 61% o
8 9 10

Figura 1. 17: a) NaN; (2 eq.), Aliquat 336 (0.05 eg.), H,O, 90°C, 16h, b) Pd/C (20%), 10 atm., H,,
Et,0, 16h, c) Ac,0 (1.5 eq.), CH,CI,, t. a., 2h, d) (CI,C0O),CO (2 eq.), NaOH (6 eq.), CH,Cl,, 5 h, e)
(ClI3C0),CO (1.2 eq.), Piridina (1.07 eq.), CH,Cl,, f) H,N-NH,-H,0 (1 eq.), piridina (2 eq.), CH,ClI,,
0°C-t.a., 16h g) NalO, (4.1 eq.), RuCls-H,0 (cat.), H,O/CH3;CN/EtOAc, t.a., 2h h) (COCI), (1.4 eq.),
DMF (cat.), CH,Cl,, 0°-20° C, 14h, i) F13CsCH,CH,NH, (1) (1 eq.), Et;N (1.5 eq.), CH,Cl,, 0°C- t.a.,
16h,.

La sintesis de la amida 3 y de la urea 4 portadoras respectivamente de uno y dos
grupos fluorados se levaron a cabo a partir de la 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilamina 2.

Partiendo del yoduro de 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo 1 se prepard en primer lugar la
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correspondiente azida perfluorada con azida sédica y un agente de transferencia de fase
mediante el método descrito por Cambon?® y ésta se redujo con Pd sobre carbono en
atmosfera de H,. Una vez formada la amina perfluorada ésta se acetilé con anhidrido
acetico para dar el compuesto 3 con un rendimiento del 57% (cuyo espectro se muestra
en la Figura 1. 18), o bien hacerla reaccionar con trifosgeno en medio basico para
formar la urea 4%° cuyo espectro de masas dio un pico masico correcto de m/z = 753
(Peso molecular 752.24 Dalton).

O
2
FlSCG\/\Nk
1 4
H
3
3
4
2
1
3
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

(ppm)

Figura 1. 18: Espectro de *H-RMN de la acetamida fluorosa 3 en CDClL.

El derivado de la hidracina 7 (cuyo espectro de *H-RMN en CDCl; se muestra
en la Figura 1. 19, y cuyo espectro de masas dio el pico masico esperado m/z =812) se
sintetiz0 con un rendimiento global del 72% formando el cloroformiato de

1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo y haciéndolo reaccionar con hidracina.

Para poder sintetizar la amida con dos cadenas fluorosas fue necesario preparar

un &cido fluoroso no comercial que tuviera metilenos espaciadores entre la cadena

% A Correa, J-N Denis, A. E. Greene, Synth. Comunm., 1991, 21, 1-9.
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fluorosa y el &cido carboxilico 9. Para ello se oxidé el alcohol 8 con peryodato sodico y
tricloruro de rutenio, siguiendo el método descrito por Prashad.’” De este modo se
prepar6 el compuesto 10 haciendo reaccionar el cloruro del &cido 2H,2H,3H,3H-
perfluoroundecandico y la 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilamina en presencia de
trietilamina. El espectro de 'H-RMN en CDCl; mostré sefiales similares a los casos
anteriores, apareciendo los dos multipletes correspondientes a los metilenos contiguos a
las cadenas fluorosas a 2,4 y 2,5 ppm, un triplete a 2,5 ppm correspondiente al metileno
situado junto al NH, y un cuadruplete a 3,62 ppm correspondiente al metileno unido al
grupo carbonilo. EI NH dio una sefial a 5.9 ppm y en este caso también el pico masico
obtenido en el espectro de masas fue el esperado (m/z = 837)

3 (@]
H
1
o N CgF
F13Ce Y \NJ\O/\/ 6713
o) H
7
2
1
H,0
3
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\‘\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
(ppm)

Figura 1. 19: Espectro de *H-RMN de la N,N’-dialcoxicarbonil hidracina fluorosa 7 en CDCls.

?73) P. H. J. Carlsen, T. Katsuki, V. S. Martin, K. B. Sharpless, J. Org. Chem., 1981, 46, 3936,
b) M. T. Ndfez, V. S. Martin, J. Org. Chem., 1990, 55, 1928-1932. ¢) M. Prashad, Synth.
Commun., 1999, 29, 2937-2942.
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Una vez preparados los compuestos amidicos mas sencillos, pasamos a sintetizar
los derivados de aminodcidos conteniendo una cadena fluorosa. En concreto, se
seleccionaron la N-acetil-(L)-fenilalanina 13 y el dipéptido protegido N-acetil-(L)-

valina-(L)-fenilalanina 14.

H o
b), €)
Ph 57% 13
—— = Bn_ O
Cbz-NH™ ~CO,H 87% o H/Y \/\C5F13
@]

11 15 ). €). 0.9
40%
O

Ph
H
Y " Jk N %(O\/\CGF13
o) H o

N

14

Figura 1. 20: a) EDC (1.4 eq.), HOBT (1 eq.), F13Cs-C,H,;-OH (1.1 eq.), CH,CI,/DMF, t.a., 18h, b) H,,
10% Pd/C, EtOH, t.a., 16h, c) AcCl (1.5 eq.), EtsN (2 eq.), CH,Cl,, 0°C, 2h, d) H,, 10% Pd/c, EtOH, t.a.,
16h, e) Chz-Val-OH (1 eq.), EDC (1.4 eq.), HOBT (1 eq.), CH,CI,/DMF, t.a., 16h, f) H,, 10% Pd/C,
EtOH, t.a., 16h, g) Ac,0 (2 eq.), CH,CI,, t.a., 2h.

Primeramente se esterifico la Cbz-(L)-fenilalanina 11 con 1H,1H,2H,2H-
perfluorooctanol 5 utilizando el sistema clasico EDC/HOBT obteniéndose el éster
fluoroso 12 con un 87% de rendimiento. Una vez desprotegido el carbamato bencilico
por hidrogenolisis se obtuvo el aminoéster intermedio de modo cuantitativo. Su
acetilacion con cloruro de acetilo en medio basico dio lugar al producto 13 (cuyo
espectro de ‘H-RMN se muestra a continuacién), con un rendimiento del 57%, y su
acoplamiento con Chz-Val-OH proporciond el dipéptido intermedio con un rendimiento

del 91%, que tras una hidrogenolisis seguida de acetilacion con anhidrido acético,
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proporciond el dipéptido deseado 14 con un rendimiento no optimizado del 44%
(rendimiento global del 40%) (ver Figura 1. 22).
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Figura 1. 21: Espectro de "H-RMN del éster fluoroso de la N-acetil-fenilalanina 13 en CDCls.
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Figura 1. 22: Espectro de *H-RMN del dipéptido fluoroso 14 en CDCls.
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1.2.1.3 Estudios de solubilidad de compuestos amidicos y peptidicos en medios

fluorosos

1.2.1.3.1 Determinacion gravimétrica

Una vez sintetizados todos los compuestos se compararon sus solubilidades a
25°C en perfluorohexano y en diclorometano. La determinacion se realizdé por

gravimetria de los residuos solidos resultantes de evaporar volumenes conocidos de

disolucién.

Tabla 1. 1 Solubilidad de los compuestos amidicos y péptidos

Compuesto Disolvente Solubilidad  Solubilidad
(%) (M)
o] CeF1s 0.8 % 3.2x 102 M
F13C6\/\Nk
H CH,Cl, >20 % >7.0x10M
3
o) CeF1s 0.1 % 22x10°M
F13CG\/\NkN/\/C6F13
H H CH,CI,? 0.3 % 6.6 X 10°M
4
H i CeF1s 0.01 % <10* M
F13C6 OTN\N O/\/C6F13
o) 7” CH,Cl, 0.1 % 25x10°M
o] CoF14 1.4 % 2.8%x10°M
F17C8/\)kN/\/C6F13
H CH,Cl, 1.3 % 2.2x10%M
10
o PN CoF1s 0.06 % 1.8x10° M
)LN/Q]/O\/\CGF13 3
Ho o CH,Cl, >28 % 70x10*M
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Ph CoF14 0.01 % <10*M

Y N % N O\/\CsFls

CH,Cl, > 26 % >77x10 M

14

a) Sorprendentemente, la urea 4 resultd ser soluble en éter etilico y en un disolvente tan polar
como el metanol, estas medidas no fueron cuantificadas.

Los compuestos con una Unica cadena fluorosa resultan ser unas 100 veces méas
solubles en diclorometano que en perfluorohexano (3, 13 y 14). Sorprendentemente, los
compuestos polares con dos cadenas fluorosas (4, 7 y 10) resultaron ser muy insolubles
en ambos disolventes. La escasa solubilidad de las amidas y péptidos fluorosos en
perfluorohexano supuso una confirmacion de la gran tendencia a la autoagregacion que
presentan dichas moléculas en medio fluoroso. En diclorometano, la autoagregacion es
mucho menor, y asi, compuestos con una cadena fluorosa son completamente solubles.
Compuestos con dos cadenas son lo suficientemente apolares como para no disolverse

en diclorometano.

Para poder probar si nuestra hipétesis era cierta; es decir, si un acido carboxilico
perfluorado podia ser capaz de romper esta autoagregacion y favorecer la solubilidad de
compuestos con dos cadenas fluorosas en perfluorohexano, utilizamos un &acido
carboxilico comercial: el acido perfluoroheptandico 15. Seleccionamos este acido ya
que al no tener espaciadores, podria ser lo suficientemente fuerte como para poder dar
puentes de hidrégeno con el grupo amida. Se midié por lo tanto la solubilidad de los
mismos compuestos 3,4,7,10,13 y 14 en perfluorohexano afiadiendo tantos equivalentes

de acido como grupos amida contuviera el compuesto en cuestion.
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Tabla 1. 2: Solubilidad de los compuestos 3,4,7,10,13 y 14 en perfluorohexano en

presencia de acido perfluoroheptandico (CgF13-CO,H)

Compuesto Eq. de acido Solubilidad en CgF14 (M)
o)
F13C
e Gwmk 1 >0.1M
3
o)
Flscewmkmw%% 1 >0.1M
4
P
o__N. CoF
FisCs™ Ty N7 0T 2 0.08 M
o)
7
o)
CoF
F1708Mkm/\/ o 1 >0.1M
10
Ph
0
)k O~
N CeF13 1 >0.1M
13
Ph
H O
N\)k O _
Ty N Cofa 2 >0.1M
= H .
O ~_ o]
14

Los resultados obtenidos

fueron asombrosos ya que una cantidad

estequiométrica de acido perfluoroheptandico aumenté la solubilidad de las amidas,

ureas, carbamatos y péptidos en todos los casos hasta en 1000 veces. Esta claro que el
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acido perfluoroheptandico es capaz de romper la autoagregacion por completo,
presumiblemente promoviendo puentes de hidrogeno heteromoleculares amida
fluorosa/acido fluoroso en lugar de los puentes homomoleculares responsables de la

autoagregacion e insolubilidad en medio fluoroso.

Visto que la inclusion de una Unica cadena fluorosa era suficiente para disolver
aminodcidos en perfluorohexano, exploramos cualitativamente la solubilidad de
diversos compuestos polares y proticos carentes de cualquier grupo fluoroso en
perfluorohexano Unicamente mediante la adicion de tantos equivalentes de acido

perfluoroheptandico como protones tuviese el aminoécido o péptido.

Tabla 1. 3: Ensayos de solubilizacién de derivados no fluorosos de aminoacidos

y péptidos en perfluorohexano mediante adicion de acido perfluoroheptandico®

Compuesto Eq. de acido Aspecto de la disolucién
BOC-Phe-OMg” 0 Dispersion del producto por el tubo
1 Disolucién parcial
2 Disolucion total
4 Disolucién total
10 Disolucion total
H-Phe-OH 0 No se observan sefiales en el espectro
2 Disolucion parcial, se pueden ver sefiales en el
espectro.
BOC-Phe-OH 0 No hay disolucion
2 Disolucion parcial que da sefiales en el
espectro.
H-Phe-OMe 0 El producto se dispersa por el tubo dando

sefales en el espectro, la disolucion es turbia.

2 Disolucién total
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CBZ-Ala-Phe-OMe 0 No se disuelve nada de producto
3 Disolucion parcial suficiente para adquirir
espectro.
CBZ-Ala-Val-OMe 0 No se disuelve nada de producto
3 Disolucion total.
Pro-Leu-Gly-NH, 0 No se disuelve nada de producto
4 Disolucion total.

a) En todos los casos se intent6 disolver 3 mg de aminoécido y &cido perfluoroheptandico en 0.5
mL de disolvente. Los ensayos se efectuaron en un tubo de RMN vy la solubilizacién se verifico
por registro del espectro de 1H-RMN. b) En el caso del éster metilico de la Boc-fenilalanina se fue
aumentando la concentracion del complejo con dos equivalentes de &cido y se llegd hasta una
concentracion 0.2 M del complejo.

En la tabla podemos ver cémo productos tan polares como los aminoacidos
libres se disuelven en perfluorohexano con la adicion de acido perfluoroheptandico.
Para verificar la formacién de disoluciones verdaderas se registraron espectros de ‘H-
RMN empleando perfluorohexano como disolvente (ver apartado 1.2.1.3.2, pag. 41).
Es tal la coordinacion del acido con los grupos amida que incluso compuestos tan
polares como el neuropéptido melanostatina (Prolina-Leucina-Glicina) se llega a
disolver en perfluorohexano, aunque en este caso fue necesario aplicar ultrasonidos

durante 30 min.
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Figura 1. 23: Espectro 'H-RMN de la melanostatina Pro-Leu-Gly-NH, (3 mg) en
perfluorohexano con 4 eq. de acido perfluoroheptandico.

Vistos los resultados obtenidos, quisimos comprobar si la coordinacion de
compuestos amidicos con el acido perfluoroheptanédico en perfluorohexano se mantenia
al afadir un disolvente polar como el acetonitrilo o diclorometano. Para ello, se
disolvieron las mezclas de amida y acido perfluoroheptandico en perfluorohexano y
acetonitrilo y tras separar las dos fases y evaporar los disolventes a presion reducida, se
adquirieron espectros de *H-RMN del residuo de cada fase. En los tres Gltimos casos de
la tabla, al afiadir acetonitrilo, tanto el péptido como el &cido pasaban completamente a
la fase del acetonitrilo. Tras evaporar el perfluorohexano, no quedaba residuo alguno de
péptido en la fase fluorosa. Para el caso del dipéptido de la alanina-valina, se realizo la
misma prueba entre diclorometano y perfluorohexano. En la fase del diclorometano se
encontr6 una mezcla de dipéptido y &cido. En la fase fluorosa sélo se detectd parte del
acido. Cuando se hizo la prueba en diclorometano y perfluorohexano con el derivado de
hidracina 7, el coeficiente de reparto entre ambas fases era de 90:10 (perfluorohexano:
diclorometano) y para el caso de la urea el coeficiente de reparto entre perfluorohexano
y diclorometano era de 99:1. En el caso de la urea también se midieron los coeficientes
de reparto en otros disolventes, pero ninguno de ellos dio tan buenos resultados como

con el diclorometano.
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Tabla 1. 4: Coeficientes de reparto de la urea 4 y la hidracina 7 entre
perfluorohexano y diferentes disolventes organicos en presencia de acido
perfluoroheptandico

H H H i
N_ N
FiaCs” ) Cofia Fygey Oy N o s

o) o H
4 7

| CeF15-COLH| 2 | CoF13-COLH|

P (CgF14/disolvente) P (CgF14/disolvente)
99/1 (CH,Cl,) 90/10 (CH,Cl,)

83/17 (CHCl,)
50/50 (THF (t.a.)
66/34 (THF (0°C))

90/10 (CH3CN)
Emulsion (DMF)

Asi pues, como conclusion de estos ensayos puede afirmarse que la coordinacién
del &cido perfluoroheptandico con los compuestos amidicos s6lo se da en un disolvente
altamente apolar como es el perfluorohexano. Cuando se afiade un disolvente polar, esta
coordinacion se rompe, a no ser que el compuesto amidico posea un gran numero de

grupos fluorosos.

Por ultimo, se intentd extender el método de solubilizacién en medios fluorosos
de moléculas polares mediante adicién de &cido perfluoroheptandico a compuestos no
amidicos y para ello se ensay6 la solubilidad de algunos compuestos carbonilicos y
hidroxilicos sencillos en condiciones idénticas a las empleadas anteriormente con

amidas y péptidos (Figura 1. 24).
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Figura 1. 24: Solubilidades de complejos de algunos compuestos comerciales

con &cido perfluoroheptandico en perfluorohexano.

En algunos de los casos estudiados se consiguieron concentraciones
sorprendentes. EI complejo formado por la glicerina y el acido por ejemplo, era

practicamente miscible en perfluorohexano.

Aunque se estudiaron mas ejemplos el estudio no fue los suficientemente
extenso como para obtener una regla general de la solubilizacion de los compuestos.
Asi, por ejemplo, la trietilamina se disuelve en perflurohexano sin acido a una
concentracion 0.06M, pero al afiadir el acido se forma la correspondiente sal que es
totalmente insoluble en perfluorohexano. Por otra parte, mientras la glicerina es

completamente soluble al afiadir el &cido, los aztcares como la glucosa no lo son.

1.2.1.3.2 Verificacion espectroscopica (RMN) de formacion de disoluciones

verdaderas

Para explorar cualitativamente las interacciones amida-acido
perfluoroheptandico en perfluorohexano y poderlas comparar con los otros disolventes
organicos, se penso en realizar espectros de RMN en ambos medios. Como disolvente
organico se selecciond el cloroformo deuterado, por su similitud con el diclorometano,

y perfluorohexano.
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T 'Z”.?III'Z__YI3

Cﬁ Fl4

W

Figura 1. 25: Tubo doble utilizado

Al ser el perfluorohexano un disolvente
exento de deuterio se utilizaron tubos dobles (ver
Figura 1. 25) para poder adquirir los espectros. El
CDClIj; servia simultdneamente para tener lock de
deuterio y actuaba como referencia externa por la
cantidad de CHCl3
disolvente deuterado comercial. De esta forma fue

residual contenido en el

posible adquirir espectros en perfluorohexano sin la

influencia de ningun otro disolvente.

A continuacion se comparan los espectros
'H-RMN del derivado de la fenilalanina (13) en
cloroformo deuterado y perfluorohexano, tanto

H 1 « =y ; =
para registrar los espectros 'H-RMN  pyros  como tras la  adicion de Aacido
en CgF -

or i perfluoroheptandico.
Ph
o 4 1
)J\ O\/\
{ N3 c 6 CeF13
H
2 13
5 4
J i L

Figura 1. 26: Espectros del compuesto 13 sin y con &cido perfluoroheptandico

en CDCIl; a concentracién 1 mM.
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Como se aprecia en los espectros, en cloroformo deuterado practicamente no hay
cambio al afiadir el acido. Solo se desplaza ligeramente la sefial del NH, y un poco

también el metilo.

X

NT Z2

Ph
4
o
36 Cefus
©13

Figura 1. 27: Espectros del compuesto 13 con y sin &cido perfluoroheptanoico en
perfluorohexano a concentracion 1 mM. Como el perfluorohexano no es de grado

espectroscopico contiene trazas de 1H-perfluorohexano que da un triplete a 6 ppm.

Cuando el mismo experimento se adquiere en perfluorohexano, el NH se
desplaza de 5.8 ppm a 6.6 ppm, las sefiales del metileno bencilico de la fenilalanina se
desdoblan sin acido y colapsan con acido. EI metilo también se desplaza en 0.2 ppm.
Asi pues, todo parece indicar que la asociacion de 13 con el acido es dependiente del

disolvente y que es mas intensa en perfluorohexano.

Para intentar esclarecer si el NH amidico de 13 tenia un efecto determinante en
la solubilidad por interaccion con acido perfluoroheptandico, preparamos el andlogo N-
metilado 20 (Figura 1. 28). Ademas, al comparar estos dos compuestos pensamos que

podriamos distinguir si la coordinacion que se daba era doble o no.
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El compuesto 20 se sintetizo de acuerdo con la secuencia de la Figura 1. 28:

o Ph O Ph o) Ph
a) b)
Bn_ OH
n. 1 on oy o Bn\o*NLmowcaFm
o N 61% I 5 57% |
16 17 18
c)j
Ph Ph
(0] d) o
)I\N O ~—— HN T CeFa
| CeF13 62% (I
(6]
20 19

Figura 1. 28: Esquema sintético del (S)-2-(N-acetil-N-metilamino)-3-fenilpropionato de
1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo 20. a) Mel (8 eq.), NaH (3 eq.), THF, 0°C-t.a., 24h, b) EDC
(1.4 eq.), HOBT (1 eq.), F13C4-CH,-CH,-OH (1.1 eq.), CH,Cl,, DMF, t.a., 18h, c) Pd/C

(10%), H,, EtOH, t.a., 3h, d) Ac,0 (2 eq.), CH,Cl,, 0°C, 2h

Primero se adquirieron

los espectros de disoluciones 3 mM del

N-

metilaminoéster 20 en cloroformo deuterado, tanto puro como conteniendo un

equivalente de acido perfluoroheptandico.

O 4 Ph 2
P 6 p
N 3 \/\C6F13
1 0
2 20
3 5 6
4
7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6
Ph
4 6
o + F13C-CO,H
)J\N 3 \5/\06 13 13%“6 2 2\
1 o)
2 20
6
S A
\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\.‘\‘M\‘\‘\’\)‘Mﬂk\\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘L\/‘\\j‘/\\ﬁdJ\‘\‘\
7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6
(opm)

Figura 1. 29: Espectro del compuesto 20 con y sin acido perfluoroheptanéico en CDCls, la

concentracion en ambos tubos es 3mM.
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En ambos espectros se aprecian los dos conformeros de 20 en torno al enlace
amidico en una proporcion aproximada de 6:1. Como la concentracion de uno de ellos
es baja so6lo se observan bien los dos metilos, aunque el resto de las sefiales también se
Ilegan a apreciar. El hecho de afiadir acido perfluoroheptandico no perturba en nada la

forma del espectro y no parece que interaccionen el &cido y el N-metilaminoéster.

o 4 Ph
P o2
N3 CeF13 1
1 | fe) 5
2 20
5
75 70 6.5 6.0 55 50 45 so 85 30 25 20
Ph
Py 6
(0] + F13C4-CO5H 2
N 3 T CeF g 1
1 \ S \
2 20
HF 6
"T75 7o T es 60 55 50 45 40 35 30 25 20

Figura 1. 30: Espectro *H-RMN del compuesto 20 con vy sin 4cido perfluoroheptandico

en perfluorohexano (3mM).

Cuando se registraron los espectros en perfluorohexano se aprecié una diferencia
entre el compuesto 13 y el compuesto 20. Como era de esperar en perfluorohexano la
solubilidad del compuesto 20 era mucho mayor puesto que al estar el nitrégeno amidico

alquilado se impide la autoagregacion.

El cambio observado en el espectro 'H-RMN al afiadir el A&cido
perfluoroheptandico resultd hasta cierto punto inesperado. En especial el cambio
experimentado por las sefiales del metino (H-3) y del metileno (H-4) de la fenilalanina.
El metino se desapantalla 0.5 ppm, y las sefiales del metileno al contrario que en el
espectro del compuesto 13, se separan mas (Figura 1. 27). Esta claro que en este caso

también hay coordinacion con el &cido. Teniendo en cuenta las sefiales perturbadas,



46 Capitulo 1: Modulacién de puentes de hidrégeno intermoleculares en medios fluorosos

parece que la coordinacion en este caso se da por el carbonilo del éster. En el caso del
compuesto 13, la sefial del metino se desplaza mucho menos (menos de 0.2 ppm) y el
metileno colapsa. En ese caso parece que la coordinacion se da por el carbonilo

amidico.

Estas primeras aproximaciones, aunque solo sea cualitativamente, nos dieron
una idea clara de lo fuerte que podian llegar a ser las interacciones de puentes de
hidrégeno en medios fluorosos. En el caso de compuestos con dos cadenas fluorosas,
sobre todo en el caso de la urea perfluorada 4, el compuesto pasaba de ser practicamente
insoluble en perfluorohexano a disolverse en concentraciones superiores a 0.1M.
Ademas, la interaccién era suficiente para poder arrastrar la urea por completo a la fase

fluorosa en una extraccién liquido-liquido con diclorometano como disolvente orgénico.

1.2.2 SINTESIS PEPTIDICA FLUOROSA ASISTIDA POR LA
FORMACION DE COMPLEJOS AMIDA-ACIDO PERFLUORO-
ALCANOICO

1.2.2.1 Antecedentes y plantamiento

Dados los resultados obtenidos en las pruebas de solubilizacién, pensamos
aplicar el método para la purificacion de productos en la sintesis de compuestos polares
en medios fluorosos. Nosotros optamos por un tipo de reaccién en la que el reactivo
pudiera ser reutilizado y que no fuera tan nefasto en términos de economia de atomo.
Teniendo en cuenta los buenos resultados obtenidos en la extraccion de la urea con
acido perfluoroheptandico en perfluorohexano podriamos aplicarlo como método de
extraccion en sintesis peptidica en medios fluorosos utilizando la carbodiimida fluorosa

correspondiente como reactivo.
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Formacion de
la carbodiimida

N
O/\

Rf . IRf —N=C=N-
NJKN Rf —N=C=N-Rf

H H
‘\/
/\ ’
Acoplamiento
Peptidico

Figura 1. 31: A) Transformacion de una urea fluorosa en carbodiimida, B)
Utilizacion de la carbodiimida en sintesis peptidica

Las carbodiimidas son reactivos muy versatiles que se utilizan en gran variedad
de reacciones®® como agentes deshidratantes. En estas ocasiones la urea generada tras la
reaccion no es facil de purificar y es necesario utilizar cromatografia para separarla de
los productos de reaccion. Este es el caso de la diciclohexilcarbodiimida (DCC) o la
diisopropilcarbodiimida (DIC). En sintesis peptidica, por ejemplo, al utilizar la DCC,
una vez terminada la reaccion se forma diciclohexilurea. Aunque ésta es insoluble en la
mayoria de los disolventes orgéanicos y se elimina mediante filtracion, siempre suelen

quedar restos de urea que es necesario purificar por cromatografia. %

%8 Algunas revisiones sobre carbodiimidas: a) R. Kurzer, K. Douraghi-Zadeh, Chem. Rev., 1967,
67, 107-152. b) A. Williams, I. T. Ibrahim, Chem. Rev., 1981, 81, 589-636. c) M. Mikolajczyk,
P. Kielbasinski, Tetrahedron, 1981, 37, 233-284.

%3) Durante las Gltimas décadas se han comercializado carbodiimidas cuyas ureas permiten ser
purificadas mediante lavado acuoso: J. C. Sheehan, J. J. Hlavka, J. Org. Chem., 1956, 21,439-
441. b) Rapoport sintetiz6 una carbodiimida cuya urea se hidroliza en medios ligeramente
cidos: F. S. Gibson, M. S. Park, H. Rapoport, J. Org., Chem., 1994, 59, 7503-7507.
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Nosotros planteamos utilizar medios fluorosos donde inmovilizar la urea una vez
terminada la reaccion. Ademas, en este caso, al recuperar la urea se podia volver a
transformar en carbodiimida.®® La reaccién aun no siendo catalitica, permite la
reutilizacion del sustrato fluoroso, con lo que no tenemos que sintetizar los sustratos

fluorosos para cada reaccion.

En cuanto a la reactividad se refiere, estd descrito que la reactividad de las
carbodiimidas en la formacion de enlaces peptidicos aumenta si se lleva a cabo en
micelas.®> Asi Ranganathan ha descrito reacciones de acoplamiento peptidico en
isooctano, afiadiendo una pequefia cantidad de agua (2%) y un tensoactivo para formar
micelas (ver Figura 1. 32). Al formar micelas de agua en el medio de reaccion, se
favorece la orientacion de las cadenas apolares de los reactivos hacia el disolvente
orgénico, en la parte exterior de la micela, y los grupos polares quedan en la interfase
entre el isooctano y el agua. Como se muestra en la Tabla 1. 5, el efecto produce un

aumento de la reactividad y de los rendimientos.

Tabla 1. 5: Comparacion de rendimiento obtenidos en sintesis peptidica en

condiciones micelares con condiciones normales de reaccion

o Reactivo de Rdto. Condiciones Rdto. Condiciones
Dipéptido . )
condensacion micelares normales
Cbz-Phe-Leu-OMe DODCI? 64 14
Cbz-Trp-Trp-OMe Dcc? 60 11

a) Dioctadecil carbodiimida b) diciclohexilcarbodiimida

% C. Palomo, R. Mestres, Synthesis, 1981, 373-374.

%1 R. Ranganathan, G. P. Singh, S. Ranganathan, J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 1144-1145.
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Parte polar de OAT (bis(2-etil-hexil)sulfocianato sédico), DCC y
dioctadecilcarbodiimida (DODC)(-N=C=N-)

Parte hidrofobica de OAT

Parte hidrofobica de DODC ( sarrinsyy Y DCC (—2))

Residuos hidrofébicos =< Residuos polares
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Figura 1. 32: llustracién esquematica del posible estado de micelas en la sintesis peptidica. a)
Orientacion del tensoactivo, b) Orientacion de la carbodiimida alrededor de las micelas, c)
reaccion con aminodacidos apolares, d) reaccién con aminoacidos polares.

Nosotros pensamos que puede ocurrir algo similar entre los disolventes
fluorosos y orgénicos. Aunque no se lleguen a formar micelas, si la reaccion se produce
en la interfase, las cadenas fluorosas de la carbodiimida pueden favorecer que la parte
reactiva de la molécula quede méas expuesta. Por otro lado, al ser un medio muy apolar,
pensamos que la parte polar de las moléculas puede agruparse, y asi ser un medio

conveniente para este tipo de reacciones.

Nuestro planteamiento consistio en emplear una carbodiimida fluorosa (Rf-NH-

CO-NH-Rf) y realizar reacciones de deshidratacién (por ejemplo, sintesis peptidica) en
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sistemas bifasicos de acuerdo al esquema de la Figura 1. 33. La adicion de acido
carboxilico fluoroso tras la reaccion podria permitir una mejor separacion de los
subproductos fluorosos (urea, etc.) debido al incremento de cadenas perfluoradas al

formarse un complejo urea-acido.

Aa;—CO,H

o (0]
+ N=C=N Reaccion Péptido + HN—&—NH
HoN-Aa, (exceso)
P
Reaccion
(rapida)

Péptido

> < 0
v (RBN=C=N{RI) v (Ab-HN-C-NHT)

O
Separacion M
CH,Cl, (buena) '/ C'OH
‘ CsF14 ==

Producto

V HN-g-NH
g—oEH

Figura 1. 33: Sintesis peptidica con carbodiimida fluorosa. La purificacion asistida mediante formacion
de complejos con acido perfluorado permite Ilevar a cabo la reaccion de acoplamiento peptidico de forma

rapida con un reactivo fluoroso “ligero” manteniendo al mismo tiempo una buena separacion.

Antes de sintetizar la carbodiimida idénea y probar la reactividad de ésta,
pensamos sintetizar diferentes ureas con mayor y menor numero de atomos de fluor, y
probar también la solubilidad y coeficientes de particion de éstas con diferentes acidos
perfluorados de cadena mas larga y con metilenos espaciadores entre la cadena fluorosa

y el grupo &cido.
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1.2.2.2 Sintesis de ureas y acidos perfluoroalcanoicos

Vistos los resultados obtenidos en la solubilizacién de compuestos amidicos y
péptidos con acido perfluoroheptandico en perfluorohexano no parecia obvia la
determinacion del nimero minimo de atomos de fllor que debia tener una urea
polifluorada para poder ser arrastrada por completo a la fase fluorosa. Para realizar un
optimizacion de este factor sintetizamos la ureas 26, 27, 28 y 29 (Figura 1. 34)
conteniendo un nimero variable de cadenas fluorosas y grados de fluoracién. También
se considero estudiar el efecto de acidos carboxilicos polifluorados diferentes del acido
perfluoroheptandico en la formacion de complejo urea/acido. Con estos datos se
seleccionaria el par idoneo y se sintetizaria la carbodiimida fluorosa correspondiente. La
sintesis de ureas fluorosas se llevo a cabo a partir de los yoduros 21y 22. En el caso de
la urea 28 el yoduro de partida no es comercial y hay que prepararlo a partir del alcohol
correspondiente con el complejo formado por el trifenilfosfito y yoduro de metilo.*
Ademas, el yoduro que se obtiene asi como el resto de derivados son muy volatiles y es
dificil obtener buenos rendimientos. En el caso de la urea 27, se sintetizd a partir de la

amina comercial, cuyo punto de ebullicion era inferior a 40° C.
Rf-(CHy),-l

21 Rf= C4Fg, n=2
22 Rf= ClOFZlv n=2

o)
C
ab L P
N~ N
H H
Rf-(CH3)n-NH> B 26(95%)
23 Rf= CF3, n=1 o)
d L
24 Rf= C4Fg, N=2 —

Rf-(CH,),,NH NH(CH,),-Rf
2 Rf= C6F13. n=2

25 Rf= CyoF 1, N=2
27 Rf = CF3, n = 1 (46%)
28 Rf = C,Fg, n = 2 (41%)
29 Rf = C1F,q, n = 2 (98%)

Figura 1. 34: a) NaN; (2 eq.). Aliquat 336 (0.05 eq.), H,0O, 90° C, 16h. b)
Pd/C (20%), 10 atm. H,, Et,0, 16h. ¢) 'PrN=C=0 (0.9 eq.), CH,Cl,. d)
(CI3C0),C=0 (2 eq.), NaOH (6N), CH,Cl,, 5h.

%], P. H. Verheiden, J. G. Moffatt, J. Org. Chem., 1970, 35, 2319-2326.
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La urea asimétrica 26, se sintetizd a partir de la amina 2 e isocianato de
isopropilo. Las ureas simétricas al igual que la 4, se sintetizaron con trifosgeno en
medio basico de NaOH (6M, aq.) y diclorometano. Los espectros de las ureas 28 y 29
eran muy similares a los de la urea 4. La urea de cadena larga 29 no pudo ser purificada
correctamente debido a su insolubilidad en todos los disolventes probados (MeOH, éter
etilico, diclorometano, tolueno, trifluorotolueno, perfluorohexano, perfluorooctano...)
por esta razén sélo pudo ser analizado por *H-RMN en MeOD en el que se disolvian
trazas del compuesto. El resto de las ureas, ademas de dar espectros coherentes de *H-

RMN, proporcionaron el pico masico esperado en sus espectros de masas.

3 4
1 H H
N N
FuCs™ 5 5
© 6
6
26
2
3 4 5 1
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\‘\\\‘\\\\‘\\\\‘W‘\W\\#‘\\“\L\m‘\\\\‘\\\\
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
(ppm)

Figura 1. 35: Espectro de *H-RMN (500 MHz) de la urea fluorosa 26.

En cuanto a los acidos se estudiaron dos completamente perfluorados y
comercialmente asequibles, el acido perfluoroheptandico 15 y el A4cido
perfluorooctadecandico 30. También se estudiaron otros dos con espaciadores de
metileno, el acido 1H,1H,2H,2H-perfluorodecandico 9 que ya habia sido sintetizado
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anteriormente, y el acido 1H,1H-perfluorooctandico 31, que al igual que el acido 9
también se obtuvo mediante oxidacion del alcohol comercial correspondiente.

F13C¢~ OH F17Cs OH F3sCi77 OH
15 9 30

a) OH
OH F,2C
F13C6/\/ 9:,20/ 13 e/ﬁof
0

31
Figura 1. 36: Acidos fluorosos empleados en los ensayos de formacion de

complejos urea/dcido carboxilico: a) NalO,; (4.1 eq.), RuCls-H,O (cat.),
H,O/CH;CN/EtOAC, t.a., 2h

1.2.2.3 Coeficientes de reparto de los complejos urea-acido

Las solubilidades y coeficientes de reparto de las ureas con los acidos se
midieron por gravimetria siguiendo los mismos procedimientos que los descritos en el
apartado 1.2.1.3 (pag. 32). En todos los casos, excepto en el de la N,N’-
bis(1H,1H,2H,2H-perfluorohexil) urea, la urea no se llegaba a disolver completamente,
asi que las mezclas se filtraron, se separaron las fases, y se determind la concentracién
en cada fase una vez evaporado el disolvente. Fue sorprendente la alta solubilidad de la
urea 28 en perfluorohexano que teniendo menos atomos de fltior superaba el valor de la

urea 4. Al contrario de las otras, la urea 28 presentaba un aspecto mucho mas cristalino.
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Tabla 1. 6: Solubilidad de las ureas sintetizadas en diclorometano y

perfluorohexano

Urea Solubilidad en CH,Cl, Solubilidad en CgF14
(mg/mL) (mg/mL)

~_N__N
F13C
e TT 30 4

O

F21C CioF
H H
29

a) Como en los anteriores, se prepar6 una disolucién de 0.5 mmol en 2 mL de diclorometano y 2 mL de

perfluorohexano, no se comprobo si su solubilidad era mayor.

Comenzamos el estudio con diferentes ureas empleando el é&cido

perfluoroheptandico 15, como coordinante (ver Tabla 1. 7).
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Tabla 1. 7: Coeficiente de reparto de las ureas con acido perfluoroheptandico entre

CeF14 y CH,CI;
Urea + 15 Coeficiente de reparto
(CeF14/CH,Cly)
H H o
NN
F2C
o I Y FBCGAOH 60/40

26-15

o o)

F c/\NkN/\CF
3 H o 3 F13Cg OH 77/232

27-15

O

(@)
F9C4\/\NJ‘LN/\/C4F9
H H F13Cs~ ©OH 06/4

28-15

0 0

F21C10\/\NJ\N/\/C10F21

29-15

O o)

leclokaN/\/Clonl
H H F13C6 OH 99/1

4.15

a) 0.5 mmol de complejo se solubilizaron en 4mL de cada disolvente. b) Se

forma una emulsion porque la urea no se llegé a disolver y no se pudo medir el

coeficiente de reparto.
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En el caso de la urea asimétrica 26, se observé que una Unica cadena fluorosa no
era suficiente para llevar el complejo 26-15 a la fase fluorosa. Sin embargo el efecto del
acido perfluoroheptandico 15 resultaba evidente ya que la urea 26, préacticamente
insoluble en perfluorohexano, se solubiliza por completo al afiadir el acido y con un
reparto mayor en la fase fluorosa. La solubilidad de la N,N’-bis(2,2,2-trifluroetil)urea
27 también aumenta al afadir el &cido perfluoroheptandico y el complejo resultante
27-15 se disuelve preferiblemente en la fase fluorosa, pese a que la urea solo tiene 6
atomos de fldor. Los mejores resultados se obtuvieron con las ureas de 8 y 12 carbonos
perfluorados. Vista la solubilidad de la urea 28 (Tabla 1. 6) sin afadir acido
esperabamos que proporcionara mejores resultados que la 4; sin embargo, su coeficiente
de reparto resultd ser ligeramente menor. Por Gltimo, en el caso de la urea de cadena
larga 29, se formd una emulsion entre las dos fases, probablemente porque la urea no se

Ilegd a solubilizar completamente.

Asi pues, seleccionamos la urea 4 como idénea para formar complejos urea-
acido perfluorocarboxilico estables en perfluorohexano y pasamos a estudiar diferentes
acidos para ver el efecto de los espaciadores y de la longitud de las cadenas fluorosas
sobre dicha estabilidad (ver Tabla 1. 8).
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Tabla 1. 8: Coeficientes de reparto entre C¢F14 y CH,Cl, de las ureas 27 y 4 con

diferentes acidos carboxilicos fluorosos

Urea + acido Coeficiente de reparto
(CsF14/CH2CIy)
s 1
P PN
RN N ©Fs FasCy” TOH 83/17°
27-30
OH
F13C6\/\NJkN/\/C6Fl3 F13C6/ﬁ(
N o 98/2
4.31
i 0
F13Ce_~ ~_-CéF13
HoH o™ on 95/5
4-9
O 0
F13C6\/\NXN/\/C6F13 _
H H F3sCi77 OH Emulsion
4-30

a) Pese a que el coeficiente de reparto es bueno, la solubilidad de la urea 27 en

ambas fases es muy baja, alrededor de 10mg/mL en la fase fluorosa.

En el caso del acido de cadena larga 30, la solubilidad no era buena y el
complejo tendia a formar emulsiones. Este resultado fue similar al observado cuando se
utilizo la urea de cadena larga 29 (Tabla 1. 7). En cuanto al efecto de los espaciadores se

refiere, el coeficiente de reparto bajaba con su presencia, aunque no demasiado.

Entre todos los casos estudiados, nos parecié que el par formado por la urea 4 y
el acido perfluoroheptandico 15 era el que mejores coeficientes de reparto daba y por

esta razon se seleccioné la urea 4 para la sintesis de la correspondiente carbodiimida.
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Aunque la urea 28 también proporciond buenos coeficientes de reparto, su sintesis daba
peores rendimientos, probablemente debido a su volatilidad BB El 4cido

perfluoroheptandico 15 tenia la ventaja adicional de ser comercial.

1.2.2.4 Sintesis peptidica con purificacion extractiva fluorosa

Para verificar experimentalmente la propuesta de sintesis peptidica “fluorosa”
indicada en el apartado 1.2.2.1 (Figura 1. 33; pag. 50) pasamos a sintetizar la N,N’-
bis(1H,1H,2H,2H-perfluorooctil)cabodiimida 32 derivada de la urea 4 (Figura 1. 37) y a
emplearla como agente deshidratante en reacciones de acoplamiento peptidico y
esterificacion. El hecho de que la carbodiimida 32 pueda obtenerse a partir de la urea 4
es particularmente interesante porque permite su reutilizacion. La carbodiimida se
prepar6d de manera cuantitativa mediante el método de Palomo y Mestres (ref. 30, pag.
48) y se purificd mediante extraccion FBS directamente de la mezcla de reaccion.

H H F13C
a) 13 Gx
S NN - . N=C=N
F.3C CeF
13Cs Y 6F13 08% xceFls
4 32

Figura 1. 37: a) PPhs-Bry, EtsN, CH,Cl,/CsFya, 16h, t.a.

La carbodiimida 32 mostré un espectro de *H-RMN muy similar al de la urea 4,
pero el triplete correspondiente a los metilenos unidos al nitrégeno aparecia ligeramente
desplazado y desaparecia la sefial del NH. El espectro de masas dio un pico de masa
atobmica 735, correspondiente a [M+1], y el espectro de infrarrojo mostro la banda

caracteristica de carbodiimida a 2134 cm .

La reactividad de la carbodiimida bajo condiciones FBS con extraccion posterior
de urea con acido perfluoroheptandico se ensayo en dos reacciones: a) la sintesis de

péptidos y b) la formacidn de ésteres terc-butilicos (ver tablas 1.8 y 1.9).
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a
RICOOH + H,N-R? RICONHR?

O Ph

H O rph ﬁ i ~f H 9 H O

Ph._O N%N/YOMe ~0 N%{N%OBnPhVOTN%N/ OBn

TEA ol "o N o * H o
33 34 35

Ph

>L i ) H Q LO H O
EVES S NS W
H 2 H H

0

“ph
36 37

Figura 1. 38: a) F13C6CH2CH2N:C:NCH2CH2C6F13 (12 eq.), CH2C|2, C6F14, ZOOC, 24 h. En
algunos casos se han utilizado HOAT o DMAP como aditivo.

Tanto los dipéptido 33-37 como los ésteres 38 y 39 fueron seleccionados por el
impedimento estérico relativamente importante que presentan. En particular, result6
destacable la obtencion del péptido Boc-Aib-Aib-O'Bu 36 con un 73% de rendimiento,
cuando es conocido que bajo condiciones habituales péptidos analogos proporcionan

rendimientos mucho menores®

Tabla 1.8: Reacciones de acoplamiento peptidico promovidas por la

carbodiimida 32 en condiciones FBS

[a]25

Rdto. -
Producto Aditivos P.F. (°C)

(%) . .

Exp. (dis.) Lit.

33 81 100-101  -9.0 (EtOH) -8.3%
34 85 94-95  +5.1 (CH.Cl,)
35 85 82-84  -27.9 (CHCly) -30.8%

3 E. Frerot, J. Coste, A. Pantaloni, M. N. Dufour, P. Jouin, Tetrahedron, 1991, 47, 259-270.

¥ F. G. Gibson, M. S. Park, H. J. Rapoport, J. Org. Chem., 1994, 59, 7503-7507.
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36 50 Aceite - -
36 73 0.2 eq. DMAP Aceite - -
36 46 1leq. HOBT Aceite - -
-11(MeOH  -13.7 (MeOH,
37 40 121-123 %
C=0.88) 27)
37 76 1eq. HOBT 121-123

Todas las reacciones de acoplamiento se llevaron a cabo con 1 eq. de amina y 1 eq. de

carbodiimida 32.

En algunos casos, se observé un incremento del rendimiento mediante la adicién

de aditivos tales como 4-(N,N-dimetilamino)piridina (DMAP) 6 1-hidroxibenzotriazol

(HOBT).

R'COOH  + J<
HO

O
Ph

A

0 _~_

38

a

— = R'COO'Bu
H H
BocHN. = | COO'Bu

\
N\
o} PMP
39

Figura 1. 39: a) HO'Bu (1.1 eq.), DMAP (0.1 eq.), 6 (1.1eq)

Tabla 1.9: Reacciones de formacidon de ésteres terc-butilicos promovidas por la

carbodiimida 32

% J. Dudash, J. Jiang, S. C. Mayer, M. M. Joulli¢, Synth. Commun., 1993, 23, 349-356.

% 3. Chen, J. Xu, Tetrahedron. Lett., 1992, 33, 647-650.
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[a]25
Rdto. -
Producto Aditivos P. F. (°C)
(%) . .
Exp. (dis.) Lit.
38 85 0.1eq. DMAP  Aceite  -21.5 (EtOH) -23%
+37.2
39 95 0.1eq. DMAP  55-56
(CH,Cly)

Las reacciones de formacién de ésteres terc-butilicos se realizaron con 1.1 eq. de terc-butanol y
1.1 eq. de carbodiimida 32, el resto de aditivos es indican en la tabla.
Los crudos de las reacciones de acoplamiento peptidico se purificaron mediante
lavados con una disolucion de acido perfluoroheptandico en perfluorohexano, y una
tercera vez con perfluorohexano para eliminar la urea, y con lavados acidos y béasicos

acuosos para eliminar los excesos de amina y &cido que no habian reaccionado Figura 1.

40).

3" p. Chavallet, P. Garrouste, B. Malawska, J. Martinez, Tetrahedron Lett., 1993, 34, 7409-7412.
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Sustratos Productos
1 2 <
R'-CO,H + H,N-R ﬁ R'-CONH-R? 33-37
1
R'-CO,H + HO-R? s R'-CO,-R* 38-39
Reaccion

—_— Producto
32
N=C=N
F1sCe (exceso) CeF1s
0 O
F1306_C'OH F13C6V\NJI\N/\/CSF13
CH,Cl, H H
15

‘ CeF14

Producto

Figura 1. 40: Esquema de sintesis y purificaién de los compuestos 33-39.

En el caso de haber utilizado algin aditivo como la 4-(N,N-
dimetilamino)piridina (DMAP), o el HOBT (1-hidroxibenzotriazol) se adiciond
simultaneamente la disolucion fluorosa y la acuosa acida, para evitar que los aditivos
pasaran a la fase fluorosa por reaccionar con el acido perfluoroheptandico. En el caso de
la formacion del los ésteres terc-butilicos para eliminar la DMAP se trataba la reaccién
mediante una extraccion trifasica. Para poder separar la urea 4 del &cido
perfluoroheptandico de cara a reutilizar la primera, se intent6 primeramente lavado con
una disolucion saturada en bicarbonato que no dio buenos resultados ya que no se
obtenia la urea completamente pura. Por ello se optd por destilar el acido a presién
reducida desde una mezcla de 4 y 15 (ver Figura 1. 41). De este modo se consiguio
recuperar un 98% del acido perfluoroheptandico 15 mediante destilacion a 90°C bajo
presion reducida (10 Torr) del residuo sélido también se recuperd la urea 4 de forma

cuantitativa.
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Vacio

Acido 15
Urea 4
a0°C

— = Bafio -78°C

Figura 1. 41: Esquema del sistema de separacion de la urea 4 y del é&cido

perfluoroheptandico 15 por destilacion a presién reducida.

Otro aspecto importante del método era la pureza de los péptidos obtenidos tras
la purificacién por extraccion fluorosa. Por ello procedimos a analizar los compuestos
33-39 mediante cromatografia de gases-masas. Asi mismo se verificd la ausencia de

epimerizacion empleando HPLC.

Para comprobar si los aminoacidos sintetizados contenian urea 4, se hizo una
curva de calibrado con fenantreno, y luego se analizaron los compuestos 33-39 con
fenantreno como patron interno. El limite de deteccion de la urea 4 resultd ser de

0.04ppm, correspondiente a un 0.1% en peso de urea 4 en la muestra.
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13% 628
353463 r
566852
Urea 4
Fenantreno
TOT \
Y
574
B771
15136
[} M T T 1 T T T
560 580 600 620 640
12:23 12:43 13:03 13:23 13:43

Figura 1. 42: Fragmento del cromatograma correspondiente al crudo
del péptido Cbz-Ala-Phe-OMe 33. El pico de fenantreno
corresponde a 1ppm, el de urea a 0.08ppm (0.2% en del crudo).
Mediante este método se obtuvieron las concentraciones de urea en las muestras

obteniéndose los valores que se muestran a continuacion:

Tabla 1.10: Pureza de los compuestos

33-39

Compuesto Concentracion de

urea 4 (%)

33 0.2
34 0.2
35 <0.1
36 <0.1
38 <0.1

39 0.3
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También se analizaron dos de los dipéptidos obtenidos mediante HPLC analitico
por comparacion con la mezcla de diastereoisomeros para comprobar que los productos
no habian epimerizado. En la imagen (ver Figura 1. 43) se muestra el cromatograma
correspondiente a Cbz-L-Ala-L-Val-OBn (a) y la mezcla diastereoisomera del la Cbz-L-
Ala-LD-Val-OBn (b). Como muestra la comparacion de los cromatogramas, no se
observé epimeracion alguna. En el caso de Cbz-L-Ala-L-Phe-OMe 33 tampoco se

aprecid epimerizacion.

5958

Figura 1. 43: Cromatogramas de HPLC de la Chz-
L-Ala-L-Val-OBn 35 y de la Cbz-L-Ala-LD-Val-
OBn.

1.2.3 ESTUDIO ESTRUCTURAL ESPECTROSCOPICO DE LOS
COMPLEJOS AMIDA-ACIDO PERFLUOROALCANOICO EN
MEDIOS FLUOROSOS

1.2.3.1 Estudio de los puentes de hidrégeno amida-acido perfluoroalcandico en

medios fluorosos mediante espectroscopia IR

Para determinar la naturaleza de los puentes de hidrdégeno péptido/acido
perfluoroheptandico y urea/dcido perfluoroheptandico en perfluorohexano vy
diclorometano, se penso estudiar mediante IR diferentes disoluciones diluidas de Boc-

Phe-OMe 42 en ambos disolvente, tanto en presencia como en ausencia de &cido
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perfluoroheptanoico. El desplazamiento a frecuencias menores de las bandas de tension
N-H, O-H y C=0 se consider6 como evidencia de la participacion de las
correspondientes especies en puentes de hidrégeno. Adicionalmente, para distinguir mas
facilmente la interaccion de los carbonilos de amida y éster en 42 con &cido
perfluoroheptanodico, se seleccionaron los modelos 40 y 41 conteniendo,

respectivamente los grupos éster y amida (Figura 1. 44):

Ph

; i o g 1
Ph™ > >L OMe
PthMe To( j< o N
H o
40 41 42

Figura 1. 44: Moléculas modelo para el estudio FTIR.

Mediante el estudio de 40, 41 y 42 y las mezclas de ellas con el &cido
perfluoroheptandico 15, se confirmd claramente que en los tres casos habia interaccion,
y ademéas que asi como en el compuesto 40, al no haber grupo NH de amida la
interaccion so6lo podia darse por el carbonilo. En el compuesto 41, al haber un enlace
amida, la interaccion era diferente, y se producia simultaneamente por el carbonilo y por
el NH, como quedaba patente por el desplazamiento del carbonilo del &cido en el
complejo 41-15 que era bastante mayor que en el complejo 40-15.

En las figuras Figura 1. 45 y Figura 1. 46 se muestran respectivamente las zonas
de carbonilo y de NH del espectro en perfluorohexano del 3-fenilpropanoato de metilo

40 de la mezcla 1:1 de acido perfluoroheptandico y el compuesto 40, y del acido 15.

De las dos zonas representadas, la que méas informacion da es la del carbonilo,
ya que es la mas sencilla y muy representativa. En perfluorohexano, el acido esta
practicamente dimerizado. La zona del carbonilo presenta dos bandas, la del carbonilo
libre a 1814cm ' y la del carbonilo asociado a 1775cm . Estas bandas también se
observan en la zona de los NH, en la que hay una banda muy fina para los OH libres a
3560cm 'y otra ancha a 3100cm . Para el 3-fenilpropanoato de metilo 40, en la zona
del carbonilo se observa una Gnica banda a 1756cm ™. Al afiadir el 4cido, en la zona de

los carbonilos, ademas de observarse las sefiales ya existentes, aparecen dos nuevas
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bandas. Una de ellas a 1718cm ™ corresponde al carbonilo del éster asociado al acido.
La otra a 1791cm * corresponde al 4cido asociado al éster. El hecho de que esta ltima
banda salga a frecuencias mas altas que la del acido asociado consigo mismo, indica que

es una interaccion mas débil.

Ahzorhancia
=]
-
4]

_0,05 T T T T [ T T T T | T T T T | T T T T
1850 1800 1750 1700 1650

Longitud de Onda

Figura 1. 45: Zona de carbonilo de los espectros de IR del &cido 15 (5mM), 40

(5mM en perfluorohexano) y 40-15 (5 mM), registrados en perfluorohexano.



68 Capitulo 1: Modulacion de puentes de hidrégeno intermoleculares en medios fluorosos
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Figura 1. 46: : Zona de NH y OH de los espectros de IR del &cido 15 (5mM), 40
(5mM) y 40-15 (5 mM), registrados en perfluorohexano.
A continuacion se muestra un esquema en que estan representadas las bandas
correspondientes a cada especie.
1791

O CeFi3
5 o _~ 1756
H
: Ph/\)kOMe
o)

— 1718 40
PhA)kOMe

40-15
O—H =er O / 3558
F13C6‘< %CGFlB
/ O ---- H=0 O-H
\ F13C6« 1814
1775 o
3100
(15), 15

Figura 1. 47: Asignacion de las bandas cm* correspondientes a los puentes de hidrégeno
detectados en la interaccion del acido perfluoroheptandico 15 y el 3-fenilpropanoato de

metilo 40 en perfluorohexano.
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Los espectros IR de la Boc-2-feniletilamina 41 en perfluorohexano bajo
condiciones idénticas a las anteriores se muestran en las figuras Figura 1. 48 y Figura 1.

49:

0.25

0,2

0,15

0.1

Ahsarbancia

0,05

-0!05 T T T T l T T T T I T T T T | T T T T l T T T T I T T T T
1900 1850 1800 1750 1700 1650 1600

Longitud de Onda

Figura 1. 48: Zona de carbonilo de los espectros de IR del &cido 15 (5mM), 41 (5mM) y 15-41 (5 mM),

en perfluorohexano.

Absorbancia

3800 3600 3400 3200 3000 2800
Longitud de Onda

Figura 1. 49: Zona de N-H y O-H de los espectros de IR del &cido 15 (5mM), 41 (5mM) y 15-41 (5 mM),

en perfluorohexano.
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1643

OH'---Q

F13C6“<g §>4*C6F13 ////"3558

O--H<O O—H
\ F13C6T< 1814
o}

3100
(15), 15

1775

Figura 1. 50: Asignacion de las bandas correspondientes a los puentes de
hidrégeno detectados en la interaccién de la N-Boc-2-fenilamina 41 con
acido perfluoroheptandico 15 en perfluorohexano.

En este caso, ademas de las bandas del acido ya conocidas, aparecen dos nuevas
bandas en la zona de carbonilo al afiadir el acido perfluoroheptandico 15, una a 1643
cm * correspondiente al carbamato asociado y otra al 4cido coordinado 1761 cm ™.
Ahora, el carbonilo del acido asociado al carbamato, sale a una frecuencia menor que el
dimero, lo que significa que la coordinacion es mas fuerte que la que existia entre dos
moléculas de 4cido. En el caso del éster 40, esta banda quedaba a 1791 cm™* entre las
sefiales del &cido libre y el asociado. En el espectro de la mezcla 41-15, se ve el
desplazamiento que sufre la sefial del NH, que pasa de 3478cm* a 3339cm ™, por lo
tanto no esta libre. Con un Unico equivalente de &cido desaparecen por completo las
sefiales correspondientes al NH y el carbonilo del compuesto 41 por completo. Esto
significa que la asociacion debe darse simultaneamente por el NH del compuesto 41 y el
carbonilo del &cido y por el carbonilo del carbamato y el OH del &cido, y no se asocia
solo por el carbonilo; por eso, el carbonilo del &cido también experimenta un

desplazamiento mayor que el complejo 40-15.
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Finalmente, en las figuras Figura 1. 51 y Figura 1. 52 se muestran los espectros de
IR de disoluciones diluidas de Boc-Phe-OMe 42 en perfluorohexano tanto en presencia

como en ausencia del &cido perfluroheptandico 15.

04

15
42

——— 42415 (1:1)
4215 (1:2)

1759
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Figura 1. 51: Zona del carbonilo de los espectros de IR del acido 15 (5mM),
42 (5mM) 42-15 (5 mM), y 15 (10 mM) 42 (5mM) en perfluorohexano.

0.14 —15
—42
012 ——— 42415 (1:1)
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Figura 1. 52: Zona de NH y OH de los espectros de IR del &cido 15 (5mM), 42
(5mM), 15-42 (5 mM), y 15 (10 mM) en perfluorohexano.
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Figura 1. 53: Asignacion de las bandas (cm ™) correspondientes a los puentes de hidrégeno detectados en

la interaccion de la Boc-Phe-OMe 42 con 4cido perfluoroheptandico 15 en perfluorohexano.

En este caso, tras afiadir el acido perfluoroheptandico 15, se ve la formacion de
una nueva banda a 3327cm %, correspondiente al NH asociado, aunque siempre queda
algo del NH sin coordinar a 3442cm ™. En la zona del carbonilo, se forman dos bandas
intensas a 1653cm ' y a 1759cm %, correspondientes al carbamato y al cido asociados
respectivamente. Pero también se ve que se forma una banda menos intensa a 1788cm ™
que corresponderia al acido asociado al carbonilo del éster, mas débil que la del
carbamato. El carbonilo del éster apareceria debajo de la banda de 1653cm ™ pero no se
observa. Cuando aumenta la concentracién de acido, no parece que se forme ninguna

especie nueva.

Este conjunto de datos indica claramente que la interaccion del &cido
perfluoroheptandico 15 con el enlace amidico (carbamato) de Boc-aminoéster 42 es mas
fuerte que con el carbonilo del éster de la misma molécula (ver Figura 1. 54) Ademas,
en el primer caso parece clara la existencia de una interaccion tipo quelato donde el

carbonilo del uretano acta como aceptor y el NH como dador.
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Figura 1. 54: Tipos de interacciones mas probables entre el &cido perfluoroheptandico

15y las moléculas modelo 40, 41y 42.

Para poner en evidencia si el empleo de un disolvente fluoroso
(perfluorohexano) tenia alguna influencia sobre la naturaleza y la intensidad de los
puentes de hidrogeno formados, decidimos comparar las interacciones en diclorometano
registrando los espectros de IR de mezclas de Boc-Phe-OMe 42 y éacido
perfluoroheptandico 15 en este ultimo disolvente. Sin embargo, al afiadir el acido 15,
los espectros obtenidos correspondian a la suma de las sefiales ya existentes, sin que se

formase ninguna especie nueva. (Ver ANEXO 1)

Tras establecer los sistemas de puentes de hidrégeno posibles entre los grupos
polares de modelos peptidico y el &cido perfluoroheptandico 15, pasamos a estudiar
mediante la misma técnica los puentes de hidrogeno entre la urea 4 y el acido 15 (ver
Figura 1. 55 y ANEXO 2). La urea presenta dos frecuencias de tension para el
carbonilo, una de amida I y la otra amida Il. En la zona de NH, también se obserban
estas dos frecuencias. Estudiando las frecuencias de la urea en perfluorohexano y
diclorometano, se observé que en perfluorohexano la urea se encontraba completamente
agregada y no se detectaba urea libre. En diclorometano, la urea era muy poco soluble y
solo se disolvian trazas, pero la especie se encontraba sin agregar (las frecuencias del
carbonilo amida | y NH eran més altas). En los dos casos, en perfluorohexano y en
diclorometano, se forman especies nuevas que dan bandas a frecuencias mas bajas para
los carbonilos del &cido y de la urea, y una banda a frecuencias mas altas para la amida
Il. Mientras en diclorometano, al afiadir un equivalente de &cido no desaparecian
completamente las sefiales de la urea sin coordinar, en perfluorohexano, al afiadir un
equivalente de é&cido perfluoroheptandico 15 toda la urea se coordinaba al acido
perfluoroheptandico 15. Cualitativamente al menos, podemos pensar que la

coordinacion es bastante mas fuerte en perfluorohexano. Ademas, en este caso, el
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desplazamiento del carbonilo del 4cido asociado a la urea (a 1752 cm ) indica que la

formacion de puentes de hidrégeno se da simultaneamente por el carbonilo y el NH de

la urea 4.
/ 3371,3324
OH----0 i
o //\\V/N N\V/A\
F13C6‘< >¥C6F13 CeF3 - CeF1s
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Figura 1. 55: Asignacion de las bandas (cm—") de los puentes de hidrégeno observados durante la
interaccion entre la urea 4 y el 4cido perfluoroheptandico 15. Los valores en color azul corresponden a los

datos obtenidos en perfluorohexano, los valores en rojo, a los datos obtenidos en diclorometano.
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Por dltimo se adquirieron espectros en perfluorohexano de relacién urea acido
diferentes (Xurea= 0—1 con variaciones de 0.1). Se queria comprobar si entraba otra
molécula de &cido en el complejo, coordinandose tres moléculas dos de acido con una
de urea (ANEXO 3). En estos espectros se observa que la sefial del NH libre del
complejo a 3482 cm* no desaparece aunque haya exceso de acido, por lo que se cree

que la urea sélo se coordina con una molécula de &cido.

1.2.3.2 Estudios por RMN del complejo urea 4/ acido perfluoroheptandico 15

Por ultimo se estudié el complejo de urea y acido por RMN con una doble
finalidad. Por un lado se querian corroborar los resultados obtenidos en los estudios de
infrarrojo relativos a una complejacion doble de la urea con el &cido, y por otro calcular

la constante entre asociacion de la urea 4 y el acido 15 en perfluorohexano.*®

Los espectros en perfluorohexano se adquirieron en los tubos dobles utilizados
anteriormente con CDCl; como patréon externo (ver apartado 1.2.1.3.2 pag 41). En
primer lugar se llevé a cabo una deriva térmica para establecer el comportamiento de los
protones amidicos y carboxilicos. A temperatura ambiente sélo se observaba un Unico
tipo de NH. Quisimos comprobar que solo se distinguia un tipo de protones por estar
encima de la temperatura de coalescencia, y no porque la interaccién sélo se diera por el

carbonilo de la urea.

Se penso en tres posibles sistemas de puentes de hidrégeno (ver Figura 1. 56).
La primera de ellas, una complejacién simple en la que la interaccion se daba
Unicamente por el carbonilo de la urea. Una segunda complejacion doble, por
interaccidn simultanea con el carbonilo y por el NH de la urea 4. Una tercera posibilidad

era que entraran dos cadenas de acido dando complejacién doble del tipo 4-(15)..

*®para una revision de los métodos de RMN para determinar constantes de asociacién, ver: L.
Fielding, Tetrahedron, 2000, 56, 6151-6170.
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H H F13Cs F13Ce
F1aCe™ ™ bl CeF13 N—H 0 H IC6F13
\ N
: H/O#N "o
/ H N
| / / ,
o. O 0 .H CeF13 O H XCBFB
he )=0 =0~
C6F13 F13C6 F13C6
4-15 4.15 4-(15),

¢) Complejacién doble con

a) Complejacion simple b) Complejacion doble dos moléculas de Acido

Figura 1. 56: Tipos de posibles interacciones del acido perfluoroheptandico 15 y la N,N’-
bis(1H,1H,2H,2H-perfluorooctil)urea 4; a) Complejacion simple, s6lo se forma puente de
hidrégeno por el carbonilo de la urea, b) Complejacion doble, una Gnica molécula de acido
forma puentes de hidrogeno por el carbonilo y el NH simultaneamente, ¢) Complejacion
doble con dos moléculas de acido.

Al bajar por debajo del punto de coalescencia, si la interaccion que se daba era la
del tipo a, sélo distinguiriamos un tipo de NH con desplazamiento quimico similar al de
la urea, y un Unico tipo de cadenas fluorosas. Si la interaccion era doble, del tipo b, se
podrian distinguir dos tipos de NH, uno libre a campos mas altos, y uno asociado al
acido a campos mas bajos, y probablemente también se distinguirian los dos tipos de
cadenas fluorosas. Por Ultimo un tipo de interaccion con dos moléculas de acido,
interaccidn c, volveria a dar un anico tipo de NH, pero a campo mas bajo que el de la
urea sin acido, y un Unico tipo de cadenas fluorosas. Primero se intentd hacer una deriva
térmica de la urea sin &cido, pero la urea apenas se disuelve a temperatura ambiente, y a
275° K sélo se podian ver unas pequefias trazas, porque la urea habia precipitado por
completo. Al bajar mas la temperatura, ya no se observaba ninguna sefial. Al realizar la
deriva térmica del &cido, se pudo bajar la temperatura hasta 225° K sin que el acido
precipitara. Al hacer la deriva del complejo urea-acido perfluoroheptandico (4-15), se
pudieron adquirir espectros hasta 225° K (-48°C). Damos por hecho que toda la urea que
se encontraba disuelta a dicha temperatura tenia que estar interaccionando con el cido,

porgue si no hubiera precipitado.

Cualitativamente al menos, podiamos pensar que la interaccion no podia ser de

tipo ¢, porque un unico equivalente de acido era suficiente para disolver toda la urea.
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La deriva se llevo a cabo entre 295° K y 225° K, y se adquirieron espectros con

AT= 10° K. Los espectros mas significativos obtenidos se muestran a continuacion

(Figura 1. 57):

225°K \H CHCly | CgHF45 CH,
ps
/\
OH ~—
TTrroTT IR A ﬁ JJ&M
13.0 12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
245° K CHClI CH,
NH ¢ CgHFy3 /\
"50 120 | 110 100 90 8o 70 | 60 50 40 | 30 | 20
CH
265°K CHcl 2
3// /\
NH\ CeHF13
OH
\JL
|
130120 110 100 s0 8o 70 60 | 50 | 40 30 | 20
285° K CH,
CcHcl, NG /\
OH ﬁ’yﬁHFm
130 120 110 100 s0 8o 70 | eo0 | 50 | a0 30 | 20

(ppm)

Figura 1. 57: Espectros ‘H-RMN del complejo de urea 4/ 4cido perfluoroheptandico 15 en

perfluorohexano a diferentes temperaturas.

En todos los espectros se observa la sefial de referencia correspondiente al

cloroformo a 7.27 ppm y un triplete correspondiente a parte del perfluorohexano

parcialmente protonado que contiene el perfluorohexano comercial. Comparando la

intensidad relativa entre las sefiales de la urea 4 con las de C¢HF13 se ve como las de la

urea disminuyen al bajar la temperatura, como el disolvente no varia, esto significa que

la urea va precipitando a medida que baja la temperatura. Esto significa que aunque la

relacién inicial urea-acido era de 1:1, en el espectro a 225° K al haber precipitado parte

de la urea, habia exceso de acido, ya que no parecia que el acido precipitara de la misma

manera.

En lo que a los espectros se refiere, la temperatura de coalescencia de la sefial

del NH se encuentra entre 265 y 255°K. La temperatura de coalescencia para las
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cadenas CH,CH,CgF13 se encuentra a temperaturas mas bajas, entre 235 y 245° K. En el
espectro a 225°K, se diferencian claramente los dos tipos de NH, y las dos cadenas
fluorosas. La relacion de las integrales de los NH son de 1:1.8. La sefial a 8.2 ppm
corresponde a los NH asociados al acido y las sefiales a 6.4 ppm a los NH sin asociar.
Esto significaria que no hay un Unico tipo de interaccién, porque si sélo se diera el tipo
b, las integrales debieran ser 1:1. Tampoco es probable que entren dos cadenas
fluorosas, porque de ser asi, la intensidad del NH a 8.2 ppm deberia ser la sefial
mayoritaria. Estos resultados son consistentes si se acepta que se dan los tipos de
interaccion a y b simultaneamente, y segun las integrales, la relacion es de 5:2 (b:a) (la
sefial a 6.4 ppm corresponde a tres protones, los dos de la especie a y uno de la especie
b, y la sefial a 8.2 ppm corresponde a un unico protdn, el asociado al &cido de la especie
b).

Para realizar experimentos equivalentes en CD,Cl, se prepararon tres
disoluciones y se estudiaron bajo las siguientes condiciones: a) disolucion de urea 0.005
M, con registro entre 295°K y 265°K b) acido perfluoroheptandico 0.005M con registro
entre 295°K y 205°K, y ¢) urea (0.005M) y &cido (0.005M) se realizaron espectros entre
295°K y 265°K. Por debajo de 265° K la urea 4 precipitaba, confirmando la falta de

interaccion con el acido 15 en diclorometano.

Finalmente para intentar medir la constante de asociacion de 40-15 en
perfluorohexano se aplicaron los métodos graficos de Benesi-Hildebrand y Scatchard™
pero, debido a la autoagregacion de la urea 4 y a su baja solubilidad no se lograron
resultados aceptables. Cuando se intentd medir la curva de Job (ANEXO 4) los valores

obtenidos tampoco fueron fiables por la misma razén.

A modo de conclusion podemos afirmar que tanto los resultados obtenidos por
RMN como por IR demuestran que la urea 4 sélo se coordina con una molécula de
acido perfluoroheptandico 15 y que la coordinacién se da Unicamente en disolventes

fluoroso. También se ha probado que estos puentes de hidrégeno en medio fluoroso son

% a) Ref. 38 b) B. H. M. Snellink-Ruél, M. M. G. Antonisse. J. F. J. Engbersen, P. Timmerman,
D. N. Reinhoudt, Eur. J. Org. Chem., 2000, 165-170. c) T. R. Kelly, M. H. Kim, J: Am. Chem.
Soc., 1994, 116, 7072-7980.
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mas fuertes en compuestos amidicos que en ésteres debido a una interaccion doble de

tipo quelato.

Por ultimo, hemos descubierto que los puentes de hidrégeno en medios fluorosos
entre compuestos amidicos polares no derivatizados o0 muy poco derivatizados permitan
un “marcado fluoroso” con 4&cido perfluoroalcandicos que hacen posible su
solubilizacion sin necesidad de contener un alto numero de dtomos de fltor. Este hecho
permite por vez primera realizar sintesis fluorosa de compuestos polares con reactivos
fluorosos “ligeros”y purificar los productos por separacién FBS sin recurrir a técnicas

cromatogréficas.
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1.3 PARTE EXPERIMENTAL CAPITULO 1

1.3.1 TECNICAS ANALITICAS

Disolventes

Los disolventes utilizados como eluyentes en cromatografia fueron purificados
por destilacion. El tetrahidrofurano y el éter dietilico se anhidrizaron mediante
calefaccion a reflujo sobre sodio y benzofenona instantes antes de su utilizacion. El
diclorometano se secé mediante destilacion sobre pentoxido de fésforo y se almaceno
sobre tamiz molecular de 4 A. El acetonitrilo fue purificado mediante destilacion sobre
hidruro célcico instantes antes de su utilizacién. El tolueno, benceno y hexano se
secaron mediante destilacién sobre sodio y se almacenaron sobre sodio hilado. El
metanol y el etanol se secaron mediante destilacion sobre magnesio y yodo y se
almacenaron sobre tamiz molecular de 3 A. La diisopropilamina (DIPA) se secod
mediante destilacion a vacio sobre hidréxido sédico y se almacend sobre tamiz
molecular de 3 A. Se utilizé perfluorohexano comercial de la marca Fluorochem sin
purificacion previa como disolvente tanto para las reacciones como para registrar los

espectros de RMN.
IR

Los espectros de IR se realizaron en un espectrofotometro Shimadzu IR-435 al
que se adoso in cartucho de programas CIR-1, empleando pastillas de bromuro potésico
(para los solidos) o ventanas de bromuro potasico con espaciador (para los liquidos).

Las absorciones estan expresadas en unidades v cm ™.

RMN

Los espectros de *H-RMN con observacién de protones a 200 y 300 MHz fueron
registrados en espectrometros Varian Gemini 200, Varian VXR 300 y Bruker 300 y los
de C-RMN en los mismos espectrémetros a 50 y 75 MHz respectivamente. Los
espectros de *H-RMN con observacién de protones a 500 MHz fueron registrados en un
espectrometro Bruker Ultrashield™ 500. El disolvente empleado fue cloroformo

deuterado (CDClI3) salvo que se especifique lo contrario; los valores de los
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desplazamientos quimicos se expresan en unidades & (ppm) respecto a una referencia

interna de tetrametilsilano. Los de **C-RMN respecto al CDCl; (8= 77.0 ppm).
EM

Los espectros de masas se registraron en un espectrometro Finnigan MAT
GCQ™ operando a 70 eV. Los fragmentos detectados estan expresados en m/e
(intensidad relativa).

Cromatografia

La cromatografia en capa fina se realiz sobre placas de gel de silice (Merck
Kiesselgel 60 F-254). La cromatografia de columna se realizd bajo presion empleando
gel de silice Merck 230-400 mesh (0.040-0.063 mm) como fase estacionaria y mezclas
de disolventes en proporciones adecuadas (EtOAc, hexano, etc.) como eluyentes. La
cromatografia liquida preparativa de alta resolucion (HPLC) se efectu6 en un
cromatdgrafo Shimadzu LC-8A con autoinyector, detector de ultravioleta con ldmpara
de deuterio (A= 254 nm) modelo SPD-6AV, y una columna Merck Hibar® Lichrosorb®
Si 60 (7um) de 25 cm x 2.5 cm (Supelco). La cromatografia liquida analitica de alta
resolucion (HPLC) se realizé en un cromatdgrafo Hewlett Packard 1050 con un detector
de matriz de diodos (DAD). Las columna empleada fue Merck Hibar® Lichrosorb® Si
60 (5um) de 25 cm x 4 mm (Supelco). La cromatografia gaseosa se realiz6 en un
cromatdgrafo de gases-espectrometro de masas Finnigan MAT GCQ™, utilizando una

columna Tracer TRB-5 de 15m de longitud y 0.25 mm de diametro interno.
Polarimetria

Las rotaciones dpticas fueron medidas en un polarimetro Perkin-Helmer 243-B
con un bafio termostatico Frigiterm 6000382.

Varios

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Blchi SMP-20. Las
microdestilaciones se llevaron a cabo en un destilador de bolas Kugelrohr Blichi GKR-
50. Las reacciones con organometalicos se llevaron a cabo en atmdsfera inerte de
nitrégeno usando técnicas convencionales de transferencia con jeringa. Los productos
de partida comerciales (Aldrich, Acros, Merck, Sigma, Fluka, etc.) se utilizaron sin

purificacion, a no ser que se especifique lo contrario.
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1.3.2 PARTE EXPERIMENTAL

1.3.2.1 Sintesis de Precursores

PhO3P:Mel a) NaN3
HO/\/C4F9 I/\/C4F9 HzN/\/C4F9
b) Pd/C
21 24
a) NaN
l/\/CeFls ; H N/\/C6F13
b) Pd/C 2
1 2
a) NaN
I/\/CloF21 ) 3 H,N ~_-CioF21
b) Pd/C
22 25

Yoduro de 1H,1H,2H,2H-perfluorohexilo (Ref. 32, pag. 49)

Formacion de yoduro de metiltrifenoxifosfonio: Un matraz de

I
F9C4/\/

21 100 mL de tres bocas provisto de condensador, termometro y

agitacion magnética se carg6 con fosfito de trifenilo (6.6 g, 20
mmol) y yoduro de metilo (1.62 mL, 26 mmol). El matraz se calent6 a 90° C mediante
un barfio de aceite, y durante 8h se fue aumentando la temperatura del bafio hasta 125°C.
Se mantuvo a esta temperatura durante 12-14h. Pasado ese tiempo, se enfrié la mezcla a
temperatura ambiente. El termOmetro y el condensador fueron reemplazados por
tapones, y el producto con aspecto de caramelo marrén se lavé con éter dietilico (seco).

El éter se decantd y el complejo se seco en la bomba.

Sobre el complejo se afiadié una mezcla de N,N-dimetil formamida (10 mL), de
perfluorohexano (10 mL) y 1H,1H,2H,2H-perfluorohexanol (2,64g, 10mmol). La
mezcla se agit6 durante 5h tras la cuales la fase fluorosa se decant6 y la fase de DMF se
lavé con perfluorohexano (2 x 2 mL). Se combinaron las fases fluorosas y el disolvente
fue evaporado controlando que la temperatura del horno fuera menor de 70°C en un
microdestilador de bolas, quedando el producto puro en el calderin con un 60 % de

rendimiento.

2,2,2-Trifluoroetilamina 23 es comercial (Flurochem).
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Procedimiento general para la sintesis de aminas 2, 24 y 25 (Ref. 25, pag.
27)

En un matraz equipado con condensador y agitador magnético se adicion6 una
disolucién acuosa al 30% de NaNj; (2.6g, 40 mmol), el yoduro correspondiente 1, 21 y
22 (20 mmol) y un 5% de cloruro de metiltridecilamonio (Aliquat® 336) (404 mg, 1
mmol). La mezcla se agitd a 90-100°C durante toda la noche. Posteriormente se enfrio a
0° C y la fase inferior, que consistia en la azida de 1H,1H,2H,2H-perfluoroalquilo, fue
separada por decantacion y disuelta en Et,O seco (150 mL). Sobre la disolucién se
adiciono Pd-C del 10% (150 mg), y la suspensién se hidrogeno6 a temperatura ambiente,
100 psi de presién y agitacion mecénica en un hidrogenador de 300 mL. Después de 1h,
los gases se purgaron del medio de reaccion para eliminar el N, desprendido durante la
reaccion. El reactor fue cargado nuevamente con H; y la reaccion se prolongé durante
16h. Pasado ese tiempo, se despresurizd la mezcla y se filtro sobre celita. El disolvente
fue evaporado cuidadosamente en el rotavapor y el crudo se purific6 mediante
destilacion.

1H,1H,2H,2H-Perfluorohexilamina 24

Se siguio el procedimiento general partiendo de yoduro de
1H,1H,2H,2H-perfluorohexilo 21 (2,63 g, 10 mmol), pero
no fueron aislados ni la azida de 1H,1H,2H,2H-
perfluorohexilo intermedia, ni la 1H,1H,2H,2H-perfluorohexilamina ya que se
arrastraban con el disolvente al evaporarlo. La disolucidn etérea de 24 resultante de la
hidrogenacion, una vez filtrada, fue utilizada directamente para la sintesis de la urea 28.

El rendimiento de la reaccién no fue determinado.

1H,1H,2H,2H-Perfluorooctilamina 2

Se siguio el procedimiento general partiendo de yoduro de
1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo 1 (9.48 g, 20 mmol). Se
obtuvo la azida de 1H,1H,H,2H-perfluorooctilo de forma

NH»>
FlSCG/\/

2
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cuantitativa ['H-RMN (CDCl; & ppm): 3.62 (t, 2H, J=7 Hz), 2.5-2.3 (m, 2H)], y la
amina 2 se aislé como un liquido incoloro con un rendimiento del 88% (9.59g). *H-
RMN (CDCl3 & ppm): 3.04 (t, 2H, J= 7Hz), 2.34-2.17 (m, 2H), 1.30-1.21 (s,, 2H). *C-
RMN (CDCl; & ppm): 125-140 (m), 34.7 (t, Jo.r= 21 Hz), 34.3 (S5).

1H,1H,2H,2H-Perfluorododecilamina 25

Se siguid el procedimiento general partiendo de yoduro de
1H,1H,2H,2H-perfluorododecilo 22 (1.15 g, 2 mmol). Se
obtuvo la azida de 1H,1H,2H,2H-perfluorododecilo con
un rendimiento del 87% [*H-RMN (CDCl; & ppm): 3.62 (t, 2H, J= 7Hz), 2.40 (m, 2H)]
y la amina 25 se aisl6 como un so6lido blanco con un rendimiento del 64 % (0.62 g,
rendimiento global a partiendo del yoduro 22). *H-RMN (CDCl; & ppm): 3.08 (t, 2H, J=
7Hz), 2.27 (m, 2H), 1.6 (sa, 2H).

NH,»
Fo1Cig~

25

1.3.2.2 Sintesis de acidos caroxilicos polifluorados (Ref. 27, pag. 31)

NaIO4

Rf-(CH,),-OH RUCE

Rf-(CH,);,.1-CO,H

31 Rf = F13C6 n=1
ORf = F17CS n=2

Procedimiento general:

Sobre una mezcla del polifluoroalcanol correspondiente (3 mmol), acetonitrilo
(6 mL), agua (9 mL) y EtOAc (6 mL) se adicion6 peryodato sodico (2,63 g, 12.3 mmol)
y RuCl3-H,0 (15 mg, 0.072 mmol) consecutivamente. La reaccidn se agitd durante 2h
tras las cuales, fue filtrada. Se separaron las dos fases y la fase acuosa se extrajo con
EtOAc (3 x 5 mL). Tras secar la fase organica sobre MgSQO, y evaporar el disolvente a
presion reducida, el producto fue purificado mediante filtracion sobre gel de silice y
lavado con EtOAcC.
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Acido 2H,2H-perfluorooctandico 31

Se siguid el procedimiento general partiendo de
1H,1H,2H,2H-perfluorooctanol (3,25 mL, 15 mmol) y se

obtuvo el producto puro con un rendimiento del 92% (5.24

F13Cs~ “CO,H
31

9).

Acido 2H,2H,3H,3H-perfluoroundecandico 9

cooH Se siguié el procedimiento general utilizando
1H,1H,2H,2H,3H,3H-perfluoroundecanol (1.43 g, 3
mmol). El producto se obtuvo con un 75 % de
rendimiento (1.11 g). *H-RMN (CDsCOds, 800 ppm) 2.57 (2H, m), 2.69 (2H, t, J= 8.1
Hz), 11.0 (1H, s,).

F17Cg
9
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Acido 2H,2H-perfluorooctanéico N° Referencia
31

P. M. (g/mol)

F13C6/\ CO,H 378.09

P.E. (°C)

55°C

[ (c= 1.0,CH,Cl)

Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental
CgH3F 130,
C H N C H N
IR(cm'l,KBr) 3500-2800 (CO,H); 1739 (C=0); 1350-1100 (CF)
MS m/z 377, 361 (100), 319, 181, 131, 95, 69.
'"H-NMR (8, ppm) CDCl, 13C-NMR (8, ppm) CDCl,
3.21 (2H, t, J= 17 Hz) 139.0 (1C, s) -N=C-N-
8.5 (1H, s, OH) 125-105  (26C, m) —CF1s
385 (2C,s) =N-CH,-
32.3 (2C, t, J= 21 Hz) —CH,-CF,-

Observaciones:
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Acido 2H,2H,3H3H-perfluoroundecandico

CO,H
F17C8/\/

N° Referencia
9

P. M. (g/mol)

492.13

P.F. (°C)

91-91°C

[ (c= 1.0,CH,Cl)

Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental
CgH3F 130,
C 26.85 H 1.024 N 0.0 C 27.27 H 1.129 N 0.1
IR(cm™ KBr) 2978, 1715, 1447, 1220, 1141
MS m/z 491 (1); 475 (11); 453 (10); 408 (11); 281 (9); 139 (89); 109 (100); 55 (57)

'"H-NMR (8, ppm) CDCl,

13C-NMR (8, ppm) CDCl,

2.71 (2H, t, J= 7.33, 7.83 Hz) CH,-CH,-
CF,
2.54-2.46 (2H, m) CH,-CH,-CF,

175.3
121-108 (m, CF)

26.5 (t, =22, 23 Hz)

251

Observaciones:
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1.3.2.3 Productos sintetizados para los estudios de solubilidad.

N-1H,1H,2H,2H-Perfluorooctilacetamida 3

o]
)kN/\/CﬁFl3 Sobre una disolucion de 1H,1H,2H,2H-

H perfluorooctilamina 2 (0.25g, 0.69 mmol) en CH,Cl, (5

3 mL) seco a 0°C se afiadié anhidrido acético (0.132 mL,
1.39 mmol). La disolucion se agitdé durante 2h y después se elimino el disolvente a
presion reducida y se purifico el producto asi obtenido mediante cromatografia en
columna de gel de silice (Hex/EtOAc 1:1) obteniendo el producto puro con un

rendimiento del 57% (0.16g).
N-(1H,1H,2H,2H-Perfluorooctil)-2H,2H,3H,3H-perfluoroundecanamida 10

o En un matraz seco, bajo atmosfera de N, y
FNCSA)kN/\/CGFB provisto de desecador y agitacion magnética se
H enfri6 a 0°C wuna disolucion de &cido

10 1H,1H,2H,2H-perfluoroundecandico 9 (492
mg, 1 mmol) en diclorometano (5 mL) y perfluorohexano (5 mL). Sobre ella se goted
cloruro de oxalilo (0.061 mL, 0.7 mmol), y una gota de N,N-dimetilformamida. La
reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 4h tras las cuales se evaporé el
disolvente a presién reducida. El cloruro de acido asi obtenido se volvio a disolver en
diclorometano seco (5 mL) y perfluorohexano (5 mL) y tras enfriarlo a 0° C bajo
atmosfera de Ny, se le adiciond trietilamina seca (0.21 mL, 1.5 mmol) y 1H,1H,2H,2H-
perfluorooctilamina 2 (363 mg, 1 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 16h, se evaporaron los disolventes a presion reducida, y el residuo
resultante se disolvid en éter etilico (20 mL) y se lavo sucesivamente con HCI (1 M, 2 x
10 mL) y con una disolucion saturada de NaHCO3 (2 x 10 mL). El producto se cristalizé

en CH,Cl, y se obtuvo con un rendimiento de 61 % (0.51 g).
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N,N’-Bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorooctiloxicarbonil)hidracina 7

H O En un matraz seco bajo atmdsfera de
Flgce/\/OTN\NkO/\/CeFls N, se disolvi6 1H,1H,2H,2H-
o H perfluorooctanol 5 (728 mg, 2

7

mmol) en diclorometano seco (10
mL). En otro matraz aparte también seco y bajo atmdsfera de N, a 0°C, se prepard una
disolucién de trifosgeno (593 mg, 2 mmol) y piridina seca (0.289 mL, 4 mmol) en
diclorometano (2 mL). Esta disolucién fue afiadida sobre la del alcohol y la mezcla se
agito durante 1h a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se afiadié EtOAc seco (10
mL), y se filtr6 el precipitado blanco formado. Una vez evaporada la disolucion a
presion reducida, se obtuvo cloroformiato de 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo 6 (de forma
cuantitativa) que se empled en la siguiente etapa sin purificacion adicional. Sobre una
disolucion de monohidrato de la hidracina (0.048 mL, 1 mmol) en diclorometano seco
(10 mL) enfriada a 0°C bajo atmosfera de N, se afiadieron consecutivamente piridina
(0.290 mL, 4 mmol) y una disolucion del cloroformiato de 1H,1H,2H,2H-
perfluorooctilo 6 (0.85 g, 2mmol) en diclorometano seco (10 mL). La reaccion se agitd
durante toda la noche y se dejé que alcanzara temperatura ambiente lentamente. Por la
mafiana, se filtrd el precipitado que se habia formado y se obtuvo una primera fraccion
de producto (252 mg, 0.31 mmol, 31 %). La disolucion restante se lavd sucesivamente
con una disolucion de HCI (1M, 3 x 5 mL) y con una disolucion saturada de NaHCO3
(5 mL). De esta fraccion se obtuvo un 47 % adicional de producto (382 mg, 0.47
mmol). Una muestra analitica se obtuvo cristalizando la primera fraccion en

diclorometano.



92 Capitulo 1: Modulacién de puentes de hidrdgeno intermoleculares en medios fluorosos

N-(1H,1H,2H,2H-Perfluorooctil)acetamida

N° Referencia

3
P. M. (g/mol)
0]
- k 405.17
13%6
NN Pto. Fusion (°C)
H
5
5
Férmula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
C10HgF13NO
C 29.64 H 1.99 N 3.46 C 29.95 H 1.88 N 3.52
IR(cm'l,KBr) 3297, 1649, 1560, 1240, 1202, 1150.
MS m/z 406 (30); 405 (99); 386(50); 769(43); 324(23); 136(46); 86(79); 49(68);
44(100)

'H-NMR (8, ppm) CDCl,

13C-NMR (8, ppm) CDCl,

5.97 (1H, bs, NH)

3.58 (2H, dd, J= 3.6, 12.7Hz, -CH,-CH,-CF,-)
2.36 (2H, m, -CH,-CH,-CF»-)

1.99 (3H, s, -OCHy)

170.7

123-105 (6C, m)

31.9

30.7 (1C, t, J=21.2Hz)
22.8

Comentarios: Soluble in Et,0 y metanol.
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N-(1H,1H,2H,2H-Perfluorooctil)-2H,2H,3H,3H- N° Referencia
perfluoroundecanamida 10
O P. M. (g/mol)
CeF
H Pto. Fusion (°C)
62-63°C

[@]Z (c= , CH,Ch)

Férmula Microanalisis
Empirica
Teobrioco (%) Experimental (%)
C19HoF3NO
C 2726 |H 1.08 N 1.76 C 28.09 H 112 N 1.76
IR(cm'l,KBr) 3325, 1654 (C=0), 1560, 1207, 1141
MS m/z 837 (10); 818 (11); 568 (34); 518 (26); 468 (59); 418 (100); 390 (26); 362
(14);
'H-NMR (8, ppm) CDCl3 13C-NMR (8, ppm) CDCI3
5.9 (1H, s) NH 170
3.63 (2H, @, J=6.4 Hz) F1;Cg-CH,-CH, 122-108 (m, CF)
2.56-2.49 (4H, m) F;;Cg-CH,-CH;; NH-CH, 32.3
2.43-2.32 (2H, m) NH-CH,- CH, 30.7 (t, J=21, 22Hz)
27.1

26.7 (t, J=21, 22Hz)

Comentarios:
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N,N’-Bis(1H,1H,2H,2H-perfluorooctiloxicarbonil) hidrazina N° Referencia
7
P. M. (g/mol)
i 812.246
O N< CeF F.C
FisCe” \n/ H 0\~ TE13 P.F.CC)
(@) 106-107
[« (c= 1.0,CH,Cl)
Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental
C18H10F26N204
C 26.62 H 1.241 N 3.45 C 26.78 H 1.813 N 3.969
IR(cm™ KBr) 3278, 1729 (C=0), 1550, 1362, 1145.
MS m/z 812; 543; 448; 422; 362; 104;

'H-NMR (8, ppm) CDCl,

13C-NMR (8, ppm) CDCl,

6.55 (2H, b.s., NH)
4.48 (4H, 1, J= 6Hz, -O-CH,-CH,-)
2.50 (4H, m, CH,-CH,-CF,-)

Observaciones:

No fue posible adquirir el espectro de **C-RMN debido a la baja solubilidad.
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Pd/C P e
Ph Ph CIA/ AN T CoFis
|: HO-CyH4-CeF13 H o
A Cbz-NH

O\/\
Cbz-NH~ ~COOH CeF13 13
EDC o o
12 Chz-Vval.OH N 0
S
Pd/C Y H CeF13
Ac,0 0O~ o)
14
Ph Ph
Ph a) Mel/NaH 2) Pd/C o)
Ji Cbz. -~ O~ )k - (OGN
Cbz-NH™ “COOH b) HO-CoHy-CeFys ! CeF13 b) Ac,0 N CeFi3
EDC, HOBT o o)
11 18 20

(S)-2-Benciloxicarbonilamino-3-fenil-propanoato de 1H,1H,2H,2H-

perfluorooctilo 13

Ph Sobre una disolucion de (L)-Cbz-fenilalanina
Cbz-NHJ;(O\/\C(aFlg 11 (120 g, 4 mmol) y 1H,1H,2H,2H-

o) perfluorooctanol 5 (0.95 mL, 4.4 mmol) en

12 diclorometano seco (30 mL) y DMF (0.9 mL) a

0°C y bajo N, se adicionaron 1-

hidroxibenzotriazol (0.54 g, 4 mmol) y EDC (1.07 g, 5.6 mmol). La disolucion se agit6
a temperatura ambiente durante 16 h, después se lavo con HCI (0.1M) (2 x 25 mL) y
con una disolucion saturada en NaHCOg3 (2 x 15 mL). El crudo se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice (Hex/EtOAc 10:1). Se obtuvo el producto

puro con un 87% de rendimiento (2.24 g).

(S)-2-Acetilamino-3-fenil-propanoato de 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo 13
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oh Se agitd una  suspension de  (S)-2-

)(i J;(o benciloxicarbonilamino-3-fenil-propanoato  de
H I 7 CoFi3 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo 12 (0.32 g, 0.5

13 mmol) y un 10% de Pd-C (0.032 g) en etanol (2

mL) a 1 atmdsfera de H, y temperatura ambiente

durante 16h. Pasado ese tiempo, la mezcla se filtro sobre celita y el disolvente se
evaporé a presion reducida. El crudo resultante, consistente en el (S)-2-amino-3-
fenilpropionato de 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo intermedio (rendimiento cuantitativo)
se disolvio en diclorometano (5 mL) y se enfrio a 0° C. Sobre la disolucion se adiciond
trietilamina (0.103 mL, 0.74 mmol), se goted cloruro de acetilo (0.040 mL, 0.56 mmol)
y se agito bajo atmosfera de N, durante 2h a 0° C. La disoluciédn resultante se diluyo6 con
CH,Cl, (10 mL) y se lavo sucesivamente con HCI (0.1 M) (3 x 5 mL) y con una
disolucién saturada de NaHCO3 (3 x 5 mL). El crudo se purific6 mediante HPLC
preparativo (columna Lichrosorb 60 um, Hex/EtOAc 1:1). Rendimiento 57 % (0.158

mQ).

(2S)-2-[(2S)-2-Acetilamino-3-metil-butanoilamino]-3-fenil-propanoato  de
1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo 14

Lo Ph Sobre una disolucién de  (2S)-2-amino-
YN%NJ;]/O\/\CGFB 3-fen|Iprop|c.>nato de 1H,1H,2H,2H-

0O H g perfluorooctilo (0.672 mg, 1.31 mmol) y

14 acido (2S)-2-benciloxicarbonilamino-3-

metilbutandico (0.33 g, 1.31 mmol) en

diclorometano seco (10 mL) y DMF (0.34 mL) bajo atmdsfera de N, a 0°C, se adicion6
1-hidroxibenzotriazol (178 mg, 1.31 mmol) y EDC (353 mg, 1.84 mmol). La mezcla se
agito a temperatura ambiente durante 16h, después se lavo con HCI (0.1M) (2 x5mL) y
con una disolucion saturada en NaHCO3 (2 x 5 mL). El crudo obtenido (0.887 mg, 91%
de rendimiento) se disolvid en etanol (10 mL) y sobre la disolucién se adicioné un 10%
de Pd-C (87 mg). La suspensién se agitd a temperatura ambiente y presion atmosférica
de H; durante 6h, luego se filtr6 sobre celita y se evapord el disolvente a presién

reducida. El crudo se volvio a disolver en diclorometano (15 mL) y se afiadieron 2 eq.
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de anhidrido acetico (0.227 mL, 2.38 mmol); la disolucion se agitd a temperatura
ambiente durante 2 h y se evapord el disolvente a presion reducida. EI producto asi
obtenido se utiliz6 sin purificacion adicional. Rendimiento 40% (0.34 g).

(S)-2-(N-Benciloxicarbonil-N-metilamino)-3-fenilpropionato de
1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo 18

Ph En un matraz seco bajo atmdsfera de N, provisto
de desecador y agitacion magnética se adiciond
CbZ\NJ;(O\/\CGFls - - - -
o una disolucién de (L)-Cbz-fenilalanina 11 (0.900
18 mg, 3.0 mmol) y yoduro de metilo (1.5 mL, 24

mmol) en THF seco (7 mL). La disolucion se
agitd a 0° C y se le adiciono una suspension de NaH (60 % en aceite mineral) (0.36 mg,
9 mmol) en THF seco (2 mL). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 24h.
Pasado ese tiempo se adiciond EtOAc (5 mL) y agua (1 mL), la disolucién se evaporo a
presion reducida y el residuo se disolvié en Et,O (20 mL) y se extrajo con HCI (0.1M,
10 mL x 3). El &cido (S)-2-(N-benciloxicarbonil-N-metilamino)-3-fenilpropionico asi
obtenido se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (Hex/EtOAc 1:1) con
un rendimiento de 61% (0.575 g).* Este se disolvi6 en diclorometano seco (14 mL) y
DMF (0.460 mL) y bajo atmdsfera de N, se adicion6 1H,1H,2H,2H-perfluorooctanol
(0.436 mL, 2.01 mmol) y HOBT (0.247 g, 1.83 mmol). La mezcla de enfri6 a0° C y
sobre ella se adicion6 EDC (0.491 g, 2.56 mmol); se agité a temperatura ambiente
durante 18h y se extrajo sucesivamente con HCI (0.1 M, 2 x 10 mL) y con una
disolucién saturada de NaHCOs. El crudo se purificd por cromatografia en columna de
gel de silicel (Hex/EtOAc 5:1). Rendimiento (57%, 0.688 mg) (Rendimiento global de

los dos pasos 35%).

0 J. R. McDermot, N. L. Benoiton, Can. J. Chem., 1973, 51, 1915-1919.
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(S)-2-(N-Acetil-N-metilamino)-3-fenilpropionato de 1H,1H,2H,2H-

perfluorooctilo 20

o Ph Se agitd una suspension de (S)-2-(N-
benciloxicarbonil-N-metilamino)-3-

AN/I;(O\/\CGFB : : :
0 fenilpropionato de 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo
20 18 (0.18 g, 0.27 mmol) y Pd-C (10%, 18 mg) en

etanol (2 mL) a presion atmosférica de H, y
temperatura ambiente durante 3h (la reaccién se siguié por TLC, Hex/EtOAc 5:1).
Cuando la desproteccion del carbamato de bencilo ya habia finalizado, se filtr6 sobre
celita y se evapord el disolvente en el rotavapor para proporcionar el N-metilaminoéster
intermedio. El crudo (140 mg, 95%) se disolvid en diclorometano (2 mL) y tras enfriar
la reaccion a 0° C, se adiciond anhidrido acético (0.05 mL, 0.52 mmol). La mezcla se
agito a dicha temperatura durante 2h y tras comprobar que la reaccién habia finalizado
(TLC Hex/EtOAc 2:1) se evapord el disolvente y el exceso de anhidrido acético a
presion reducida. EI producto se purificé mediante cromatografia en columna de gel de
silice (Hex/EtOAc 2:1) y se obtuvo con un rendimiento del 62% (147 mg).
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(S) -2-Benciloxicarbonilamino-3-
fenilpropanoato de 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo

o

N° Referencia
12

P. M. (g/mol)
645.41

Pto. Furs. (°C)

o ~\CoF13
©\/0 NH Aceite

[@]5 (c=1, CH,CL,)

(0]
+14.3
Férmula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
C25H20F13NO4
C H N C H N
IR(cm™ KBr) 3330 (NH); 1742 (CO); 1734 (CO); 1526 (C-C arom); 1050-1400 (CF)
MS m/z

'H-NMR (8, ppm) CDCl3

13C-NMR (8, ppm) CDCl3

7.33-7.07 (10H, m, -Ph)
5.24 (1H, d, J= 7.6 Hz, NH)

5.06 (2H, s, -O-CH,-Ph)

4.64-4.61 (1H, m, -CH-CH,-Ph)
4.33 (2H, 1, J= 6.3, -CH,-CH,-CF,-)
3.05 (2H, m, -CH-CH,-Ph)
2.38-2.26 (2H, m, -CH,-CH,-CF-)

1713
155.6

136.2

1355

129.2

128.6

1285

128.2

128.1

127.2

125-105 (6C, m)
67.0

57.1

54.9

38.1

30.3 (t, J= 21.8 Hz)

Comentarios:

Al pinchar una muestra en el cromatégrafo GS-MS el producto se descomponia durante la
separacién cromatogréfica, por lo que no fue posible conseguir su espectro de masas.
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(S)-2-Acetamido-3-fenilpropionato de 1H,1H,2H,2H-

N° Referencia

perfluorooctilo 13
P. M. (g/mol)
553.32
0]
r—
O/\/C6F13 Pto. Fusion (°C)
Aceite
YNH
I [« (c=1, CH,Ch)
+21.8
Férmula Microanalisis
Empirica
Tedrico (%) Experimental (%)
C19H16F13NO3
C H N Cc H N
IR(cm™ KBr) 3270 (NH); 1746 (CO); 1655 (C-C arom); 1100-1300 (C-F)
554 (2); 494 (10); 449 (11); 420 (27); 327 (12); 235 (6); 148 (79);
MS m/z 131 (100); 120 (67); 104 (34); 91 (61); 43(55)

'H-NMR (8, ppm) CDCl3

C-NMR (3, ppm) CDCI3

7.33-7.13 (5H, m, -Ph)

6.01 (1H, d, J= 6.8 Hz, NH)

4.89 (1H, dd, J= 6.4, 14.2 Hz, NH-CH-COO0-)
4.40 (2H, m, O-CH,-CH,-CF,-)

3.12(2, m, CH-CH,-Ph)

2.39 (2H, m, O-CH,-CH,-CF,-)

2.00 (3H, s, -OMe)

170.4
169.7

135.6

129.1

128.6

127.2

125-105 (6C, m)
57.1

53.2

37.8

30.3 (t, J= 21.8Hz)
22.9

Comentarios: La muestra, a pesar de haberse purificado por HPLC preparativo, no lleg6 a dar un

microanalisis satisfactorio.
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(S)-2-(N-Benciloxcarbonil-N-metilamino)-3-fenilpropionato de
1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo

(0]
Qo
ij\Me

(@]

N° Referencia
18

P. M. (g/mol)
659.44

o)

Pto. Fusidn (°C)

Aceite

[« (c= 1, CH,Cl)

Férmula Microanalisis
Empirica
Tedrico (%) Experimental (%)
C26H22F13NO4
C H N C H N
IR(cm™ KBr) 1744 (b, CO); 1700 (C-C arom); 1050-1300 (C-F)
MS m/z

'H-NMR (8, ppm) CDCl3 3C-NMR (8, ppm) CDCl3
170.6
7.34-7.10 (10H, m, Ph) 170.5 (conf)
5.07 (2H, s, Ph-CH,-0O-) 156.4
5.02 (2H, s, Ph-CH,-0-) conf. 155.7
4.84 (1H, dd, J= 10.5, 5.4 Hz, NMe-CH-COO) 136.9
4.73 (1H, dd, J=10.2, 4.8 Hz, NMe-CH-CQOOQ)c 136.6 (conf)
4.41- 4.26 (2H, m, -CH,-CH,-CF,-) 136.3
3.35- 3.23 (1H, m, -CH-CH,-Ph) 129.2
3.09- 2.95 (1H, m, -CH-CH,-Ph) 128.6
2.81 (3H, s, N-Me) 128.5
2.77 (3H, s, N-Me) conf. 128.4
2.47-2.27 (2H, m, -CH,-CH,-CF,-) 128.1
127.9
127.6
126.8
120-105 (CF)
67.5

67.3

60.8

57.0

35.3 (conf)

34.8

324

32.3

30.4 (t, )= 21.7Hz)

Observaciones:

Los espectros de *H-NMR y *C-RMN muestran una mezcla de conférmeros en una relacién de

3:2.

Al pinchar una muestra en el cromatégrafo GS-MS el producto se descomponia durante la
separacién cromatogréfica, por lo que no fue posible conseguir su espectro de masas.
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(S)-2-(N-Acetil-N-metilamino)-3-fenilpropionato de N° Referencia
1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo 20
P. M. (g/mol)
567.34
o
—
O/\/C6F13 Pto. Fu5|f)n (°C)
Aceite
N Me
i [@]3 (c=1, CH,Ch)
-36.4
Férmula Microanélisis
Empirica
Tedrioco (%) Experimental (%)
C20H18F13NO3
C 4234 |H 320 N 247 C H N
IR(cm™ KBr) 1742 (CO); 1655 (C-C arom); 1050-1300 (C-F)
569 (3);494 (8); 435 (56); 176 (27); 134 (100); 88 (54); 42 (49);
MS m/z
'H-NMR (8, ppm) CDCI3 3C-NMR (8, ppm) CDCI3
171.2 29.7
7.31-7.12 (5H, m, -Ph) 170.5 29.0
5.04 (1H, dd, J=5.5, 10.6 Hz, CH-CH,-Ph) 169.7 21.6
4.50-4.34 (2H, m, -CH,-CH,-CF,-) 137.0 21.0
3.33 (1H, dd, J=5.5, 14.4 Hz, CH-CH,-Ph) 136.4
3.06 (1H, dd, J= 10.6, 14.4 Hz, CH-CH,-Ph) 128.9
2.78 (3H, s, N-Me) 128.8
2.54-2.35 (2H, m, -CH,-CH,-CF,-) 128.6
1.97 (3H, s, Me-CO) 127.3
126.8
125.105 (6C, m)
62.6
59.1
57.5
56.9
35.22
34.63
34.4

30.5 (t, J= 21.8Hz)

Comentarios:

Los espectros de *H y **C-muestran una relacién de conférmeros de 4:1.
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(2S)-2-[(2S)-2-Acetilamino-3-metil-butanoilamino]-3-fenil-

propanoato de 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilo

0 H O
AN N\)ko/\/ceFls
H o

Ph

N° Referencia
14

P. M. (g/mol)
652,45

Pto. Fusion (°C)

[@]5 (c=1, CH,CL,)

+4,2
Formula Microanalisis
Empirica
Teobrioco (%) Experimental (%)
CoaH25F13N204
C 4418 |H 3.86 N 4.29 C 44.58 H 3.56 N 4.59
IR(cm™ KBr) 3287, 2969, 1748, 1644, 1541, 1244, 1202
MS m/z 652 (0.9); 512 (4.0); 494 (29.2); 449 (4.7); 114 (100); 72 (48.3)

'H-NMR (8, ppm) CDCI3

13C-NMR (8, ppm) CDCI3

7.3-7.1 (5H, m, Ph)

7.0 (1H, d, J= 7.8 Hz) NH

6.5 (1H, d, J= 8.8 Hz) NH

4.8 (1H, dd, J= 14.2, 6.8 Hz) CH
4.36-4.31 (1H, m) CH, CH,-CH,-CF,
3.1 (1H, dd, J= 6.36, 6.85, 13.7, 13.9 Hz,
CH,Ph)

3.07 (1H, d, J= 6.85, 13.69 Hz) CH,Ph
2.4-2.3 (2H, m) CH,-CF

2.02 (1H, dd, J=5.87, 6.84, 12.72, 13.69 Hz)
CH-(CH3)2

1.98 (3H, s) CH,

0.92 (3H, d, J= 6.85 Hz) CH(CH3),

0.91 (3H, d, J= 6.85 Hz) CH(CH3),

171.4
170.9

170.4

1355

129.1

128.6

127.2

119-108 (m, CF)
58.4

57.1

53.4

37.8

31.1

30.2 (t, J= 21Hz)
23.0

18.9

18.2

Comentarios:
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1.3.2.4 Sintesis de ureas polifluoradas

'PINCO 0
F13C6\/\NXNJ\

H H
Rf-(CH3),-NH, 26
23 Rf=CFs n=1 o
24 Rf=C4F9,n=2 |
2 Rf= CgFy n =2 (C1sCO),C=0 RFCHINH “NH(CHy) R

25 Rf= ClOFZl! n=2

27Rf=CFa n=1
28 Rf = C,Fg, n =2
ARf=CgFyz n=2
29 Rf = CqgFp1, N =2

N-Isopropil-N’-(1H,1H,2H,2H-perfluorooctil)urea 26

Sobre una disolucion de  1H,1H,2H,2H-

O
)\NkN/\/CGFB perfluorooctilamina 2 (399 mg, 1.1 mmol) en
H H

26

diclorometano (5 mL) bajo atmoésfera de N, se
goted lentamente isocianato de isopropilo (0.098
mL, 85 mg, 1 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 min. y
pasado ese tiempo se formd un gel. El disolvente se evapord a presion reducida y se

obtuvo directamente el producto puro con un rendimiento del 95% (425 mg).

Procedimiento general para la sintesis de las ureas 4, 27,28 y 28 (Ref. 26,

pag. 30)

Sobre una disolucion de la perfluoroalquilamina correspondiente 2, 23,24 y 25
(25.6 mmol) en diclorometano (64 mL) y NaOH 6M (25 mL) enfriada a 0° C, se goted
una disolucion de trifosgeno (2.53 g, 8.53 mmol) en diclorometano (12 mL). La
reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 5h, observandose la precipitacion de
urea conforme se formaba. El diclorometano fue evaporado directamente de la mezcla a
presion reducida (rotavapor) y el solido se disolvié en éter etilico (200 mL). La fase

organica se decanté y fue lavada con una disolucién saturada en cloruro sédico (5 x 100
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mL) hasta que las aguas del lavado tuvieran pH neutro. La fase organica se sec6 sobre
sulfato magnésico vy, tras evaporar el disolvente a presion reducida, el producto fue

cristalizado en metanol.
N,N’-Bis-(2,2,2-trifluoroetil)urea 27

o Se siguié el procedimiento general partiendo de

,:3(;/\,\,)%\,/\(3,:3 2,2,2-trifluoroetilamina 23 (0.6 mL, 6 mmol). Se
H H

27

obtuvo la urea deseada con un 46 % de rendimiento
(0.34 9).

N,N’-Bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorohexil)urea 28

o) Se sigui6 el procedimiento general partiendo
F9C4\/\NXN&/C4F9 de una disolucién en perfluorooctano de la
H 28H 1H,1H,2H,2H-perfluorohexilamina  24. El

producto, un sélido blanco, se obtuvo por

cristalizacion en cloroformo (40%, 1.1 g, rendimiento global partiendo del yoduro 21).
N,N’-Bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorooctil)urea 4

e} Se sigui6 el procedimiento general partiendo
Flsce\/\NkN/\/CeFls de la 1H,1H,2H,2H-perfluorooctilamina 2
H H (9.3 g, 25.6 mmol). Rendimiento: 83% (7.89
4
9).
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N,N’-Bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorododecil)urea 29

o) Se sigui6 el procedimiento general

F21C10\/\NJkN/\/C10F21 partiendo  de  la  1H,1H,2H,2H-
H H

29

perfluorododecilamina 25 (056 g, 1
mmol). Se obtuvo el producto deseado con
un rendimiento del 98 % (0.574 g). El producto resulté ser muy insoluble en la mayoria

de los disolventes, aunque se disolvia ligeramente en metanol.

1.3.2.5 Sintesis de N,N’-bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorooctil)carbodiimida 32

H H

PhsP/Br CeFBL
N N 3 2 o~
o CeF13
4 32

Sobre una suspension de N,N’-bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorooctil)urea 4 (2.26 g,
3 mmol) en perfluorohexano (15 mL) bajo atmdsfera de N, a 0° C, se adiciond una
disolucion de trifenilfosfina (2.36 g, 9.0 mmol) en diclorometano (30 mL). Después se
gote6 bromo (0.45 mL, 1.44 g, 9 mmol) hasta que la mezcla adquiriese un color
amarillo, trietilamina (2.0 mL, 15 mmol) y la reaccién se agit6 durante 15 min.a0°Cy
16 h atemperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se obtuvieron dos fases de las que se
decant6 la fase fluorosa inferior homogénea y se separ6 mediante una jeringa. La
disolucion fluorosa se introdujo en un matraz seco bajo atmdsfera de N, y la fase de
diclorometano se extrajo con perfluorohexano (2 x 2.5 mL). Las fases fluorosas
combinadas se evaporaron en el rotavapor para dar la carbodiimida 32 pura que fue

almacenada a -20° C bajo atmosfera de N,. Rendimiento: 2.1 g, (98%).
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N-Isopropil-N’-(1H1H,2H,2H-perfluorooctil)urea N° Referencia
26
P. M. (g/mol)
O 448.23
)\NKN/\/CGFB P.F.(%C)
H H 65-66
[ (c= 1.0,CH,Cl)

Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental
C12H13F13N20
C 32.13 H 2.92 N 6.25 C 32.06 H 3.04 N 6.06
IR(cm™,KBr) 3350 (NH); 1631 (CO)
MS m/z 449 (100); 434 (4.9; 388 (35.4; 363 (21.9); 345 (19.0); 44 (87.1)
'H-NMR (8, ppm) CDCl, B3C-NMR (8, ppm) CDCl,
4.71 (1H, t J = 5.7Hz) CH,-CH»>-NH- 157.16 (1C, s) C=0
4.54 (1H, d J=7.7Hz) NH-CH-(CHs), 105-125 (6C,m) C-F
3.84 (1H, m) NH-CH-(CHs), 42.34 (1C,'s) CH(CHs),
3.60 (2H, q J= 6.4Hz) NH-CH,-CH, 32.70 (1C, s) NH-CH,-CH,
2.35 (2H, m) CH,-CH,-CF,- 31.68 (1C, t J= 21 Hz) CH,-CF,
1.15 (2H, d J= 6.6Hz) CH-(CHa), 23.35 (2C, s) CH-(CHj3),

Observaciones:
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N,N’-Bis-(2,2,2-trifluoroetil)urea N° Referencia
27
P. M. (g/mol)
O 224.11
P.F. (°C
FgCANkN/\CFg, (°C)
H H 155-156
[2]2 (c= 1.0,CH,Cl)

Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental
CsHgFeNLO
C 26.80 H 2.69 N 12.50 C 27.40 H 2.67 N 12.55

IR(cm'l,KBr) 3356.5(NH); 3320.6 (NH); 1643.8 (C=0); 1600

MS m/z 225 (41); 197 (17); 161 (13); 109 (25); 95 (46); 91 (100); 67(22).
'"H-NMR (8, ppm) CDCl, 13C-NMR (8, ppm) CDCl,
4.82 (2H, s) NH 159.55 (1C,s) C=0
3.83 (4H,q J= 9 Hz) -CH,-CF; 126.12 (2C, q J= 278 Hz) -CH,-CF,

42.25 (2C, q J= 345 Hz) ~CH,-CF;

Observaciones:
Soluble en éter dietilico y metanol
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N,N’-Bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorohexil)urea N° Referencia
28

P. M. (g/mol)

H H 552.205

CiFg N\H/N\/\C4F9 P.F. (°C)

O
65-66

[2]2 (c= 1.0,CH,Cl)

Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental
CsHgFeNLO
C 2828 | H 182 N 5.07 C 28.62 H 1.90 N 5.24

IR(cm'l,KBr) 3365 (NH); 1638.8 (C=0)

MS m/z 552 (100); 534 (21); 333 (11.5); 264 (15); 244 (20); 44 (24)
'"H-NMR (8, ppm) CDCl, 13C-NMR (8, ppm) CDCl,
4.81 (2H,b.s) NH 157.33 (1C,s) C=0
3.55 (4H, m) NH-CH,-CH, 105-125 (8C, m) ~CF
2.35 (4H, m) CH,-CH,-CF,- 32.77 (2C,s) NH-CH,-CH,-

31.38 (2C, t J= 21 Hz) —CH,-CH,-CF-

Observaciones:
Soluble en éter dietilico y metanol
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N,N’-Bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorohexil)urea N° Referencia
4
P. M. (g/mol)
H H 752.24
N_ N
FlSCG/\/ \n/ \/\CGFlg P.F. (°C)
© 95
25
[a]D (C— lO,CH2C|2)
Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental
C17H10F26N20
C 2714 | H 134 N 3.72 C 27.53 H 1.40 N 3.86
IR(cm™ KBr) 1100,1300 (CF),1581.2 (amida 2), 1637.5 (C=0), 3333.3,
3380.2 (NH)
MS m/z 753 (16); 752 (100); 734 (48); 362 (11.3); 344 (14); 44 (26)

'"H-NMR (8, ppm) CDCl, 13C-NMR (8, ppm) CDCl,

159.0 (1C, s) C=0
33.98 (1C, s) NH-CH,-CH,-
32.8 (1C, t J= 21Hz) CH,-CH,-CF-

2.48 (4H, m) -CF3-CH,-CH,-
3.70 (4H, b.s) —~CH,CH,NH-
6.48 (2H, b.s) NH

Observaciones:
Soluble en éter dietilico y metanol
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N,N’-Bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorododecil)urea N° Referencia
29
P. M. (g/mol)
O 1152.30
F21C10\/\N)1\N/\/C]_0F21 S
H H P. F. (°C)
[«]2 (c= 1.0,CH,Cl)

Formula Microanalisis

Empirica

Teorico (%) Experimental
CasH10F42N20

C 26.06 | H 0.85 N 2.43 C 2381 | H0.631 |N 2323

IR(cm™,KBr)

MS m/z

'H-NMR (8, ppm) MeOD 13C-NMR (8, ppm) CDCl,

2.96 (4H, t, J= 7.4Hz, CH,-CH,-NH)
2.35 (4H, m, CF.CH,-CH,)

Observaciones:

Sélido blanco imposible de purificar mediante cromatografia o cristalizacién por su baja solubilidad.
Microanalisis no satisfactorio.

El espectro de *C-NMR adquirido en MeOD a 40° C no dio sefial alguna, el espectro de *H-NMR se
adquirio en ese disolvente a 40° C.

La sefial del NH colapsa con la del MeOD.
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N,N’-Bis-(1H1H,2H,2H-perfluorooctil)carbodiimida

- ICGFIS
N=C=N

FioCs—

13Cs

N° Referencia
32

P. M. (g/mol)

734.22

P.F. (°C)

[2]2 (c= 1.0,CH,Cl)

Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental
Ci7HgF 26N>
C H N C H N
IR(cm'l,KBr) 2134, 1248, 1235
MS m/z 735 (3.5); 402 (100); 370 (11.2); 55 (22.4)

'"H-NMR (8, ppm) CDCl,

13C-NMR (8, ppm) CDCl,

3.59 (2H, t, J= 7Hz) =N-CH,-
2.29 (2H, m) ~CH,-CF,-

139.0 (1C, s) ~N=C-N-
125-105  (26C, m) —CeF1s
385 (2C,s) =N-CH,-
32.3 (2C, t, J= 21 Hz) ~CH,-CF,-

Observaciones:

siquientes reacciones sin destilar.

Liquido incoloro que es almacenado bajo atmésfera de N, a -20° C. El crudo se utilizaba en Is
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1.3.3 Sintesis de péptidos

1.3.3.1 Acoplamientos peptidicos

Método A: En un matraz seco y bajo atmoésfera de N, se disolvio el
correspondiente &cido o aminoacido con el grupo amino protegido (0.25 mmol) vy la
amina o aminoester (0.25 mmol) en CH,Cl, (1 mL) y sobre la mezcla se afiadié una
disolucién de la carbodiimida 32 (0.2 g, 0.27 mmol) en perfluorohexano (1 mL). La
reaccion se agité enérgicamente durante 24 h., tras la cuales se observo un precipitado
de urea. Se adicioné acido perfluoroheptandico (91 mg, 0.25 mmol), y tras agitar
durante 2 min. y haberse disuelto la urea por completo, se extrajo la fase inferior
fluorosa mediante una jeringa. La fase superior de diclorometano se lavé sucesivamente
con una disolucion de acido perfluoroheptandico (91 mg, 0.25 mmol) en
perfluorohexano (1 mL), perfluorohexano (1mL), una disolucion 0.1M de HCI (1 mL) y
una disolucion saturada en NaHCO3 (1 mL). Una vez secado el disolvente sobre MgSO,

y evaporado a presion reducida se obtuvo el producto puro.

Método B: En un matraz seco y bajo atmdsfera de N, se disolvieron el &cido o
aminoacido con el grupo amino protegido (0.25 mmol) y la amina o aminoéster (0.25
mmol) en CH,CIl, (ImL) y sobre la disolucién se afiadié una disolucion de la
carbodiimida 32 (0.2 g, 0.27 mmol) en perfluorohexano (1 mL) y 4-N,N-
dimetilaminopiridina (6 mg, 0.05 mmol). La mezcla de reaccién se agit6é a temperatura
ambiente durante 24h tras las cuales se le adicion6 acido perfluoroheptandico (91 mg,
0.25 mmol), se agitd durante 2 min. y tras haberse disuelto la urea por completo, se
adiciono una disolucién de HCI (0.1M, 1mL). Se separaron las tres fases, y la fase del
diclorometano se lavo consecutivamente con una disolucion de é&cido
perfluoroheptandico (91 mg, 0.25 mmol) en perfluorohexano (1 mL), perfluorohexano
(ImL) y una disolucién saturada en NaHCO3 (1 mL). Una vez secada la disolucion

sobre MgSQ, y evaporada a presion reducida se obtuvo el producto puro.
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1.3.3.2 Sintesis de ésteres terc-butilicos

En un matraz seco y bajo atmosfera de N, se adicion6 una disolucion del
correspondiente acido (0.5 mmol) y terc-butanol (1.1 mmol) en diclorometano (2.5 mL)
y sobre ella una disolucion de N,N’-bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorooctil)carbodiimida 32
(0.808 g, 1.1 mmol) en perfluorohexano (2.5 mL). Por altimo, se adicion6 una cantidad
catalitica de 4-N,N-dimetilaminopiridina (12 mg, 0.1 mmol). La reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 18h. Pasado ese tiempo se adiciond acido
perfluoroheptandico (0.4 g, 1.1 mmol) y una disolucion de HCI (0.1M, 2 mL). Se
separaron las tres fases y la fase del diclorometano se lavo consecutivamente con una
disolucién de acido perfluoroheptanoico (0.4 g, 1.1 mmol) en perfluorohexano (2 mL),
perfluorohexano (2mL) y una disolucién saturada en NaHCO3 (2 mL). Una vez secada

la disolucién sobre MgSO, y evaporada a presién reducida se obtuvo el producto puro.

1.3.3.3 Recuperacion de la N,N’-bis-(1H,1H,2H,2H-perfluorooctil)urea 4

Una vez evaporado el perfluorohexano de las extracciones se obtuvo un aceite
consistente en la mezcla de acido perfluoroheptandico y N,N’-bis-(1H,1H,2H,2H-
perfluorooctil)urea. El acido fue sublimado a vacio (0.04 torr) utilizando un colector de
tipo géndola enfriado con un bafio de acetona/CO, (-78° C). La mezcla se calento
durante 4h a 90°C, recuperandose el 91 % del &cido. La urea remanente en el matraz se

cristaliz6 en metanol obteniendo urea pura con un 87% de rendimiento.

1.3.3.4 Determinacion cromatografica (GC-MS) de N,N’-bis-(1H,1H,2H,2H-

perfluorooctyl)urea en crudos de reaccion

La cromatografia gaseosa se realizé en un cromatdégrafo de gases acoplado a un
espectrometro de masas Finnigan MAT GCQ™, utilizando una columna Tracer TRB-5

de 15m de longitud y 0.25 mm de diametro interno.
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En todos los casos se inyectd 1ulL de disolucion. La temperatura de inyeccion
era de 250°C, y se realizé la pinchada a 50°C, manteniendo esta temperatura durante 5
min. y aumentando la temperatura hasta 300°C con una velocidad de 15°C/min. La
temperatura se mantenia durante otros 5 min. a 300°C.

Todas las muestras se disolvieron en metanol seco por ser un disolvente en el
que eran solubles tanto la urea como los productos obtenidos en las reacciones de
acoplamiento y formacion de ésteres terc-butilicos. Inicialmente se realizd una curva de
calibrado para la urea y el fenantreno (patron interno). Se inyectaron muestras con una
concentracion de 2 x 10 % (en peso) de fenantreno y una concentracion variable de
urea desde 2 x 10™ % hasta 2 x 10" obteniéndose una linea recta con regresion lineal del
R*= 0.9985.

Se prepararon después las disoluciones de los compuestos sintetizados en
metanol a concentraciones de 0.2 % para el crudo y de 2 x 10°% para el fenantreno.
Una vez integradas las areas de los picos de la urea a 12.37 min. y de fenantreno a 13.31

min., se estimo la cantidad de urea en la muestra.

1.3.3.5 Estudios FTIR de formacién de puentes de hidrégeno en los compuestos 4,
40, 41, 42 y 15.

Los espectros se registraron en un espectrometro Nicolet Magna-560 FTIR
equipado con una celda de liquidos de KBr con ventana (specac) de espesor 1 mm. Los
espectros se adquirieron a 25° C (64 scans, 4 cm ™ de resolucién) y se resto la sefial del
disolvente. Se utilizaron disoluciones de concentracion 5 x 102 M en diclorometano y

perfluorohexano (Fluorochem) secos y desgasificados.
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ANEXQOS CAPITULO 1

ANEXO 1- Estudios del complejo 42-15 mediante espectroscopia
infrarroja FTIR.

gt i
- OMe
o N F13C¢~ "OH
H o
42 15
05
15
42 1712
0.4 4215 (1:2) 7
4215 (1:1) 1743

-« 7
1780

Ahzorhancia

1850 1800 1750 1700 1650
Longitud de Onda

Figura 1. 58: Zona del carbonilo de los espectros de IR del &cido 15 (5mM), 42 (5mM), 15-42 (5 mM), y
15 (10 mM) 42 (5mM) registrados en diclorometano.
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Figura 1. 59: Zona de NH y OH de los espectros de IR del acido 15 (5mM), 42 (5mM), 15-42 (5 mM), y
15 (10 mM) 42 (5mM) registrados en diclorometano.

ANEXO 2- Estudio por IR del complejo 4-15 en perfluorohexano y

diclorometano

O 0
F13CGkaNNC6F14
H H

4 15

F13Cs OH
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0,25
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Figura 1. 60: Zona de carbonilo de los espectros de IR del &cido 15 (5mM), 4 (ImM) y 4-15 (5 mM),
registrados en perfluorohexano.
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Figura 1. 61: Zona de NH y OH de los espectros de IR del acido 15 (5mM), 4 (ImM) y 4-15 (5 mM),
registrados en perfluorohexano.
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CeFi3
F13Cs 3482
1561, 1640 \ /
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\ F13C6T< 1814
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Figura 1. 62: Asignacion de las bandas correspondientes a las especies formadas por la urea 4 y el 4cido
15 en perfluorohexano.

En ambos disolventes urea 4 da dos bandas en la zona del carbonilo
correspondientes a las vibraciones de amida | y amida Il (se trata de una frecuencia de
tension combinada entre el enlace C-N y el enlace N-H). En perfluorohexano las
moléculas de urea 4 se encuentran autoagregadas (la frecuencia de la banda del
carbonilo a 1630 cm ™ es muy baja para que la especie esté libre y la frecuenta de
amida 11 es de 1577 cm ). La mayoria del 4cido se encuentra como dimero pues
aparecen dos frecuencias de vibracion una débil correspondiente al acido libre a 1814
cm 'y una segunda mas intensa a frecuencia mas baja a 1775 cm * correspondiente al
carbonilo del &cido dimérico. Lo mismo se observa en la zona de los OH donde el acido

da una banda muy ancha a 3100 cm™*

correspondiente al dimero (5), y una banda a
3569 cm* correspondiente al 4cido libre. Las dos bandas de vibracion de los NH de la
urea 4, incluso a una concentracion 1mM, indican que ésta se halla completamente
autoagregada. Los espectros del complejo 4-15, en perfluorohexano indican la
formacion de especies nuevas (ver Figuras Figura 1. 60 y Figura 1. 62). En la zona del
carbonilo, las dos bandas del carbonilo correspondiente a la urea se desplazan a 1561 y

1640 cm ™', y aparece una banda para el carbonilo del 4cido asociado a 1752 cm™* que
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al estar tan desplazada, indica la formacion de sistema doble de puentes de hidrégeno.
Adicionalmente, las bandas de NH se desplazan, y aparece una nueva a 3482 cm ™ * que
al ser una frecuencia tan alta, se asigna al NH sin coordinar. En cambio la sefial del OH
del acido se desplaza a frecuencias mas bajas, indicando que esta fuertemente

coordinado (a 2965 cm ™ ?).

0,2

0,15

01

Absorbancia

0,05

_005 T LI I LI T I T T T T | LI | T T T I T LI I LI T
1850 1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500

Longitud de Onda

Figura 1. 63: Zona del carbonilo de los espectros de IR del acido 15 (5mM), 4 (trazas) y 4-15 (5 mM),
registrados en diclorometano.
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Figura 1. 64: Zona de NH y OH de los espectros de IR del 4cido 15 (5mM), 4 (trazas) y 4-15 (5 mM),

registrados en diclorometano.
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Figura 1. 65: Asignacion de las bandas correspondientes a las especies formadas por la urea 4 y el acido

perfluoroheptanoico 15 en diclorometano.
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En diclorometano la urea 4 se encuentra disociada (NH a 3450 cm ' y 1686

cm * el carbonilo)

En este caso también se forman especies nuevas al afiadir el &cido 15 a la urea 4,
apareciendo tres bandas nuevas, dos correspondientes al carbonilo de la urea a 1563
cm 'y 1630 cm ! y otra correspondiente al carbonilo del 4cido asociado a la urea a
1774 cm . Asi como en el diclorometano se siguen viendo las sefiales del carbonilo de
la urea sin asociarse al 4cido (banda a 1540 cm™), en el caso del perfluorohexano las

bandas de la urea sin asociar desaparecen por completo.

ANEXO 3- Espectros de urea y &cido 4-15 a diferentes fracciones

molares.

Se adquirieron espectros del complejo urea acido 4-15 a diferentes fracciones
molares, desde Xurea 0 hasta 1 con variaciones de 0.1. Parecia que no se formaban
especies nuevas aunque se afiadiera mas acido. Una sefial muy representativa es la del
NH no asociado en el complejo. Esta sefial que aparece a 3482 cm ™, no desaparece
aunque haya exceso de acido, lo que significa que la especie solo tiene una molécula de

acido perfluoroheptandico.



126 Capitulo 1: Modulacién de puentes de hidrégeno intermoleculares en medios fluorosos

Hurea=1
3600 2800 1850 1500
Hurea=107
3600 2800 1850 1500
Hurea=105
\ \ Nj/\
3600 2800 1850 1500
Hurea=10.2
3600 2800 1850 1500
Hurea=10
3600 2800 1850 1500

Figura 1. 66: Espectros de FTIR del complejo 4-15 de la zona del carbonilo y amina, a diferentes
fracciones molares de urea.
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ANEXO 4-Medida de la Curva de Job para el complejo urea-acido en

perfluorohexano.

[urea]+[&cido]=0.005M en

perfluorohexano con CDCIl; como patrén externo. Como no era posible observar en

Los espectros se midieron a concentraciones de

todo momento el proton correspondiente al los NH se midieron los protones

correspondientes a los metilenos de la cadena fluorosa (CH, 1y CH; 2)

CH, 1
O\ o)
F13CG\/\N)kN/\/C6F14
4 CH2 15
Curva de JOB (CH, 1)
Curva de JOB (CH, 2)
0,025 0,025
0,02 | ”0’ 002 | **,
0,015 - 0,015 - L
* * X urea ' L 2
X urea*Ad 0,01 | . ‘S 0,01 | 'S
0,005 - ¢ . 0,005 -
0 ‘ 0 ‘
0 0,5 1 0,5
X acido X acido

Figura 1. 67: Curva de Job determinadas para el complejo urea-acido 4-15 observando los
protones correspondientes a los metilenos de la cadena fluorosa de la urea.

Los méximos de la curva se dan en el primer caso a una fraccion de acido de 0.3
(relacion [urea]:[4cido] 2.3:1), y en el segundo caso a una fraccion de acido de 0.2
(relacion [urea]:[acido] 4:1). Este resultado no es congruente con un equilibrio entre
especies completamente solubles en el disolvente y es ello debido a la gran tendencia a
autoagregarse de la urea 4 en perfluorohexano. No se obtienen valores reales de los
desplazamientos quimicos porque la urea se encuentra agregada y al precipitar, la

concentracion que creemos tener no es la real.
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2.1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

2.1.1 Introduccion

2.1.1.1 Adhesion celular controlada por integrinas y procesos patologicos

Los fendmenos de adhesion son procesos clave del desarrollo celular que
controlan la formacion de 6rganos y tejidos en los organismos pluricelulares asi como
su muerte controlada o apoptosis. La adhesion celular tiene lugar a través de diferentes
proteinas situadas en la membrana®* tales como receptores de citokinas, los receptores
asociados a proteinas G (GPCR) o los receptores de factores de crecimiento pero, sobre

todo, a través de las integrinas.

Rl
Ligando

Membrana

Figura 2.1:Representacion esquematica de la interaccion de un
ligando con los dominios oA(pardo) y BA (verde) de una

integrina.

Las integrinas* Figura 2.1 son receptores o,B-heterodiméricos compuestos por

varios dominios extracelulares extensos, una hélice transmembrana y unos dominios

1 C. Marshall, Nature Cell Biology, 2000, E185-187.

*2 Para una revision acerca de la estructura de las integrinas, ver: a) M. J. Humpbhries, Biochem.
Soc. Trans. 2000, 28, 311-339. b) R. Haubner, D. Finsinger, H. Kessler, Angew. Chem. Int. Ed.
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intracelulares reducidos. Se conocen 25 integrinas presentes en las células de los
mamiferos que se pueden clasificar de acuerdo con la estructura de las ramas o y .
Ademas, es conocido que solo los dominios oA y BA, correspondientes a los extremos
mas externos de dichas ramas, participan en la interaccion con ligandos y, por tanto,
desencadenan la transduccion de sefial. Las sobreexpresiones de las integrinas oupf3s,
ovPBs 0 osP; estdn asociadas al desencadenamiento de importantes mecanismos
bioldgicos. Asi, por ejemplo, la primera esta implicada en la agregacion plaquetaria®, la
segunda regula la angiogénesis,** o la migracién celular en musculo blando vascular® y
las dos Gltimas estan implicadas en la adhesién de osteoclastos en la matriz 6sea.*® Por
ello, no es de extrafiar que diferentes ligandos capaces de interferir selectivamente estos
procesos de adhesion sean considerados como dianas terapéuticas para patologias tales
como la trombosis, la metéstasis de tumores solidos cancerigenos, la restenosis posterior

a la angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA) o la osteoporosis.

Existen diferentes proteinas naturales que actuan como ligandos selectivos de
integrina. Asi, la vitronectina procedente del suero sanguineo se asocia Unicamente a la

integrina ow/PBs,*’ la integrina ouipP3 muestra elevada afinidad por el fibrindgeno de las

Engl., 1997, 36, 1374-1389.
* Wityak, J.; Sielecki, T. M. Exp.Opin. Ther. Patents 1996, 6, 1175-1194.
* Eliceiri, B. P.; Cheresh, D. A. J. Clin. Invest. 1999, 103, 1227-1230.

%> a) Matsuno, H.; Stassen, J. M.; Vermylen, J.; Deckmyn, H. Circulation 1994, 90, 2203-2206.
b) Choi, E. T.; Engel, L.; Callow, A. D.; Sun, S.; Trachtenberg, J.; Santoro, S.; Ryan, U. S. J.
Vasc. Surgery 1994, 19, 125-134. c¢) Liaw, L.; Almeida, M.; Hart, C. E.; Schwartz, S. M.;
Giachelli, C. M. Circ. Res. 1994, 74, 214-224.

¢ 2)Van der Pluijm, G.; Mouthaan, H.; Baas, C.; de Groot, H.; Papapoulos, S.; Léwik, C. J.
Bone Miner. Res. 1994, 9, 1021-1028. b) Helfrich, M. H.; Neshitt, S. A.; Horton, M. A. J. Bone
Miner. Res. 1992, 7, 345-351. ¢) Helfrich, M. H.; Nesbitt, S. A.; Dorey, E. L.; Horton, M. A. J.
Bone Miner. Res. 1992, 7, 335-343. d) Horton, M. A.; Taylor, M. L.; Arnett, T. R.; Helfrich, M.
H. Exp. Cell Res. 1991, 195, 368-375.

*" Para revisones acerca de la integrina avf3, ver: a) Samanen, J.; Jonak, Z.; Rieman, D.; Yue,
T.-L. Curr. Pharm. Des. 1997, 3, 545-584. b) Horton, M. A. Int. J. Biochem. Cell Biol. 1997,
29, 721-725.
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plaguetas sanguineas o el veneno de alacran eristostatina,*® mientras que la proteina
equistatina,*® presente en el veneno de vibora, es reconocida indistintamente por las
integrinas aupPs, avPs ¥ asPi. En todas las proteinas antes mencionadas existe una
secuencia peptidica minima comun directamente implicada en el reconocimiento de las
integrinas ouipPs, avPs Yy asPi: la triada Arg-Gly-Asp (RGD en la nomenclatura
abreviada).”® Esta triada ademés actda en el reconocimiento de otras integrinas como
son, awP1, avPs, avPs, avPs agBi. Consecuentemente, durante los Gltimos afios han sido
sintetizados decenas de pseudopéptidos de bajo peso molecular miméticos de RGD para
poder desarrollar compuestos de potencial interés farmacoldgico en los ambitos
enumerados mas arriba. Estas moléculas, ademas de actuar como buenos ligandos de las
correspondientes integrinas, deben tener las buenas propiedades farmacodindmicas y

estabilidad proteolitica de las que carecen las proteinas naturales.

Sin embargo, el problema es mas complejo de lo que a primera vista puede
parecer. En efecto, un ligando muy potente con respecto a —por ejemplo— la integrina
avPs pierde inmediatamente todo su posible potencial farmacologico como
anticancerigeno si también es muy potente frente a la integrina o pp3, puesto que podria
generar reacciones adversas tales como hemorragias, etc... Asi pues, la cuestion clave
que hay que resolver para disponer de ligandos eficaces es la de como conseguir la

méxima potencia™ y selectividad frente a las diferentes integrinas mimetizando la

* Gould, R. J., Polokoff, M. A., Friedman, P. A., Huang, T. F., Holt, J. C., Cook, J. J. &
Niewiarowski, S. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1990, 95, 168-171.

2. Wierzbicka-Patynowski; S. Niewiarowski; C. Marcinkiewicz; J. J. Calvete; M. M.

Marcinkiewicz, M. A. McLane, J. Biol.. Chem., 1999, 274, 37809-37814.

%0 JUPAC-IUB Comisién on Biochemical Nomenclatura (CBN), A One-Letter Notation for
Amino Acid Sequences, 1968, a) Arch. Biochem. Biophys, 1968, 125 (3), i-v ; b) Biochem. J.,
1969, 113, 1-4; c¢) Biochemistry, 1968, 7, 2703-2705; d) Biochim. Biophys Acta, 1968, 168, 6-10;
e) Bull. Soc. Chim. Biol., 1968, 50, 1577-1582; f) Eur. J. Biochem., 1968, 5, 151-153.

*! |a potencia de un ligando de integrinas se expresa en valores ICs,, correspondientes a la
concentracion de ligando necesaria para desplazar el 50% de alguna de las proteinas naturales
antes mencionadas adheridas la integrina estudiada. Por ejemplo, cuando se quiere medir la
actividad frente a la integrina a3 se suele utilizar la vitronectina que es la proteina natural
selectiva de esta integrina, cuando la actividad a medir es la de la integrina oy P35 la proteina a

desplazar suele ser la fibrindgeno.
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misma secuencia RGD. La clave para resolver el problema de la selectividad reside en
la identificacion y fijacion de las diferentes conformaciones bioactivas de la triada RGD
mediante la estabilizacion de determinados tipos de puentes de hidrégeno amidicos con

la imposicion de restricciones a dicha secuencia o sus miméticos equivalentes.>

2.1.1.2 Disefo de inhibidores de RGD como inhibidores selectivos de

integrinas o3

Basicamente, existen dos estrategias para el disefio de peptidomiméticos de
RGD conformacionalmente restringidos: a) los pseudopéptidos de [-amino-B-

arilaminoacidos (RG-BAa) y b) los ciclopéptidos de RGD (ver Figura 2.2).

Los ligandos resultantes de la primera aproximacion se denominan miméticos
“abiertos”. En esta aproximacion el acido aspartico es generalmente sustituido por un 3-
aminoécido que contenga anillos aromaticos® y también se puede modificar la parte
central de la glicina dando rigidez a la cadena RGD e intentando dirigir las cadenas
laterales para obtener la conformacion activa. La segunda posibilidad, la de los
“ciclopéptidos RGD”, es la de dejar el tripéptido activo intacto e inducir la
conformacion deseada mediante un mimético externo unido a la cadena formando una

estructura ciclica.>

En ambos casos existen al menos tres zonas de interaccion entre mimético RGD
y los dominios aA y BA de la integrina (ver Figura 2.2). En primer lugar un bolsillo
acido de aA que protona el grupo guanidino de la arginina. En segundo lugar un
bolsillo basico dependiente del i6n metalico (MIDAS: Metal lon-Dependent Adhesion
Site) y finalmente, un bolsillo hidrofébico® del dominio PBA que es cubierto

generalmente por un grupo aromatico.

52 Muller, M. Gurrath, H. Kessler, R. Timpl; Ang. Chem. Int. Ed. Eng., 1992, 31, 326-328.
53 R. M. Scarborough, Curr. Med. Chem., 1999, 6, 971-981.

* C. E. Peishoff, F. E. Ali, J. W. Bean, R. Calvo, C. A. D’Ambrosio, D. S. Eggleston, S. M.
Hwang, T. P. Kline, P. F. Koster, A. Nichols, D. Powers, T. Romoff, J. M. Samanen, J. Stadel, J.
A. Vasko, K. D. Kopple, J. Med. Chem., 1992, 35, 3962-3969.

% a) G. Gibson, G. A. G. Sulyok, D. Hahn, S. L. Goodman, G. Hélzemann, H. Kessler, Ang.
Chem. Int. Ed., 2001, 40, 165-169., b) S. L. Goodman, G. Holzemann, G. A. G. Sulyok, H.
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oA

A

Asp 150 PNy
Asp 218Arg Gly—B-Aa

Ar
H H O ér H NH , O g//o
HZNTNWWNQkNNCOOH H,N NWN N~ COOH
NH o) H NH o) H
Ar Gly Asp Ar Gly Asp

Mimético de RGD de tipo "abierto" Mimético tipo "ciclopéptido RGD"

Figura 2.2: Representacion esquematica de las estrategias de disefio de

peptidomiméticos RGD conformacionalmente restringidos de la integrina oyf3: @)

peptidomiméticos abiertos RG-BAa y b) peptidomiméticos ciclicos c(R-G-D-X-Y).

A continuacién se muestran sendos ejemplos de los dos tipos de
peptidomiméticos mencionados que, aunque muestran estructuras aparentemente muy

diferentes, contienen los tres grupos gque interaccionan con los diferentes bolsillos de los

receptores de integrina:

Cl Cl S-S
_ o) HN
H H O H N 4 ©O o
‘ N NWN\N COOH H,N N~ N N~ _COOH
_N o H NH 0 H
| Il
- v RN Y N\ J N
g ﬁ’ e N O A
Arg Gly BAa Arg Gly Asp

Figura 2.3: Ejemplos de miméticos de RGD: el compuesto 1°*® (un mimético abierto)

contiene un fragmento tanto de la arginina como del aspartico modificados. EI compuesto

1% (un mimético ciclopeptidico) mantiene el tripéptido RGD invariable.

Kessler, J. Med. Chem., 2002, 45, 1045-1051. c) G. A. G. Sulyok, C. Gibson, S. L. Goodmann,
G. Holzemann, M. Wiesner, H. Kessler, J. Med. Chem., 2001, 44, 1938-1950.

% a) K. D. Kopple, P. W. Baures, J. W. Bean, C. A. D’ Ambrosio, J. L. Hughes, C. E. Peishoff,
D. S. Eggleston, J. Am. Chem. Soc., 1992, 114, 9615-9623. b) ref. 54, pag. 136.
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En los dltimos afios, son muchos los grupos de investigacion que han disefiado
mimeéticos abiertos no peptidicos de la RGD, cuyas principales ventajas son su mayor

resistencia a las proteasas y la posibilidad de administracién oral.>’

Las caracteristicas estructurales comunes de este tipo de compuestos son: 1) Los
atomos de carbono del acido carboxilico y del mimético de la guanidina estan separados

% a) Derivados de la a-metil-D-manopiranosa: K. C. Nicolau, J. I. Trujillo, K. Chibale,
Tetrahedron, 1997, 53, 8751-8778. b) derivados de la benzodiacepina: R. M. Keenan, J. F.
Callahan, J. M. Samanen, W. E. Bondinell, R. R. Calvo, L. Chen, C. DeBrosse, D. S. Eggleston,
R. C. Haltiwanger, S. M. Hwang, D. R. Jakas, T. W. Ku, W. H. Miller, K. A. Newlander, A.
Nichols, M. F. Parker, L. S. Southhall, I. Uzinskas, J. A. Vasko-Moser, J. W. Venslavsky, A. S.
Wong, W. F. Huffman, J. Med. Chem.1999, 42, 545-559. c¢) derivados de la 2-benzacepina: W.
H: Miller, D. P. Alberts, P. K. Bhatnagar, W. E. Bondinell, J. F. Callahan, R. R. Calvo, R. D.
Cousins, K. F. Erhard, D. A. Heerding, R. M. Keenan, C. Kwon, P. J. Manley, K. A. Newlander,
S. T. Ross, J. M. Samanen. I. N. Uzinskas, J. W. Venslavsky, C. C.-K. Yuan, R. C. Haltiwanger,
M. Gowen, S-M. Hwang, I. E. James, M. W. lark, D. J. Rieman, G. B. Stroup, L. M. Azzarano,
K. L. Salyers, B. R. Smith, K. W. Ward, K. O. Johanson, W. F. Huffman, J. Med. Chem., 2000,
43, 22-26. d) para consultar ejemplos de isoxazolinas: W. J. Pitts, J. Wityak, J. M. Smallheer,
A. E. Tobin, J. W. Jetter, J. S. Buynitsky, P. P. Harlow, K. A. Solomos, M. H. Corjay, S. A.
Mousa, R. R. Wexler, P. K. Jadhav, J. Med. Chem., 2000, 43, 27-40. e) derivados de la
hidantoina: A. Peyman, V. Werner, J. Knolle, H. U. Stilz, G. Breipohl, K-H. Scheunemann, D.
Carniato, J-M. Ruxer, J-F. Gourvest, T. R. Gadek, S. Bodary, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2000,
10, 179-182.1) utilizando lactamas biciclicas como elementos de restriccion: E. Bourguet, J-L.
Baneéres, J. Parello, X. Lusinchi, J-P. Girard, J-P. Vidal, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2003, 13,
1561-1564. g) derivados de la piridona: M. J. Breslin, M. E. Duggan, W. Halczenko, C.
Fernadndez-Meltzler, C. A. Hunt, C.-T- Leu, K. M. Merkle, A. M. Naylor-Olsen, T.
Prueksaritanont, G. Stump, A. Wallace, S. B. Rodan, J. H. Hutchinson, Bioorg. Med. Chem.
Lett., 2003, 13, 1809-1812. h) Ejemplos de miméticos no peptidicos mas cortos antagonistas
de las integrinas a\Ps; con capacidad inhibitoria de los osteoclastos: P. J. Coleman, B. C.
Askew, J. H. Hutchinson, D. B. Whitman, J. J. Perkins, G. D. Hartman, G. A. Rodan, C-T. Leu,
T. Prueksaritanont, C. Ferndndez-Metzler, K. M. Merkle, R. Lynch, J. J. Lynch, S. B. Rodan, M.
E. Duggan, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2002, 12, 2463-2465. i) K. M. Brashear, C. A. Hunt, B. T.
Kucer, M. E. Duggan, G. D. Hartman, G. A. Rodan, S. B. Rodan, C.-T. Leu, T. Prueksaritanont,
C. Ferndndez-Metzler, A. BArrish, C. F. Homnick, J. H. Hutchinson, P. J. Coleman,
Bioorg.Med. Chem. Lett., 2002, 12, 3483-3486. j) J. J. Perkins, L. T. Duong, C. Fernandez-
Metzler, G. D. Hartman, D. B. Kimmel, C.-T. Leu, J. J. Lynch, T. Prueksaritanont, G. A. Rodan,
S. B. Rodan, M. E. Duggan, R. S. Meissner., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2003, 13, 4285-4288.
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por 12 enlaces, 2) contienen grupos hidrofébicos cercanos al acido carboxilico, y 3) uno
de los factores que determina la selectividad y la actividad de estas moléculas viene
determinada por la conformacién que adoptan las cadenas laterales que mimetizan el
aspartico y la arginina, esta conformacion se fija mediante grupos restrictivos insertados

en la cadena.

En la segunda estrategia, la que emplea ciclopéptidos como miméticos, el
tripéptido activo se mantiene intacto y la conformacion deseada es inducida mediante un
fragmento de restriccion externo. Este tiene como funcion principal la de facilitar la
aproximacion del segmento RGD a la integrina a3 de modo similar a como lo hace,
por ejemplo, el inhibidor natural vitronectina. En este proceso, la eficacia del
ciclopéptido para estabilizar las conformaciones bioactivas viene determinada por la
existencia de varios puentes de hidrégeno intamoleculares entre los grupos dadores NH

de amida y los grupos aceptores carbonilo del ciclo.

Un analisis pormenorizado de los motivos estructurales basicos que pueden
aparecer en los ciclopentapéptidos®® o sus miméticos demuestra que, en Gltima

instancia, son combinaciones de giros-f de tipo 11" 6 11 y de giros-y (ver Figura 2.4).

o) R R 9 R (i+2)
(i+1) RgAN (i+2) (i+1) 7AN/ e
HN/E H =0 H-N H (‘)
O --H-N — /Eo"
R R
0 T{,NH O:)_ (i+3) 0 RT’NH
Giro-B | Giro-y

Direccion de la
cadena peptidica
Figura 2.4: Representacion de un giro-p y un giro-y.

El giro-p fue reconocido por primera vez por Vencatachalam® en 1968 y se da

(ver Figura 2.5) cuando una cadena peptidica cambia de direccion. En este cambio

* HOUBEN-WEYL, Methods of Organic Chemistry, Vol. E 22 b, Synthesis of Peptides and
Peptidomimetics, pp.461-542 (Synthesis of Cyclic peptides; C. Gilon, C. Mang, E. Lohof, A.
Friedler, H. Kessler), Ed. Thieme. 2003.
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toman parte cuatro residuos; el oxigeno del carbonilo del primer residuo (i) y el NH de
la amida del cuarto residuo (i+3) se aproximan quedando a una distancia de 1.8-2.5 A
(para la distancia H---O) y de 2.6-3.2 A (para la distancia N---O) formando asi un
puente de hidrogeno. Ademas, la distancia entre los C,, de los residuos (i) e (i+3) debe
ser menor de 7 A. Los residuos centrales del giro no deben presentar estructura
helicoidal. Cuando se da este tipo de giro, se genera una estructura pseudociclica de 10

atomos.®°

Para simplificar las representaciones de los puentes de hidrogeno en péptidos se
puede dibujar la cadena de una forma esquematica (Figura 2.5) en la que cada
aminoacido estd representado como una esfera, y el puente de hidrégeno entre los
fragmentos (i+3) e (i), es esquematizado con una flecha que parte desde el residuo que
contiene el NH dador (i+3) hasta el amino&cido con el grupo CO aceptor (i). Ademas, el
tipo de trazo de la flecha indica si el puente de hidrogeno se sitla en la cara anterior
(trazo continuo) o posterior (trazo discontinuo) del plano de la cadena peptidica cuando

ésta se representa orientada desde el fragmento N-terminal al C-terminal.

Son muchas las conformaciones que puede adoptar un tetrapéptido lineal que se
amolden a la definicion de giro-p. Los giros-f se clasifican en funcion del valor de unos
angulos diedros en concreto, que son los angulos ¢ (el &ngulo formado entorno al enlace

N-C,) Yy v (&ngulo formado entorno al enlace C,-C=0) de los residuos (i+1) e (i+2).

% C. M. Vencatachalam, Biopolymers, 1968, 6, 1425-1436.

% Distintas clasificaciones de giros-B: a) G. D. Rose, L. M. Gierasch, J. A. Smith, Adv. Protein
Chem., 1985, 37, 1-109. b) C. M. Wilmot, J. M. Thomton, Protein Engineering,1990, 3, 479-
493. ¢) J. B. Ball, R. A. Hughes, P. F. Alewood, P. R. Andres, Tetrahedron, 1993, 49, 3467-
3478.
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Figura 2.5: Representacion desarrollada y esquematica de un giro f

y su clasificacion en funcion de los dngulos diedros de los residuos

(i+1) e (i+2).
Giro-p

¢ (i+1) v (i+1) ¢ (i+2) v (i+2)
tipo
I -60 -30 -90 0
r +60 +30 +90 0
I -60 +120 +80 0
I +60 -120 -80 0
i -60 -30 -60 -30
mnr +60 +30 +60 +30
\% -80 +80 +80 -80
\'% +80 -80 -80 +80
Vlia -60 +120 -90 0
Vib -120 +120 -60 +150
VIl -60 -30 -120 +120

En el caso de los giros-y el cambio de sentido sélo se da entre tres aminoacidos y
el pseudociclo que se forma es de 7 &tomos. En este caso s6lo hay dos tipos de giros, el

normal y el inverso y estan definidos por dos angulos diedros inicamente.
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Figura 2.6: Representacion desarrollada y esquematica de un giro-y.

La representacion de forma esquematica, al igual que en el caso anterior indica
que el puente de hidrégeno se da entre el resto (i+2), que ademas es el dador en el
puente, y el resto (i) que actia como aceptor. En este caso se ha representado la flecha
de forma discontinua porque el puente de hidrégeno en el ejemplo representado se da

por la parte posterior al plano.

Giro-y tipo ¢ (i+1) v (i+1)
normal de+70a+85 de-60a-70
inverso de -70 a -85 de +60 a +70

Aquellos giros, B 6 vy, en los que no existen enlaces de puentes de hidrogeno
intramoleculares y los angulos ¢ y v se desvian mas de + 30° de los valores ideales se

conocen como giros abiertos.

2.1.1.3. Control de los puentes de hidrogeno en peptidomiméticos ciclicos de
RGD

Horst Kessler (ref.52, pag. 136) fue uno de los primeros autores en sintetizar
diversos pentapeptidos ciclicos que contenian una triada RGD (Arg-Gly-Asp) en la que
se buscaba que el resto central de glicina se dispusiera adoptando un giro vy. Para ello, y

con el fin de estabilizar dicho giro, Kessler procedido a realizar una serie de



Introduccion, Hipétesis y Objetivos 143

modificaciones estructurales (Figura 2.7.) en los aminoacidos de las posiciones (4) y (5)
de varios ciclopentapéptidos RGD "todo-L".

O H
X,%LN Y o o
HN 4 B—ll'i( N_/
0
oj Y NH HN A B—”'K(
(o) 3 ! o NH
M2 Cr A
o) HN 2
©, J—NH"0

1] © @

Inversion (4)| | ref. 61 | Puente (4)—(5)

ref. 62

H v Puente (4)—(5) m Y

(@]
X>)_LN o + ”,// N
HN 4 5 Inversion (4) HN 4 5 ©

i L H NH f. 62 Oj Y T M
HO,C 3 1 rer. 3 1
@ HN_ 2 b{@v \,@2 @ HN

J—2-NAYo J—2-NA0
e ©©
. ref. 63 v
Alquilacion (5) ¢ 64 Alquilacion (4)
+ rer. +
Inversion (4) Inversion (4)

Figura 2.7: Variacion del sistema de puentes de hidrdgeno intramoleculares en ciclopentapéptidos RGD

en funcién de las modificaciones estructurales efectuadas en los residuos (4) y (5). Ejemplos concretos se

muestran a continuacion a lo largo de la introduccén: a) La estructura 111 corresponde al ejemplo VI

1 M. Aumailley, M. Gurrath, G. Miiller, J. Calvete, R. Timpl, H. Kessler, FEBS Lett., 1991, 291,
50-54.
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b) Estructuras 1V-V: Compuestos X y XI% ¢) Estructura VI: Compuesto XIV® d) Estructura VI:
Compuesto XV.*

La inversién de la configuracion del residuo (4) (ver estructura I11) resulta
esencial para inducir giros y entre el acido aspartico (3) y la arginina (1) y dicho giro y
se puede estabilizar de tres modos: a) con puentes lactamicos entre las posiciones Ca y
N de los residuos (4) y (5) (ver estructura V), b) con la introduccion de la (D)-Prolina en
la posicion (4) (ver estructura VI) y c) con la N-alquilacion de la posicion (5) (ver

estructura VII).

Para poner de manifiesto el efecto de un (D)-aminoacido en las posiciones (4) y
(5), Kessler estudid los ciclos c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) (VIII) y c(Arg-Gly-Asp-Phe-
D-Val) (1X), representados como c(RGDfV) y c(RGDFv) en la nomenclatura abreviada,
observando que inhibian la adhesion de células tumorales mediada por el fragmento P1
de la laminina.®* Al medir la adhesién celular mediada por la vitronectina, el primer
ciclopeptido era mas selectivo. Segun los datos obtenidos en los estudios
conformacionales de RMN y Dinamica Molecular realizados en DMSO-dg, en ambas
estructuras (ver Figura 2.8) se forma un giro B II’ y un giro v.®® En el primer caso, que
es el mas selectivo de los dos frente a la integrina o3, se forma un giro  II’ en el que
la D-fenilalanina y la valina ocupan las posiciones (i +1) e (i +2) respectivamente. Esto
provoca un giro y bastante fuerte en la otra parte del ciclo, en el que la glicina ocupa la

posicion central del giro.

A raiz de los resultados obtenidos en este trabajo, Kessler amplié el estudio
conformacional también en DMSO-ds a ciclopentapéptidos del tipo c(Arg-Gly-Asp-X-
Y) donde X e Y eran diferentes aminoéacidos donde se alternaba un D-aminoacido para
inducir giros-pBII’ en el ciclo, averiguando que eran mas activos los ciclopentapéptidos

con grupos hidrofdbicos en la posicion 4 (X), y que la sustitucion del resto 5 (Y) sin

%2 R. Haubner, W. Schmit, G. Hélzemann, S. L. Goodman, A. Jonczyk, H. Kessler, J. Am. Chem.
Soc., 1996, 118, 7881-7891.

% R. Haubner, R. Gratias, B. Diefenbach, S. L. Goodman, A. Jonczyk, H. Kessler, J. Am. Chem.
Soc., 1996, 118, 7461-7472.

% M. A. Dechantsreiter, E. Planker, B. Math4, E. Lohof, G. Hélzemann, A. Jonczyk, S. L.
Goodman, H. Kessler, J. Med. Chem.,1999, 42, 3033-3040.
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embargo no era importante. Ademas, aunque los ciclopentapéptidos con un D-
aminoacido en la posicion 4 fueran mas activos, en general no eran demasiado
selectivos frente a las integrinas ovBs y ouwPs, probablemente debido a que las

estructuras son bastante flexibles

c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) c(Arg-Gly-Asp-Phe-D-Val)
Vil IX
ICs0 ayf3= 0.1 uM ICs0 ayf3= 0.9 pM
|C5o Otvﬁg,: 0.1 HM |C50 av[?)3: 30 },I.M

Figura 2.8: Conformaciones mas probables obtenidas mediante estudios de RMN y
dinamica molecular en DMSO-dg a) Conformacion del ciclopéptido c(Arg-Gly-Asp-D-
Phe-Val) (VI111). Se forma un puente de hidrégeno entre el carbonilo del residuo (i) (Asp)
y el NH del residuo (i+3) (Arg) y otro entre el carbonilo de la Arg y el NH del Asp. b)
Conformacién del c(Arg-Gly-Asp-Phe-D-Val) (1X) en este caso el giro-p y el giro y se
dan entre otros amino4cidos. Se forma un puente de hidrégeno entre el carbonilo de la

Phe y el NH de la glicina y otro puente entre el carbonilo de la glicina y el NH de la Phe.

La introduccion de puentes y-lactamicos entre los residuos (4) y (5) o el empleo
de la (D)-Prolina en la posicion (4) también fueron estudiados por Kessler con la

intencion de formar peptidomiméticos ciclicos de RGD de conformacion mas
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restringida que los precedentes®® (Figura 2.9). Las estructuras X y XI fueron disefiadas
para fijar un unico angulo diedro (el angulo w(i+1), mientras que los miméticos
utilizados en las estructuras XI1 y X111 fijaban dos de los angulos diedros (XI1: y(i+1)
y ¢ (i+2); XIHI: ¢(i+1) y y(i+1). Los compuestos X, XI y XII presentan un giro 3 con la
glicina en la posicion (i+1) del giro (en el caso del compuesto XI, la conformacion no es
estable y adopta varias conformaciones entre ellas una en la que se forma un giro y entre
el NH de la arginina y el carbonilo de la y-lactama). EI mimético X111 mantiene el giro
B de tipo II’con el mimético en la posicién (i+1) e (i+2) aunque no presentaba actividad
alguna. ElI compuesto X1 era el que mayor actividad inhibitoria tenia frente a la
integrina avBs (ICso(vitronectina)= 0.8 nM) y el compuesto X era el més selectivo
(ICso(vitronectina)= 40 nM; ICso(fibrindgeno)= 2.8 uM). En estos ejemplos quedaba
patente que la conformacién de giro B de tipo II’ induciendo un giro de tipo y no es
suficiente para asegurar actividad; probablemente el impedimento estérico del mimético

dificulta la interaccion con la integrina.

Otro ejemplo en el que aun habiendo giro y con la glicina en la posicion (i+1) no
existe actividad es el caso del ciclopentapéptido c(Arg-Gly-Asp-D-Pro-Val) XIV.%® En
este caso se forman dos giros v, el primero de ellos entre la valina y el acido aspartico, y

el segundo entre el aspartico y la arginina.
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Figura 2.9: Efecto de la adicién de puentes lactdmicos y ciclos en los residuos (4) y (5) de
ciclopentapéptidos RGD sobre el sistema de puentes de hidrégeno intramolecular. En los compuestos X y
X1, sélo se fija uno de los &ngulos diedros, en los compuestos XI1 y XI1I se fijan dos angulos diedros. En
el compuesto XIV la restriccion la introduce la (D)-prolina. Estan marcados en color rojo y azul los

grupos que forman puentes de hidrégeno.
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Por altimo, Kessler también investigé el efecto de la N-alquilacion del residuo
(5) combinada con la inversion del residuo (4) sobre la estabilizacion del giro y entre los
residuos (1) y (3) en ciclopentapéptidos RGD. Asi obtuvo un mimético de gran
selectividad y actividad frente a la integrina a3, a partir de un screening en el que se
sintetizaron cinco ciclopentapéptidos en los que un N-metilaminoacido ocupaba
consecutivamente cada posicion del ciclo.* El ciclo(Arg-Gly-Asp-DPhe-N(Me)-Val)
(XV) asi obtenido resultd ser un compuesto con un sistema de puentes de hidrégeno
muy diferentes a los del ciclo(Arg-Gly-Asp-DPhe-Val) (VII1). En efecto, segun los
estudios de RMN y dindmica molecular realizados en DMSO-d6, el ciclopéptido (XV)
no forma giro beta del tipo II’ como se formaba en el caso del compuesto (VIII) (ver
Figura 2.10), sino que muestra dos giros y inversos con la arginina y el aspartico en la
posicion (i+1), y un giro y con la glicina en la posicion (i+1). Esta molécula, que recibe
el nombre comercial de Cilengitide® es una de las sustancias inhibidoras de integrinas
avPs Mas potentes y selectivas que se conocen y se encuentra actualmente en fase

clinica Il de varias terapias antitumorales.
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c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-(NMe)-Val)
VIII XV
|C50 OL||B3 =100 nM |C50 OL||B3 =860 nM
ICsg ayB3 =100 NM ICsg oyB3 =0.6 NM
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Figura 2.10: Comparacién de las conformaciones adoptadas por los compuestos c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-
Val) (VII) y Cilengitida® c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-(NMe)-Val) (XV) en disolucion. En el primero hay
una interaccién de puente de hidrégeno entre el carbonilo del 4cido aspartico y el NH de la arginina, que

se ha roto en la segunda probablemente debido al impedimento estérico del metilo introducido en el NH

de la valina.

A raiz de la reciente obtencién de la estructura de rayos X del segmento
extracelular de la integrina o3> y del complejo de éste con la Cilengitida® ha sido
posible una definicion méas precisa de los centros activos de los dominios oA y BA de

las integrinas avB3. Las modelizaciones llevadas a cabo con la Cilengitida (Figura 2.11)

8 J.-P. Xiong, T. Stehle, B. Diefenbach, R. Zhang, R. Dunker, D. L. Scott, A. Joachimiak, S. L.
Goodman, M. A. Arnaout, Science, 2001, 294, 339-345.

% J.-P. Xiong, T. Stehle, R. Zhang, A. Joachimiak, M. Frech, S. L. Goodman, M. A. Arnaout,
Science, 2002, 296, 151-155.
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y otros ligandos llevaron a establecer cinco centros®” de interaccion posibles, uno de

ellos en el dominio oA y otros cuatro en el dominio BA.

Aspl19

Figura 2.11: A) Representacion de la superficie de los dominios de la integrina
ovPs y la Cilengitida (XV) en el lugar de interaccion, B) Representacion
esquem@tica de la Cilengitida (XV) y la serie de aminoécidos de la integrina of3

que interacciona con la misma.

Tal y como se muestra en la Figura 2.12 las cadenas de arginina y acido
aspartico de la Cilengitida complejada con la integrina oyps; estdn situadas en

direcciones opuestas y la interaccion se da por la guanidina (en el bolsillo acido A del

®7 a) Marinelli, L.; Lavecchia, A.; Gottschalk, K.-E.; Novellino, E.; Kessler, H. J. Med. Chem.
2003, 43, 4393-4404.
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dominio aA) y por el aspartico (bolsillo basico-MIDAS C, del dominio BA). Ademas,
en este mismo dominio, el anillo aromatico bencilico de la (D)-fenilalanina da una
interaccion de tipo T con una tirosina (bolsillo hidrofébico H),*® y tanto el NH como el

carbonilo del acido aspartico forman sendos puentes de hidrégeno (HB1 y HB2).

Por su parte, la glicina se sitla entre las unidades aA y BA de la integrina
dando interacciones hidrofobicas y la N-metilvalina no presenta interacciones por

ninguno de los dominios de la integrina.

NH
s

RIS

+]

Figura 2.12: Representacién de los cinco centros de interaccion de la Cilengitide® con el receptor de la
integrina ayPBs. Dominio oA: bolsillo acido (A); Dominio BA : bolsillo basico-MIDAS (C), bolsillo
hidrofébico (H) y puentes de hidrégeno de los grupos NH (HB1) y C=0 (HB2) del &cido aspartico.

2.1.2 Hipotesis

% Articulos de interacciones tipo T: a) G. B. McGaughey, M. Gagné, A. Rappé, J. Biol. Chem.,
1998, 273, 15458-15463. b) R. Chelli, F. L. Gervasio, P. Procacci, V. Schettino, J. Am. Chem.
Sc., 2002, 124, 6133-6143.
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2.1.2.1 Las pB-lactamas como elementos de restriccion conformacional en

ciclopentapéptidos RGD

En nuestro laboratorio hemos descubierto recientemente® (ver Figura 2.13) que
la insercion de un puente metileno entre el Cay(i+1) y el N(i+2) de una cadena peptidica
provoca en el mimético resultante una fuerte estabilizacion de la conformacion beta-
girada de tipo B-11 o B-II’, segun la configuracion del estereocentro a. De entre todos
los tipos de peptidomiméticos conocidos actualmente, los peptidomiméticos -
lactdmicos son los que presentan una minima variacion estructural con respecto a los

péptidos nativos, ya que se diferencian de ellos en la adicion formal de un Unico atomo

de carbono.
/\ (CoH + HN — CH,)
@ B-Lactama >?
\(N\)k - (i+3) :
O”'H”H N
H O g2 G 43)

Péptido no restringido

(Extendido) Péptidomimético pB-lactamico

(Giro-p 1)

Figura 2.13: Peptidomiméticos B-lactdmicos beta girados a partir de péptidos. La
mimetizacién simultanea de los protones Ca-H y NH de dos aminoacidos contiguos por

un grupo CH, provoca la formacion de un giro B-I1.

Otra de las caracteristicas que distingue a los peptidomiméticos B-lactamicos de
otros miméticos betdgenos convencionales es la posibilidad de diferenciar los elementos
de restriccion y de reconocimiento (Figura 2.14). El reducido volumen del grupo

metileno permite una mimetizacion simultanea de los protones Ca-H y NH, por lo que

o a) A. Benito, Tesis Doctoral, UPV-EHU. “Nuevos peptidomiméticos f-lactamicos: disefio,
sintesis y andlisis estructural” 2003. b) C. Palomo, J. M. Aizpurua, A. Benito, J. I. Miranda R.
M. Fratila, C. Matute, M. Domercq, F. Gago, S. Martin-Santamaria, A. Linden, J. Am. Chem.
Soc., 2003, 125, 16243-16260.
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dicho grupo puede actuar exclusivamente como elemento de restriccion conformacional
sin perturbar las interacciones de reconocimiento con el receptor del grupo R'. A
diferencia de lo que ocurre en los peptidomiméticos betagenos convencionales, el hecho
de poder retener o modificar de manera sencilla el grupo R* facilita enormemente la
creacion de familias de compuestos estructuralmente homogeneas y simplifica la

interpretacion de las variaciones de actividad bioldgica resultantes.

Peptidomiméticos betdgenos convencionales:

1 \N\§:
HN
o] \SZ
. O”'”H N .....H N OnlnH N

(I) (i+3) (i) (i+3) (I) (+3)

Peptidomiméticos betagenos B-lactamicos:

forma extendida mimético de giro-f

(i +1)~(i +2)-

Figura 2.14: Principio de separacion de elementos de restriccion y
reconocimiento mediante peptidomiméticos [B-lactdmicos. El grupo
metileno genera un fuerte impedimento en la flexibilidad de la cadena
peptidica pero, debido a su reducido tamafio, no provoca interacciones
con el receptor. Dichas interacciones son creadas exclusivamente por el

grupo original R,

Con estos antecedentes nos planteamos aplicar esta hipotesis al disefio de un

ciclopentapéptido B-lactamico de RGD que contuviese, por una parte, todos los
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elementos de reconocimiento necesarios (ref. 67, parg.150) para acceder a los bolsillos
de la integrina aw/B3 Y, por otra, se hallase bloqueado conformacionalmente mediante el
anillo de B-lactama creando un sistema de puentes de hidrogeno que contuviese al
menos un giro y entre los restos (3) del acido aspartico y (1) de la arginina. Tras
analizar los grupos de reconocimiento de los diversos ciclopentapéptidos de RGD
descritos (VIII — XV), se llegd a las siguientes conclusiones (Figura 2.15): a) el
ciclopéptido-base debia contener un grupo hidrofobico de reconocimiento (por ejemplo,
un grupo bencilo) en el aminoacido (4), b) dicho aminoacido debia tener configuracion
D, y c¢) puesto que los restos del aminoacido (5) no participan en el reconocimiento con

el receptor, dicho residuo podia ser reemplazado por glicina.

Configuracion . —
Grupo de reconocimiento invertida (D) Sustitucion prescindible

hidrofébico (bolsillo H) (Gly)

ciclo(Arg-Gly-Asp-(D)-Phe-Gly) XVI

Figura 2.15: Caracteristicas de los elementos estructurales de
reconocimiento necesarios para el disefio de un ciclopentapéptido inhibidor
de integrina onPs.

En principio, no existian elementos para poder anticipar una conformacion
claramente preferida por el peptidomimético B-lactamico ciclo(Arg-Gly-Asp-p-Lactam-
Gly) derivado del ciclopéptido ciclo(Arg-Gly-Asp-(D)-Phe-Gly) XVI. Como se indica
en el andlisis de la Figura 2.16, el puente B-lactamico interresidual podria estabilizar un
sistema de puentes de hidrogeno del tipo B-II’/y XVII, similar al observado en los
péptidos P-lactamicos aciclicos. Por otra parte, también seria l6gico obtener
ciclopéptidos con un anico giro del tipo B-II’, similar a los peptidomiméticos X y XIlI
(Figura 2.9, pag 147). Finalmente, en la medida en el que es residuo (5) dispone de un

atmo de nitrégeno N-alquilado por la B-lactama, tampoco es descartable un sistema del
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tipo (yilylyi) [ similar al de la Cilengitida que se representa en la conformacion XIX. En
cualquier caso, la presencia de a-disustitucion en la B-lactama también podria tener

efectos conformacionales insospechados que precisaran ser estudiados.

N (CaH+HN > CHy) Ry B ?
o R® o) B-Lactama WN
X JKN (i+3) o

oW
O3
74 5\(0 (CaH + HN — CH,)

B-Lactama

HO,C 3 1
?
@ HN>\2/NH o @ ]
© HN_ _NH
@ e

NH,

ciclo(Arg-Gly-Asp-(D)-Phe-Gly) XVI

2 NH
@)
© i

ciclo(Arg-Gly-Asp-B-Lactam-Gly)

Figura 2.16: Posibles induccion de sistemas de puentes de hidrégeno [1B—1D/y[1,[1LIB-II 1110
(yilylyil! en un ciclopentapéptido ciclo(Arg-Gly-Asp-(D)-Phe-Gly) mediante la insercion de un

puente metileno interresidual (B-lactama) entre los restos (4) y (5).
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Con independencia del sistema de puentes de hidrogeno que pueda formar el
mimeético ciclo(Arg-Gly-Asp-B-Lactam-Gly), los peptidomiméticos [-lactamicos
también podrian resultar ventajosos a la hora de sintetizar ciclopéptidos asistiendo el
proceso de ciclacion. En efecto, los bajos rendimientos obtenidos habitualmente durante
la formacion de pequefios ciclopéptidos™ a partir de péptidos extendidos, podrian ser
subsanados (Figura 2.17) si se consiguiesen estabilizar estructuras giradas
preorganizadas del tipo XXI. Puesto que las conformaciones -giradas inducidas por las
a-alquil-B-lactamas son estables incluso en disolventes tan coordinantes como
DMSO,’™ parece una hipétesis plausible que dichas conformaciones puedan ser
mayoritarias y promover la ciclacion aproximando entre si los grupos amino y carboxilo

terminales.

(P30,C

Grupo protector: @

Ph

%IT\¥ .ﬁé 5\(0
(Pr0,C OQ o @ozcﬁ\g 1 L
H XH AN 2

HOZC @—N:< © HNYN®

XXI NHEP)

Figura 2.17: Hipotesis de la macrociclacion asistida mediante preorganizacion en peptidomiméticos p-
lactamicos: el anillo de B-lactama en el péptido extendido XX estabiliza una conformacion XXI que
aproxima entre si los grupos amino y carboxilo favoreciendo la formacion del ciclopéptido ciclo(Arg-
Gly-Asp-B-Lactam-Gly).

"Estudio del efecto que la preorganizacion ejerce sobre los rendimientos en reacciones de
ciclacion de pequefios péptidos: P. Foros, J. Pirg, C. Cuevas, M. Garcia, M. Rubiralta, E. Giralt,
A. Diez, J. Med. Chem., 2003, 46, 5825-5833.
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2.1.3 Objetivos

Con fundamento en las consideraciones Yy antecedentes comentados
anteriormente, nos propusimos confirmar experimentalmente las hipétesis formuladas;
es decir: a) determinar si la introduccion de un puente metileno interresidual (4)—(5)
formando un anillo de B-lactama en un ciclopentapéptido de RGD puede estabilizar
puentes de hidrégeno intramoleculares que incluyan un giro y entre los aminoacidos
acido aspartico (3) y arginina (1); b) establecer si el principio de separacion de
elementos de restriccion conformacional y de reconocimiento en péptidos -lactamicos
lineales es extensible a los ciclopentapéptidos RGD en sus interacciones con integrina
ovPs Yy, ¢) confirmar si los pentapéptidos p-lactamicos son capaces de formar
estructuras preorganizadas con giros-p asistiendo la ciclacion a los ciclopéptidos

correspondientes.
Para poder responder a estas cuestiones establecimos los siguientes objetivos:

1. Sintetizar a partir de una a—amino-a-bencil-N-carboximetil--lactama
enantiopura el primer ciclopéptido RGD B-lactamico conteniendo todos los elementos
estructurales necesarios (ver Figura 2.15) para ser reconocido por receptores de

integrina owfs :

o WD
.. q H

NH2
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2. Efectuar un estudio conformacional de Dinamica Molecular restringida
mediante RMN (NOESY-ROESY) en agua para establecer el sistema de puentes de
hidrdgeno intramolecular existente en el ciclopéptido B-lactamico ciclo(Arg-Gly-Asp-p-

Lactam-Gly).

3- Realizar un estudio conformacional de RMN en disolucion del precursor

lineal de ciclacion (H-Asp-B-Lactam-Gly-Arg-Gly-OH) para establecer la posible

existencia de estructuras p-giradas preorganizadas para la ciclacion.

Q&Ns\(o QWO&N“;O

HN 4

HN  pIr
o NH Owb=N
CP}OZC\j\s . —— (Pogc ¥2:

HN>\2/ NH o
© N HO,C @-N=<
NH{P) Grupo protector: —(P)

4- Llevar a cabo la evaluacion biolégica del ciclopéptido B-lactamico ciclo(Arg-
Gly-Asp-p-Lactam-Gly) frente a integrina ayfs mediante: a) ensayo “in vitro” de
inhibicion de adhesion celular con células endoteliales humanas HUVEC; b) ensayo “in

vitro” de inhibicién de crecimiento celular con células endoteliales humanas HUVEC.

Un resultado positivo en estos ensayos supondria una confirmacién de la
hipdtesis de separacion de grupos de reconocimiento y restriccion formulada en nuestro

laboratorio y, ademaés la apertura de una nueva via de acceso a moléculas de interés



Introduccion, Hipétesis y Objetivos 159

farmacéutico.
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2.2 RESULTADOS Y DISCUSION

En los sucesivos apartados de este capitulo se pasard a describir la sintesis del
peptidomimético B-lactdmico de RGD 43, asi como a realizar su estudio conformacional
en disolucion y, finalmente, explorar su actividad como inhibidor de adhesion celular y

antiangiogénico.

o)
N
NH
HN O N
O HN NH,
HO,C \):
HN
T N Y
e} H
43

Figura 2.18: Estructura del peptidomimético de RGD ciclo(Arg-
Gly-Asp-p-Lactam-Gly) 43.

2.2.1 SINTESIS DEL ciclo(Arg-Gly-Asp-B-Lac-Gly)

2.2.1.1 Antecedentes y planteamiento

De acuerdo con la hipotesis de preorganizacion -girada de los precursores de
tipo XXI1 formulada en la Introduccion de esta Memoria, nos planteamos la sintesis de
43 (ver Figura 2.19) exclusivamente a partir de la ciclacion por formacion de enlace
peptidico entre el grupo carboxilo de la Gly (2) y el grupo amino del acido aspartico (3).
La sintesis de XXII se plante6 a su vez a través del acoplamiento peptidico de los

fragmentos XX1V, XXV y XXV haciendo crecer la cadena en el sentido (C — N).
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o
%N 5 NH N sentido de sintesis C
O N

HO,C ): © HN NH,  ——  H-Asp-B-Lactam-Gly-Arg-Gly—OH

HN.E(\ XXII
(0]

N
6 H
6
43 o HNYNHR
R%0 4 _Ph NH
N, :
RN — O H O
o) N N
H 0o
XXI
H HN.__NHR®
_Ph
R?0 R3HN G o o
OH B * H
RHNT N N
5 o JkOR4 ROHN" %OR7
0
XXIV XXV XXVI

Figura 2.19: Estrategia de ciclacién y acoplamiento peptidico para la preparacion de
ciclo(Arg-Gly-Asp-B-Lactam-Gly) 43.

Una vez establecida la estrategia de sintesis se tuvieron que definir cuestiones
metodoldgicas tales como: a) efectuar la sintesis en disolucion o sobre soporte
polimérico, b) seleccionar el sistema de grupos protectores (R ...R") compatibles con la
secuencia, c¢) estudiar los métodos idoneos de preparacion del Unico resto no a-
peptidico de la secuencia (la N-carboximetil-B-lactama XXV) vy, d) seleccionar los
reactivos de acoplamiento peptidico especificos para llevar a cabo las reacciones
presumiblemente méas dificiles; es decir, por un lado el acoplamiento entre el grupo
amino impedido de la B-lactama XXV y el &cido aspartico protegido XXIV y, por otro,

la propia ciclacion de XXI11 a 43.

En relacion al tipo de sintesis bien en disolucion o sobre soporte polimérico,
estimamos que la primera tenia la ventaja de poder fijar en la resina uno de los

aminoéacidos terminales de XXII1, evitando introducir un grupo protector. Sin embargo,
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consideramos que era el fragmento B-lactamico XXV el que mas pasos de sintesis
requeriria para su preparacion y que en la mayoria de los casos descritos en la literatura
la ciclacion de péptidos se lleva a cabo en disolucion. Por ello, decidimos utilizar

exclusivamente las reacciones en fase liquida para la preparacion de 43 y XXIII.

Uno de los principales problemas que presentaba esta sintesis residia en la
eleccion correcta de los grupos protectores debido a que tanto la cadena lateral del &cido
aspartico (R?) como de la arginina (R®) debian permanecer protegidas durante la
ciclacion y ser desprotegidas en la Gltima etapa. Por esta razon debiamos utilizar dos
pares de grupos protectores ortogonales basados en los grupos terc-butoxicarbonilo
(Boc) / éster tercbutilico por un lado, y benciloxicarbonilo (Cbz) / éster bencilico por
otro (Figura 2.20).

HN YNHR6
O NH
_Ph
R%0 R3HNC
) OH * ]; T oD
RHN N N
o o \AOR“ R°HN Jk0R7
o)
XXIV XXV XXVI
Ruta R! R2 R3 R RS R6 R
A Boc Bn Boc Me Cbhz Pbf tBu
B
Cbz tBu H Me Boc Pbf Bn

Figura 2.20: Sintesis de grupo protectores proyectados para la preparacion de ciclo(Arg-Gly-Asp-B-
Lactam-Gly) 43. En la Ruta A la preparacion del péptido XXII se realizaria por desproteccion en
medio &cido (HCO,H) de los grupos terc-butilo terminales mientras que en la ruta B se efectuaria por
hidrogenolisis de los ésteres bencilicos equivalentes.

Para la proteccion de la guanidina en la arginina se ha descrito el grupo

2,2,4,6,7-pentametil-2,3-dihidrobenzofuran-5-sulfonilo  (Pbf-)"* que se elimina con

™. A Carpino, H. Shroff, S. A. Triolo, E-S. M. E. Mansour, H. Wenschuh, F. Albericio,
Tetrahedron Lett.1993, 34, 7829-7832.
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acido trifluoroacético, aunque soporta el tratamiento con acido férmico que, a su vez,

desprotege los grupos Boc y ésteres terc-butilicos.

o
Cl
\//S\\ ‘
©c O (Pbf—Cl)
F3CCO,H

De esta manera pensamos que, de acuerdo con la Ruta A, se podria preparar
Boc-Asp(OBn)-B-Lactam-Gly-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu (XXII1 ruta A), desprotegerlo con
acido formico a H-Asp(OBn)-B-Lactam-Gly-Arg(Pbf)-Gly-OH (XXII ruta A), ciclarlo
y eliminar primeramente el éster bencilico del acido aspartico por hidrogenolisis y
después el Pbf con acido trifluoroacético. Alternativamente, segin la Ruta B, se podria
preparar el péptido Cbz-Asp(O'Bu)-p-Lactam-Gly-Arg(Pbf)-Gly-OBn (XXIII ruta B),
que proporcionaria el precursor desprotegido H-Asp(OBn)-B-Lactam-Gly-Arg(Pbf)-
Gly-OH (XXI1 ruta B) por hidrogenolisis, el cual tras la ciclacion seria transformado en

43 por tratamiento con acido trifluoroacético.

La sintesis de las B-lactamas XXV se penso llevar a cabo mediante el método
descrito en nuestro laboratorio,”* empleando la N-[bis(trimetilsilil)metil]-p-lactama 47.
Su a-bencilacion estereoselectiva a 46 y posterior elaboracion quimica proporciona el

compuesto deseado 44.

72 3) C. Palomo, J. M. Aizpurua, M. Legido, A. Mielgo, R. Galarza, Chem. Eur. J., 1997, 3,
1432-1441. b) Palomo, C.; Aizpurua, J. M.; Galarza, R.; Benito, A.; Khamrai, U.K.;Eikeseth, U.;
Linden, A. Tetrahedron 2000, 56, 5563-5570. c) Palomo, C.; Aizpurua, J. M.; Benito, A,
Galarza, R.; Khamrai, U.K.; Vazquez, J.; DePascual-Teresa, B.; Nieto, P. M.; Linden, A. Angew.
Chem., Int. Ed. 1999, 38, 3056-3058. d) Palomo, C.; Aizpurua, J. M.; Legido, M.; Galarza, R.
Chem. Commun. 1997, 233-234. e) ref. 69b, pag. 152.
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Figura 2.21: Esquema retrosintético de la B-lactama 44.

Para llevar a cabo la sintesis proyectada quedaban por definir los reactivos a
emplear, tanto en la etapa de acoplamiento (XXIV + XXV) con la a-amino-B-lactama
estéricamente impedida como en la etapa de ciclacion. Los reactivos més utilizados para
reacciones similares son los derivados de sales de uronio” con los aditivos
correspondientes TBTU/HOBt, HBTU/HOBt y HATU/HOAL, y con una gran variedad
de bases, DIPEA (diisopropiletilamina), DMAP(N,N-dimetilaminopiridina), 2,4,6-
colidina, o los derivados de fésforo DPPA (difosforazidato de difenilo) con NaHCOs
como base. Es conocido que las ciclaciones deben llevarse a cabo en condiciones de alta
dilucion para evitar que la reaccion de acoplamiento sea intermolecular en vez de
intramolecular. Como la variedad de reactivos era muy amplia, se estudiaron los casos
descritos en la bibliografia para ciclaciones de miméticos de conformacion restringida
de RGD. En los casos concretos enumerados en la introduccién pudimos observar que
no habia una pauta determinada a la hora de elegir los reactivos. Es mas, en los casos
donde se llevaba a cabo un screening de diferentes ciclopéptidos, los reactivos eran
diferentes en cada caso. Esto nos llevo a pensar que probablemente habria que probar

muchas combinaciones hasta dar con el sistema y condiciones idéneas.

En los sucesivos apartados de este capitulos se describen los resultados de las

diferentes aproximaciones a la sintesis de los intermedios de tipo XXII1 (Figura 2.19)

" Revisiones sobre el tema: a) J. N.Lambert, J. P. Mitchell, K. D. Roberts, J. Chem. Soc., Perkin
Trans. 1, 2001, 471-484., b) P. Li, P. P. Roller, J. Xu, Curr. Org. Chem., 2002, 6, 411-440.
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siguiendo dos desconexiones que implican los grupos protectores de la Ruta A y una

tercera desconexion segun la Ruta B.

2.2.1.2Primera desconexion (Ruta A)

2.2.1.2.1 Planteamiento

o

H |
N\ X
O // \\
HZ BnO,C
HOZC;(& BOCN \H( ;
j—
/(\A % o Bu
F3C-CO,
50
43
o
—Ph
CO,Bn BocNH__ : HNQ‘/ // 5
— OH + “
BocNH o w
o CO,Me
CbzNH™ ﬂo '‘Bu
51 52 53

Figura 2.22: Esquema retrosintético del peptidomimético conformacionalmente restringido 43.

La sintesis se pensd llevar a cabo a partir del ensamblaje de la N-
metoxicarbonilmetil-B-lactama 52, (S)-BocNH-Asp(OBn)-OH 51 y del dipéptido Cbz-
Arg(Pbf)-Gly-OtBu 53. La secuencia de reaciones prevista para la obtencion del
intermedio 50, consistio en: a) desproteccion del grupo a-amino de la B-lactama 52, b)

acoplamiento de la misma con el acido aspartico’® protegido 51, c) hidrdlisis del éster

™ Ensayos realizados en nuestro laboratorio para acoplar una B-lactama similar a 52 con la N-

Boc-prolina mostraban que debido al impedimento estérico del grupo amino en esta posicidn, la
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metilico de 51-52, d) hidrogenolisis de la Cbz-Arginina 53 y e) acoplamiento peptidico
bajo condiciones normales (EDC-HOBT) para formar 50.

Una vez desprotegidos los grupos terc-butoxicarbonilo y el éster terc-butilico
del peptidomimético lineal 50 mediante &cido férmico™ se podria llevar a cabo la
ciclacion. Por ultimo, se liberarian la guanidina y la cadena lateral del &cido aspértico
mediante hidrogenolisis con Pd/C y &cido trifluoroacético.

Seguidamente se mostraran los resultados alcanzados al ejecutar nuestro plan de

trabajo que tenia como primer objetivo la sintesis de la B-lactama 52.

2.2.1.2.2 Sintesis de la a-amino-a-bencil-N-metoxicarbonilmetil-g-lactama 52

La sintesis de la B-lactama se penso realizar mediante el método descrito en
nuestro laboratorio™ (ver Figura 2.23) consistente en la desproteccién doble de los
protones BocHN- y CH(SiMes3), de la bis(trimetilsilil)metil- B-lactama 45 con
nBuLi/TMDA a -100°C y reaccién del carbanion resultante con CO,. La forma N-

desprotegida 54 estaria lista para ser ensamblada con el acido aspartico 51 y continuar

asi la sintesis.
BocNH\:E BocNH, - CIH3N g/
ﬁN SiMe 2)b) ﬁN ©) %N
3 —_— —_—
o T o o
SiMe; CO,Me CO,Me
45 52 54

Figura 2.23: a) "BuLi/TMEDA, CO, (g), -100°C. b) MeLi, DBU, CH4CN, t.a., 16h, 45%
los dos pasos ¢) 4N HCI dioxano, t.a., 16h.

La secuencia completa seguida para preparar la pB-lactama precursora 45 se

describe a continuacion. Primeramente se sintetizaron el cloruro [(R)-4-fenil-2-oxo-

reaccion daba bajos rendimientos salvo cuando se empleaba fluoruro de acido de la prolina: ref.
69b, pag. 152.

™ A, Jonczyk, World Patent n° WO-0053627, 2000.

® a) Galarza R. Tesis Doctoral, UPV-EHU. “Nuevas aproximaciones a carbapenems,
monolactamas, aminoacidos no proteinogénicos y péptidos mediante sintones 4-alquil-f-

lactamicos enantioméricamente puros” 1998. b) ref. 69a, pag. 152.
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oxazolidin-3-il]Jacetilo 48 a partir de la (R)-fenilglicina 55 y la N-metiliden-
bis(trimetilsilil)metilamina 59”7 a partir de N,N-dimetilcianamida, siguiendo la

secuencia descrita en la Figura 2.24.

o
0 X
©\/K a D o
-~ “OH COH e L
f 97% : 6 g
NH (07%) NH Ph
55 56 57
o), d) | (97%)
0 0

A Cl )k OH
)
i Qe ¢

(100%) - 0
Ph Ph
48 58
- H_ _H
N=C—N —  HNTC ———> N.__SiMe;
Me ( 60%) SiMe; (97%) Y
SiMe3
59 49

Figura 2.24: a) LiBH,, CISiMe;, THF, t.a., 24h, MeOH/KOH, b) (Me0),C=0, K,CO;, KOH cat.,
reflujo, 30 min., c) NaH, BrCH,-CO,Me, THF, 0°C, 2h, d) NaOH aqg., THF, t.a., 2h, ) CICOCOCI,
DMF (cat.), CHyCly, 1h, t.a. f) Li, CISiMes, HMPA, THF, 0°C 2h, t.a. 16h, g) CISiMe;, MeOH, t.a.,
1h, h) HCHO (30% ag.), 0°C, 2h.
La cicloadicién [2+2] tipo Standinger entre la cetena derivada de 48 y la imina
49 para formar la pB-lactama 47 se llevo a cabo en cloroformo con trietilamina como
base y sobre tamiz molecular previamente activado. Después, la B-lactama 47 se alquilo
con bromuro de bencilo tras la formacion del enolato correspondiente con LDA a -78°C
(Figura 2.25). Se obtuvo asi la B-lactama a-bencilada 46, cuyo espectro se muestra en la
Figura 2.26.

" a) J. P. Picard, S. Grelier, T. Constantieux, J. Dunogués, J. M. Aizpurua, C. Palomo, M:
Petraud, B. Barbe, L. Lunnazi, J. M. Leger, Organometallics, 1993, 12, 1378. b) ref. 72d, pag.
166.
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Figura 2.25: a) EtzN, CHCI3, b) LDA, THF, -78°C, 30 min.; luego, BnBr (5 eq.), -78°C-20°C,
16h, ¢) Li, NH; (lig.), d) Boc,O
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Figura 2.26: Espectro *H-RMN (500 MHz) de la a-bencil-p-lactama 46 en CDCl,.

Aunque en nuestro laboratorio se habia descrito previamente la desproteccion de
la oxazolidinona en el enantibmero de la B-lactama 46 empleando litio en amoniaco

liquido, observamos que al efectuar la reaccion a mayor escala se formaban cantidades
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variables del subproducto 60 en el que el grupo bencilo de la B-lactama se encuentra
desaromatizado. Ademas de la asignacion por RMN del compuesto 60 (Figura 2.27) la
estructura de 60 se confirmd haciendo reaccionar la mezcla 45 + 60 con DDQ (2,3-
dicloro-5,6-dicianbenzoquinona) en tolueno a reflujo y viendo que se obtenia

unicamente el producto 45 puro (ver Figura 2.28)

2,3
BocNH, =
\;\4‘5 SiMe,
N_ _SiMe3
O 45\(-\6
SiMe;
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5 4 0
8'
23 T g 2,3
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j;‘4',5' \;‘458M
N_ _SiMe; + Ives
o e o
60 Sive, 45 SlMe3 2,323
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8 1 4545 6'6 L
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Figura 2.27: Espectro de *H-RMN en CDCl; de la mezcla de compuestos 45 y 60 y del compuesto
puro 45 por otro lado.

En un principio se pensé que la reduccién parcial del grupo fenilo se habia
producido por haber aumentado la temperatura de reaccién o quizés por haber superado
el tiempo de reaccion habitual (5 minutos). Aunque se controlaran los dos parametros
exactamente, no se pudo evitar completamente la formacion del producto no deseado.
Ademas, la reaccion no era reproducible ya que la cantidad de subproducto formado era
muy variable llegando a obtener en algunos casos una relacion de 1:1 entre producto 45

y subproducto 60.
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Figura 2.28: Reaccién de aromatizacion del subproducto 60, Ilevada a cabo para confirmar su

estructura.

Una vez obtenida la B-lactama 45 se estudio su carboxilacion desililativa a la N-
carboximetil-B-lactama 61. Esta reaccion se |llevd a cabo desprotonando
simultaneamente los protones NH y CH(SiMe3), con 2 equivalentes de N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina (TMEDA), nBuLi, y afiadiendo CO, gas como electrofilo. En la

Figura 2.29 se muestra una propuesta del mecanismo de la reaccion.
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Figura 2.29: Propuesta del mecanismo de desililacién carboxilativa de la B-lactama 45 a 61.

Aunque la reaccion tenia lugar con un 60% de rendimiento, presentaba dos
problemas. Primeramente, la sistematica conversion parcial a pesar de afiadir un exceso

de nBuLi y, en segundo lugar, la contaminacion del producto con cantidades variables
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de &cido caproico proveniente de la carboxilacion directa del nBuLi, que no era posible
separar por cromatografia en columna. El primero de los problemas se pudo paliar en
parte, ya que la extraccion basica del crudo de reaccion dejaba un 40% de producto de
partida intacto que podia ser reutilizado. En lo que respecta al &cido caproico, éste solo
se pudo eliminar de la mezcla de reaccion en el rotavapor formado el éster metilico
volatil. En la Figura 2.30 se muestra el espectro 'H-RMN de una crudo de reaccion
tipico donde se observan las sefiales de la cadena alifatica del acido caprdico dando un

triplete a 0.9 ppm, otro triplete a 2.4 ppm y varios multipletes entre 1.2 y 1.5 ppm.

_

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05

Figura 2.30: Espectro de *H-RMN (500 MHz) del crudo de reaccién del acido p-lactamico 61, donde se
aprecian trazas de 4cido capraico.

Una vez obtenido el acido 61, éste se transformo6 en el éster metilico 62 con
DBU como base y yoduro de metilo en acetonitrilo y por Gltimo se desprotegi6 el grupo
Boc por reaccion con una disolucién de cloruro de hidrogeno en dioxano a temperatura

ambiente durante 16h.”®

" M. C. Evans, A. Pradhan, S. Vencatraman, W. H. Ojala, W. B. Gleason, R. K. Mishra, R. L.
Johnson, J. Med. Chem., 1999, 42, 1441-1447.
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Figura 2.31: Espectro de "H-RMN (500 MHz) del clorhidrato de la B-lactama 54 en CD0D.

Debido a los problemas encontrados en las Ultimas reacciones y, sobre todo, a su
escasa reproducibilidad se opt6 por plantear una sintesis alternativa de la B-lactama 54
sustituyendo la feniloxazolidinona por otro grupo equivalente que se eliminase en

condiciones mas suaves.

2.2.1.3 Segunda desconexion (Ruta A)

2.2.1.3.1 Planteamiento

En nuestro laboratorio ya se habia descrito la preparacion de a-amino-f-
lactamas N-bis(trimetilsilil)metiladas conteniendo una oxazolidinona 4,5-difenilada,
(ref. 72a, pag. 166) aunque no se preparo el compuesto 63 no sustituido en la posicién 3
(Figura 2.32).
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Figura 2.32: Preparacion de la a-bencil-a-difenoxioxazolidin-p-lactama

62 susceptible de ser desprotegida mediante hidrogenolisis.

Nosotros pensamos que la a-bencilacion de 63 deberia transcurrir de modo

similar al de la B-lactama homdloga monofenilada para dar 62. Sin embargo, en este

caso el grupo 4,5-difeniloxazolidinilo podria ser aprovechado como grupo protector de

la funcion o-amino de la B-lactama para proceder a su liberacion mediante

hidrogenolisis en el momento oportuno.

De acuerdo con estas consideraciones, se planted la variante retrosintética de la

Ruta A recogida en la Figura 2.33.
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Figura 2.33: Esquema retrosintético para la preparacion del pseudopéptido lineal 50 a partir

de la a-(4,5-difeniloxazolidinil)-p-lactama 66.

2.2.1.3.2 Sintesis de la a-amino-a-bencil-N-carboximetil-4-lactama 66

Primeramente se sintetizé la 4,5-difenil oxazolidinona 68”° a partir del (R)-2-

|’80

amino-2-fenil-(S)-1-feniletanol,”™ mediante ciclacion en medio béasico con trifosgeno.

™ a) Ref. 76a, pag. 169 b) Y. Ito, A. Sasaki, K. Tamoto, M. Sunagawa, S. Terashima,
Tetrahedron, 1991, 47, 2801. c) E. Nicolas, K. C. Russell, V. J. Hruby, J. Org. Chem., 1993, 58,
766-770.

8 Este aminoalcohol es comercial, aunque se puede sintetizar a partir de trans-estilbeno, H.-T.
Chang, K. B. Sharpless, Tetrahedron, 1996, 37, 3219-3222.
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Su posterior elaboracidon hasta el cloruro de acido 70 se llevo a cabo igual que en el caso

de la monofeniloxazolidinona 48 descrita en la Figura 2.24 (pag 170).

o o) o)
HO NH, a b) ¢ d)
\\i 2 Q) O)kNH ) ©) OAN OH OXNﬁ(Cl
PA Ph (99%) -/ @) L/ o @ow /o
PR Ph PR Ph PR Ph
68 69 70
o) o)
o~ o~ __Ph
o en(N, N9 Pl NG
—_— = ) —_— E “ .
(60%) Ph /—N_ _SiMes (74%) Ph /—N_ _SiMe;
o T o Y
SiMes SiMe
63 62

Figura 2.34: a) Trifosgeno, NaOH (6N), CH,Cl,, 0°C-t.a., 5h, b) NaH, BrCH,-CO,Me, THF, 0°C,
2h, ¢) NaOH ag., THF, t.a., 2h, d) CICOCOCI, DMF (cat.), CH,Cl,, 1h, t.a. €) CH,=N-CH(SiMe3),,
Et;N, CHCIj, reflujo, 16h; f) LDA, THF, -78°C, 10 min.; g) BnBr, THF, -78°C-20°C, 16h.

Tanto la sintesis de la B-lactama 63 como la B-bencilacién de ésta para dar la N-
bis(trimetilsilil)metil-B-lactama 62 de forma totalmente estereoselectiva se llevaron a
cabo mediante el mismo método utilizado para la sintesis de la B-lactama 46. A

continuacién se muestra un espectro de *H-RMN de la B-lactama 62:
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Figura 2.35: Espectro "H-RMN (500 MHz) en CDCl; de la a-(4,5-difeniloxazolidinil)-B-lactama 62.

Al llevar a cabo la decarboxilacion desililativa de la B-lactama, en este caso
también se formaba una cantidad variable de &cido caproico. Pero ademas aparecian
mas impurezas, quizas porque la base utilizada (nBuLi/TMEDA) atacara en parte a la
oxazolidinona. Por esta razon se pensoé transformar la B-lactama 62 en el N-carboximetil
derivado 65 en dos pasos (Figura 2.36), segun el método descrito en nuestro
laboratorio.®* Primeramente se oxidé el grupo bis(trimetilsilil)metilo mediante nitrato de
Cerio (IV) y amonio para dar una N-formil-p-lactama intermedia que fue desformilada
inmediatamente a la NH-B-lactama 71 por tratamiento basico suave (NaHCO3/Na,CO3).
Dicha B-lactama fue alquilada con bromoacetato de metilo en presencia de carbonato de

cesio en acetonitrilo a reflujo y tras la hidrolisis del éster se obtuvo el &cido B-lactamico
deseado 66.

81 a) Ref. 72a 'y 72d pag. 166 b) P. R. Guzzo, M. J. Miller, J. Org. Chem., 1994, 59, 4862-4867.
c) D. Gala, M. Steinman, R. S. Jaret, J. Org. Chem., 1986, 51, 4488.d) V. M. Girijavallabhan, A.
K. Ganguly, P. Pinto, R. Versace, J. Chem. Soc. Chem. Comm.,1983, 908.
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Figura 2.36: a) CAN, CH3;CN/H,0, ta., 1h, b) Na,COz; NaHCO; sat. ag., MeOH, t.a., 2h, c)
Cs,CO3, BrCH,CO,Me, CH3CN, reflujo, 1.5h. d) NaOH, H,O/THF.
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Figura 2.37: Espectro "H-RMN en CDCl; de la N-carboximetil-B-lactama 66 (crudo de reaccion).

2.2.1.3.3 Sintesis de Cbz-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu

A la hora de sintetizar los aminoacidos necesarios para obtener el pseudopéptido
lineal 50 (Figura 2.33, pag. 177), primeramente se llevo a cabo la sintesis del dipéptido
compuesto por la arginina y la glicina. EI Pbf-Cl aun siendo comercial se sintetizo en el
laboratorio de la forma que se muestra en la figura Figura 2.38.8 El éter de metalilo de

trimetilfenol 72, se prepar6 por reaccion del fenol con 3-cloro-2-metilpropeno en

8 K. M. Kim, H. R. Kim, E. K. Ryu, Heterocycles, 1993, 36, 497-505.
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presencia de carbonato potasico y una cantidad catalitica de yoduro potasico en una
mezcla de acetona y DMF. Seguidamente, se ciclo al dihidrobenzofurano 73 por
tratamiento con AICI; y, finalmente, la formacion del cloruro de sulfonilo 74 se realizé

con acido clorosulfénico en diclorometano a -10°C.%

OH cI a) OJL b) OH
+ —_— e
k (98%) (86%) |

/

=
72 B B
o) c) o)
< - <
Cl< (63%)
o o
74 73

Figura 2.38: a) K,COs, KI (cat.), Me,CO, DMF, reflujo, 16h, b) AICl3, -70°C- t.a.,
16h, c) CISOsH, CH,ClI,, -10°C-1h, t.a., 4h.

La sintesis del dipéptido Cbz-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu se llevé a cabo a partir de la
Cbz-Arginina. Primero se protegié con CI-Pbf en medio béasico y se purificO mediante
cristalizacion en éter etilico de su sal de ciclohexilamonio (CHA en la Figura 2.39).% La
sal presentd un aspecto gomoso y fue necesario tenerla en el congelador durante una
noche para que solidificara, aunque volvia a tomar el aspecto gomoso a temperatura
ambiente. Tras desproteger el acido se acopl6é al éster terc-butilico de la glicina
utilizando TBTU Yy diisopropiletilamina como base. Pese a que la purificacion de este
producto se hizo mediante cromatografia en gel de silice, fue dificil conseguir eliminar
completamente la tetrametilurea producida como subproducto mediante la reaccién con
la TBTU; no obstante, este producto no interfiere en las posteriores reacciones y se
elimind por completo en sucesivas purificaciones. Por Gltimo, el intermedio estable 53

se desprotegié mediante una hidrogenolisis dejando el grupo amino del compuesto 67

 R. Ramaje, J. Green, A. J. Blake, Tetrahedron, 1991, 47, 6353-6370.
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listo para poder ser acoplado al fragmento B-lactamico preparado en el apartado

anterior.

HNﬁ/NHz o]
NH HN N.
ﬁ/ //S\\
a) NHO O
(84%)
CbzNH~ “CO,H
- +
CbzNH™ ~CO, H3N{>
75

b), ¢) | (49%)

HNY s HNﬁ/ s
Ii % J< o CszH/li % J<

67 53

Figura 2.39: a) CI-Pbf, NaOH 3.2M en H,0, Me,CO, 0°C-2h, t.a.-4h,
ciclohexilamina (CHA= sal de ciclohexilamonio) b) Acido citrico, EtOAc, ¢)
H,N-Gly-OtBu, DIPEA, TBTU, CH,CI,, 0°C-1h/ t.a.- 16h, d) Pd/C, H,, EtOH,
t.a., 16h.

El espectro *H-RMN del compuesto 53 en CDCl; se muestra en la Figura 2.40.
Son caracteristicos en él los cuatro singletes del grupo protector de la arginina. La
asignacién de las diferentes sefiales se efectué aplicando el método de correlaciones
sucesivas a partir de un espectro COSY (ANEXO 1)
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Figura 2.40: Espectro de 'H-RMN (500 MHz) del compuesto 53. El producto contiene una pequefia
cantidad de tetrametilurea marcada en el espectro como TMU.

2.2.1.3.4 Sintesis del pseudopéptido Boc-Asp(OBn)-(B-Lactam)-Gly-Arg(Pbf)-
Gly-O'Bu 50

Como ya se anticipé en el planteamiento general de la sintesis del ciclopéptido
RGD p-lactamico 43 (ver Figura 2.19, pag. 164) una de las dificultades previsibles de
nuestra estrategia consistia en el acoplamiento peptidico de acidos asparticos protegidos
de tipo XXIV con las a-amino-B-lactamas impedidas XXV. Por ello, decidimos realizar
primeramente una serie de ensayos de acoplamiento peptidico empleando como
modelos las a-amino-B-lactamas 54 y 76, en lugar del compuesto 64 mas elaborado (ver
Figura 2.33, pag. 177). La a-amino-B-lactama sililada 76 se obtuvo por hidrogenolisis a
presion atmosférica de la a-(4,5-difeniloxazodinil)-B-lactama 62 con Pd(OH), sobre
carbono en etanol. En cuanto a los derivados del acido aspartico se utilizaron los que se
indican sobre la Tabla 2.1. De ellos, los compuestos 51 y 77 fueron accesibles

comercialmente, el NCA (N-carboxianhidrido) 78 se sintetizé siguiendo los métodos
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descritos en la bibliografia® y, por Gltimo, el fluoruro de 4cido 79 se prepar6 a partir de
Boc-Asp(O'Bu)-OH segtin el método descrito por Carpino.®®

__Ph __Ph
p FN SiM
N iMe3
o N o T
CO,Me SiMes
54 76
o
CO,Bn COzBn o CO,Bn
H
t F
tBuO)k BuO g( b % tBuO)k
o) H o
COan
51 78 79

Tabla 2.1: Ensayo de acoplamiento peptidico entre el &cido aspartico 51 y sus

derivados activados 77-79 y las a-amino-f-lactamas impedidas 54 y 76.

B- Derivado del Condiciones de reaccion Rendimiento

Lactama &cido aspartico

54 51 TBTU (1 eq.), DIPEA (2 eq.),CH,Cl,  No hay reaccion

54 51 EDC (1.5 eq.), HOAt (1.5 eq.), No hay reaccién
DIPEA (2.5 eq.)

54 77 EtsN (2.1 eq.) THF No hay reaccion
54 77 NaOH (1 eq.), EtsN (1 eq.), THF/H,O  No hay reaccién
76 78 KCN (1.1 eq.), DMF No hay reaccion
76 79 N-metilmorfolina (2 eq.) CH,Cl, 31%

8 3. Mobashery, M. Johnston, J. Org. Chem. 1985, 50, 2200-2202.

8 A. Carpino, E.-S. M. E. Mansour, D. Sadat-Aalaee, J. Org. Chem., 1991, 56, 2611-2614.
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Debido a los resultados obtenidos, se decidio utilizar el fluoruro de acido 79 para
acoplar el &cido aspartico, segin la secuencia de reacciones que se muestra a

continuacion:

o
H
o HN= N~
0 Ph RN
The NHO
Ph" > 7“
Ph 5 NW H O
(88%) | @)
COM  HN~ N e
66 © 67
0 0
H
N\ HN
//S\\ D ﬁ/ s

~(100%)
} QL li %osu p% Ii OtBu

c) +

COan
82%)
Eo
BocHN /l;(

79 ©

HNY // %

BnO,C

j}(H /Ph

N s

BocHN j; 0

o Ny %OBU
50

H

Figura 2.41: a) EDCI (1.4 eq.), HOBt (1.2 eq.), CH,Cl,, t.a / 16h, b)Pd/C (20%), H, (150 psi.), EtOH,
40°C, 24h, ) 79 (1.7 eq.), NMM (2.5 eq.), CH,Cl,, t.a. 6h.

El acoplamiento del dipéptido H-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 67 con la B-lactama 66 se
realizd utilizando condiciones convencionales (EDC, y HOBt). La formacién del
pseudopéptido 65 se confirmé mediante *H-RMN vy la asignacién de las sefiales se
realizd a partir del espectro COSY (ANEXO 2):
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Figura 2.42: Espectro *H-RMN del pseudopéptido B-lactamico 65 en CDCl.

Posteriormente, se llevo a cabo la hidrogenolisis de la oxazolidinona catalizada
por Pd(OH),/C, aplicando 150 psi. de presion y una temperatura de 40 °C durante 24 h.
Tras formar el fluoruro de &cido 79 mediante el método de Carpino anteriormente
mencionado (ver Figura 2.43), éste se hizo reaccionar con la amina 64 para dar el
pseudopéptido lineal 50 deseado con un 82% de rendimiento tras purificacion
cromatografica. En la Figura 2.44 se muestra su espectro de *H-RMN con la asignacion
de protones obtenida a partir de las sefiales de cruce de un experimento bidimensional
COSY (ANEXO 3).

0 CO,Bn " a) o CO,Bn
PN —_
tBUO)kN/;(OH + N N (95%) tBuO)kNJ;(F

H o F N F 0
1eq. 5 eq.
51 79

Figura 2.43: a) Piridina (1 eq.), CH,ClI,, -20°C, 1.5 h.
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Figura 2.44: Espectro "H-RMN (500MHz) del pseudopéptido lineal p-lactamico 50 en CDCls.

De acuerdo con la retrosintesis de la Ruta A (ver Figura 2.22, pag. 168), para
llevar a cabo la ciclacion del péptido 50 a ciclopéptido RGD 43, debian desprotegerse
previamente con &cido férmico los grupos N- y C- terminales (Boc y —O'Bu,
rspectivamente) manteniendo el grupo Pbf de la Arginina. Al igual que hicimos en la
etapa previa, decidimos realizar algunos ensayos con un modelo facilmente asequible
para buscar las combinaciones de reaccion. Asi, se preparé de modo cuantitativo el
dipéptido Boc-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 80 (ver Figura 2.45) a partir de H-Arg(Pbf)-Gly-
O'Bu 67.

o) o)
H \<
HN= N~
= Usg a) HNY 55
NHO O

(99%)
H Q|
|—|2N/}('\'Jko/< BocHN ™ Jk /<
0

67 80

Figura 2.45: Preparacion del péptido modelo Boc-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 80. a) Boc,O (1.5 eq.),
CH,Cl,, 20°C, 16h.
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Al disolver el dipéptido 67 en acido formico a temperatura ambiente durante
24h, se recuperaba el producto de partida. Sin embargo, al calentar la reaccién a 40°C
durante 5h el dipéptido se desprotegia selectivamente para dar de modo cuantitativo el
compuesto H-Arg(Pbf)-Gly-OH.

Adoptando estas condiciones de desproteccion, se llevo a cabo la reaccién con el
compuesto 50. Sin embargo, la reaccion resulté sucia y el espectro de *H-RMN, tanto en
CDCI3 como en DMSO, indicaba que el compuesto se habia degradado a juzgar por la
aparicion de bandas anchas colapsadas. A pesar de repetir la reaccion variando la
concentracion de acido formico, la temperatura y el tiempo de reaccion, no se llegd a
obtener el producto deseado. Por un lado, no quedaba producto de partida, pero el
espectro del producto obtenido indicaba la presencia de mezclas complejas. Asi pues,
pensamos sustituir los grupos protectores N- y C- terminales por otros que se pudieran
desproteger mediante hidrogenacion cambiando la ruta A por la Ruta B (ver Figura
2.20, pag. 165).

2.2.1.4 Tercera desconexion (Ruta B)

Para efectuar esta aproximacién los grupos protectores terminales Boc y éster
terc-butilico debian ser intercambiados por el Cbz y éster bencilico, respectivamente
para formar el péptido 81. Aunque la cadena lateral de la arginina podia mantenerse
protegida con el grupo Pbf, el &cido aspartico debia protegerse ahora como éster terc-
butilico. Asimismo, los grupos protectores de todos los intermedios también debian ser
intercambiados. La sintesis por lo tanto se planted de la forma que se muestra en la
Figura 2.46:
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Figura 2.46: Esquema retrosintético del pseudopéptido B-lactamico lineal 81 portador de

algunos grupos terminales eliminables por hidrogenolisis (Ruta B).

2.2.1.4.1 Sintesis de la a-amino-S-lactama 84.

La sintesis de la a-amino-B-lactama 86 se plante6 de modo similar al de la N-
carboximetil-B-lactama 65 (ver Figura 2.36), s6lo que mientras en aquel caso se llevaba
a cabo la hidrdlisis del éster metilico al acido carboxilico, en este se desprotegia la
oxazolidinona mediante hidrogenolisis con Pd manteniendo el éster metilico. El 1,2-
difeniletano formado en la reaccion result6 ser de dificil separacion por cromatografia o
lavados acido-bésicos, por lo que se separé tras el acoplamiento con el fragmento del

acido aspartico protegido.
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Figura 2.47: a) Cs,COs, BrCH,CO,Me, CH:CN, reflujo, 1.5h. b) Pd/C (20%), H, (150 psi.), EtOH, 40°
C, 24h.

A continuacién se muestran los espectros de *H-RMN correspondientes a los
ésteres metilicos B-lactamicos 86 y 84. En el caso de éste ultimo, al tratase de un crudo

de reaccion, se aprecia un singlete a 2.9 ppm correspondiente a los metilenos del 1,2-

difeniletano.
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Figura 2.48: Espectros de "H-RMN (200 MHz) en CDCl; de las B-lactamas 86 y 84
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2.2.1.4.2 Sintesis del pseudopéptido Boc-Arg(Pbf)-Gly-OBn 89

Para la preparacion del fragmento H-Arg(Pbf)-Gly-OBn 83 necesario segun la
retrosintesis de la Ruta B (Figura 2.46) se siguié la secuencia mostrada en la Figura
2.49. A partir de la sal de ciclohexilamonio (CHA) de la Chz-Arg(Pbf)-OH 75,
sintetizada segun las aproximaciones anteriores, se efectud un intercambio de grupos N-
protectores para obtener la arginina 88 correctamente protegida para su posterior
acoplamiento con el éster bencilico de la glicina. De esta forma se obtuvo el dipéptido

89 que fue desprotegido al producto 83 con acido férmico.

_ ‘ o) ) o)
HN HN N\S HN
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Figura 2.49: a) Acido citrico 5%/ EtOAc, b) Pd /C, H, (1atm.), MeOH, 16h. /t.a., ¢) NaOH, Boc,0,
'BUOH, t.a., 16h, d) Ciclohexilamina, e) Acido citrico 5%/ EtOAc, f) H-Gly-OBn, EDC, HOBt, CH,Cl,,
t.a., 16h, g) HCO,H, t.a., 2h.
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En la Figura 2.50 se muestra el espectro *H-RMN del compuesto 89 en CDCls.
Este espectro que es muy similar al obtenido para el dipéptido formado por Cbz-
Arg(Pbf)-Gly-OtBu 53, cuenta con una asignacion de sefiales realizada con la ayuda de
un experimento bidimensional de COSY (ANEXO 4):
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H = 0 1

N \ 14
HNﬁ/ ;/S\\ 10

NHO

6 1 14
5

89 111213
Arom.
JJ |
7 | I
JJ%
2.0 1.0
(ppm)

Figura 2.50: Espectro *H-RMN (500 MHz) del dipéptido Boc-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 89 en CDCl,.

2.2.1.4.3 Sintesis del pseudopéptido lineal H-Asp(O'Bu)-(BLactam)-Gly-
Arg(Pbf)-Gly-OH 91

Una vez preparados el péptido H-Arg(Pbf)-Gly-OBn 83 y la a-amino-f-lactama
84, se sintetiz6 el peptidomimético lineal 81 de acuerdo con la secuencia de la Figura
2.51. Para ello primero se acopl6 el fluoruro del acido 85 preparado a partir de Chz-

Asp(O'Bu)-OH por el método de Carpino, con la p-lactama 84.
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Figura 2.51: a) NMM, CH,Cl,, 0°C- t.a., 16h, b) LiOH, THF/H,O (2:1), t.a., 1h, ¢) Acido citrico
5%/CH,Cl,, d) 83, EDC, HOBt, EtsN, t.a., 20h. €) Pd/C (10%), 1 atm. H,, EtOH, t.a., 16h.

Una vez purificado el compuesto 90, se hidroliz6 el éster metilico con hidroxido
de litio, en una mezcla de THF/H,O a temperatura ambiente durante 1h. Tras liberar el
grupo carboxilico con una disolucién al 5% de acido citrico y extraer el producto con
CH.Cl,, se registré un espectro *H-RMN que presentd un Gnico juego de sefiales
confirmando que el compuesto 82 no habia epimerizado. Por ultimo, se llevo a cabo el
acoplamiento del acido 82 con la amina 83 empleando un método convencional (EDC y

HOBT). Asi se obtuvo con excelente rendimiento el compuesto 81 listo para su

desproteccion.
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Las Figura 2.52 y Figura 2.53 muestran los espectros 'H-RMN de los
compuestos 82 y 81 respectivamente. En este ultimo la asignacion de los protones se
realizd a partir de un espectro COSY (ANEXO 5).
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Figura 2.52: Espectro "H-RMN (200 MHz) del dipéptido B-lactamico 82 en CDCl,.
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Figura 2.53: Espectro *H-RMN (500 MHz) del pseudopéptido Chz-Asp(O'Bu)-(B-lactam)-Gly-Arg(Pbf)-
Gly-OBn 81 en CDCls.

La desbencilacion de los grupos protectores N- y C- terminales mediante
hidrogenolisis catalizada por paladio/carbono en etanol a temperatura ambiente y
presion atmosférica condujo de modo practicamente cuantitativo al pseudopéptido lineal
H-Asp(O'Bu)-(B-Lactam)-Gly-Arg(Pbf)-Gly-OH 91 puro, que fue empleado

inmediatamente en la etapa de macrociclacion.

2.2.1.4.4 Sintesis del ciclo-[Arg-Gly-Asp-f#-Lactam-Gly]

La ciclacién del péptido 91 y la desproteccion del intermedio protegido 92 para
dar el ciclopéptido 43 se efectuaron de acuerdo con las reacciones de la Figura 2.54:
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Figura 2.54: a) HATU, HOAt, DIPEA, DMF, t.a., 24h, b) F3CCO,H, 35°C, 1h.

Como se ha comentado en el apartado introductorio de esta memoria, la

formacion de ciclopéptidos macrolactamicos como 92 transcurre generalmente con

bajos rendimientos, incluso operando en condiciones de alta dilucién. Para estimar la

eficacia de diferentes combinaciones de reactivos de acoplamiento peptidico y

disolventes de reaccion como promotores de ciclacion realizamos un breve estudio

encaminado a buscar las condiciones mas adecuadas para efectuar dicha reaccion con el

pseudopéptido 91. En la Tabla 2.2 se recogen los principales resultados.
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Tabla 2.2: Ensayos de ciclacion del pseudopeéptido B-lactdmico 91 con

diferentes reactivos de acoplamiento peptidico

REACTIVOS DISOLVENTE RENDIMIENTO

TBTU (1.5 eq.), DIPEA (2 CH.CI, No se formé producto; crudo
eq.) muy sucio

BOP-CI (5 eq.), DMAP (9 CH.CI, No se formé producto; crudo
eq.)®® muy sucio

TBTU (1.5 eg), NMM (2 NMP 9% rendimiento

eq.)87

HATU (3 eq.), HOAt (3 eq.), DMF 10% rendimiento

DIPEA (3 eq.)®

HATU (1.6 eq.), HOAt (1.4 DMF 28 % rendimiento

eq.), DIPEA (7 eq.)

(F13C6-CoH4-N),=C (2.7 eq.), CH,Cl,/ CgF14 Se recuper6 el producto de

DIPEA (6 eq.)

partida

a) En todos los casos la concentracion de 91 fue 4 mM, y las reacciones se llevaron a cabo a temperatura

ambiente durante 24h.

Inicialmente la reaccidn se llevo a cabo a alta dislucién (4 mM) en un disolvente

apolar como es el diclorometano, ya que a esa concentracién el producto 91 era soluble.

Sin embargo, no se observé la ciclacion esperada utilizando ninguno de los reactivos

mas habituales. Seguidamente, el diclorometano fue sustituido por N-metil pirrolidinona

(NMP) o DMF® y se alcanzé asi un 9 % de rendimiento. Al hacer la reaccién con 3

8 A. K. Ghosh, C. Liu, Org. Lett., 2001, 3, 635-638.

8 H. M. M. Bastiaans, J. L. Van der Baan, H. C. J. Ottenheijm, J. Org. Chem.,1997, 62, 3880-

38809.

8a) L. Belvisi, A. Bernardi, A. Checchia, L. Manzini, D. Potenza, C. Scolastico, M. Castorina,
A. Cupelli, G. Giannini, P. Carminati, C. Pisano, Org. Lett., 2001, 3, 1001-1005. b) L. A.
Carpino, A. El-Faham, F. Albericio, Tetrahedron Lett., 1994, 35, 2279-2282.

89 . . -
Los espectros posteriores del ciclopéptido 92 nos demostraron que el compuesto se encuentra

completamente autoagregado en CDCl,. Cuando se realizé su espectro de 'H-RMN en este

disolvente, Unicamente se observaron bandas anchas sin resolucion de sistemas de spin, aunque
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equivalentes de HATU, HOAt y DIPEA respectivamente observamos que el pH de la
reaccion se iba acidificando espontdneamente conforme avanzaba la reaccion. Por esa
razon realizamos la reaccién con mas equivalentes de DIPEA manteniendo en todo
momento el pH de la reaccion entre 8-9, y asi se logré aumentar el rendimiento hasta el
28%.

Por Gltimo, también pusimos a prueba la carbodiimida perfluorada sintetizada en
el primer capitulo de la tesis, aunque no observamos reaccion alguna y se recupero el
péptido 91 inalterado. La reaccion se intento a temperatura ambiente durante 48h en un
sistema bifasico de diclorometano/perfluorohexano, en el que se afiadieron 2.7
equivalentes de di-N,N’-(1H,1H,2H,2H-perfluorooctil) carbodiimida y 6 equivalentes
de DIPEA.

El crudo de reaccion obtenido mediante la ciclacion con HATU/HOAL resulto
ser bastante sucio y hubo que purificarlo mediante cromatografia de capa fina
preparativa para obtener el ciclopéptido pretegido 92, el cual dio un espectro de masas
coherente con la estructura (MALDI-TOF Mw= 853.01).

Por ultimo la desproteccién de los grupos terc-butilo y Pbf del compuesto 92 se
llevé a cabo con &cido trifluoroacético puro, sin emplear aditivos tales con tioanisol
recomensados en la bibliografia.”® El producto final 43 se obtuvo puro en forma de sal
de trifluoroacetilo tras hacerlo precipitar en éter etilico. El rendimiento obtenido fue
algo mayor del 100% probablemente debido a una complejacion multiple con el acido
trifluoroacético. El espectro *H-RMN se adquiri6 en agua empleando una secuencia de
saturacion de disolvente (WATERGATE) y dio un espectro consistente con la

estructura esperada (ver Figura 2.66, pag. 217)

el producto ciclado fuese completamente soluble. Al registrar el mismo espectro en un disolvente
polar, como MeOD o DMSO-dg la multiplicidad de las sefiales se apreciaba por completo. Esto
nos llevd a pensar “a posteriori” que el aminoécido libre, aunque soluble en CH,ClI,,
probablemente se encontraria agregado facilitando asi los acoplamientos peptidicos
intermoleculares en vez de intramoleculares, y que por lo tanto en este caso los disolventes

apolares no eran indicados para este tipo reaccion.

% M. Koppitz, M. Huenges, R. Gratias, H. Kessler, Helv. Chim. Act., 1997, 80, 1280-1300.



Resultados y Discusion 199

2.2.2 ANALISIS CONFORMACIONAL EN DISOLUCION
MEDIANTE RMN

Una vez obtenido el ciclopéptido RGD [-lactamico 43 pasamos a realizar su
estudio conformacional en disolucién mediante técnicas de RMN junto con la del
ciclopéptido protegido 92 y las del pseudopéptido lineal 81. El objetivo de estos
estudios fue doble: por una parte establecer el sistema de puentes de hidrogeno que
presenta 43 en medio acuoso, biol6gicamente significativo, y por otra establecer la
posible existencia de giros-p en 81 disuelto en un disolvente altamente coordinante
como DMSO que presenta razonablemente la DMF utilizada durante la reaccion de
ciclacion 81—92.
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Figura 2.55: Estructura de los compuestos estudiados (anélisis conformacional) mediante RMN.

En los tres casos se utilizd la misma nomenclatura posicional para la asignacion
de los protones. Utilizando la nomenclatura general de aminodcidos (a.,p,y,etc...) cada
resto segun el aminoacido, excepto el fragmento de p-lactama que se indicé como “B-
Lact”. Los restos de glicina unidos al anillo de B-lactama y el perteneciente a la triada

RGD se nombraron como “Glyl” y “Gly2” respectivamente (Figura 2.56).
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Figura 2.56: Nomenclatura posicional utilizada en la asignacion de las
sefiales de los pseudopéptidos RGD 81, 92 y 43.
En los tres casos los estudios se realizaron con diluciones de concentracion 10
mM a 300 °K en DMSO-dg para los compuestos 81 y 92 y en H,O/D,0 (90:10) en el
caso del compuesto 43. El disolvente mas cominmente empleado en la bibliografia para
los estudios conformacionales de ciclopéptidos RGD es el DMSO, ya que en él se
aprecian claramente todas las sefiales correspondientes a los NH, y los valores de los
coeficientes térmicos para NH formando puentes de hidrégeno son bien conocidos. Sin
embargo, en el caso del compuesto 43 nos parecié mas interesante realizar los estudios
en agua para disponer de informacién mas similar a posibles conformaciones bioactivas.
El analisis conformacional se realizd utilizando el método de Dinamica Molecular
Restringida (también denominada simulated annealing).”* Las restricciones empleadas
fueron las distancias interprotonicas, obtenidas mediante integracién de los espectros de
NOESY y ROESY. En algln caso también se utilizaron restricciones de angulos diedros

calculados mediante la ecuacion de Karplus.*

PHN0=6.4*cos*(¢-60)-1.4*cos(¢-60)+1.9  JFP*HaHP=9.5*cos*(¢)-1*cos(¢)+1.4.

2.2.2.1 Estudio conformacional del compuesto 81

1 Daura, X.; Gadermann, K.; Schafer, H.; Jaun, B.; Seebach, D.; van Gusteren, W.F. J. Am.
Chem. Soc. 2001, 123, 2393-2404.

%2 Giinter,P. ; W.Braun, W.; Billeter, M.; Withrich, K.; J. Am. Chem.Soc 1989,111, 3997-4004.
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Estudios previos realizados en nuestro laboratorio (ref. 69b, pag. 152)
demstraron que la a-bencil-B-lactama XII1 es capaz de inducir un giro 3 estable en
DMSO conteniendo un puente de hidrogeno entre NH(Aib) y el C=0O(Boc). Sin
embargo, cuando los grupos unidos a la B-lactama son aminoacidos flexibles tales como
la glicina en el compuesto XV de la Figura 2.57, el giro B se debilita formando un

equilibrio con el péptido extendido y el giro-p abierto.
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Figura 2.57: Andlisis conformacional del compuesto XV en DMSO. Izquierda: Dindmica Molecular a
300°K en DMSO; Derecha: Superposicion de 10 estructuras de minima energia obtenidas por

Dinamica Molecular restringida mediante distancias interprotonicas obtenidas por RMN (NOESY).

En el caso del pseudopéptido RGD 81, nosotros pensamos que el
comportamiento conformacional méas probable pudiera ser similar al del compuesto XV,

mostrando un equilibrio entre la forma extendida y el giro-f abierto.

El estudio conformacional se comenzd realizando la asignacion de todas las
sefiales a partir de los espectros *H, COSY, NOESY y ROESY aplicando el método de

asignaciones sucesivas.” En la Tabla 2.3 se recogen los desplazamientos quimicos, las

% Giinter, P. Quart. Rev. Biophys. 1998, 31, 142-237.
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constantes de acoplamiento NH-Ho y los coeficientes térmicos de los protones mas

significativos.
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Figura 2. 58: Asignacion de las sefiales de *H-RMN del pseudopéptido lineal Cbz-Asp(O'Bu)-p-Lact-
Gly-Arg(Pbf)-Gly-OBn 81 en DMSQdjs registrado a 300°K.
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Tabla 2.3: Desplazamientos quimicos, constantes de acoplamiento NH-Ho y

coeficientes térmicos de los protones més significativos del pseudopéptido RGD 81 en

DMSO
JINHHa  AS/AT /HM
He® HP HY  H® H® HY

[Hz] [ppb/K]
Asp 4.40 | 2.53/2.39 7.48 8.02 -6.19
B-lact 3.50/3.35 3.18/3.08 8.21 -7.39
Gly1 3.87
Arg 4.25 148 |164| 299 |[6.38 | 810 8.19 -5.20
Gly2 | 3.92/3.85 8.38 5.7 -6.72

El analisis del espectro NOESY (ver ANEXO 6) permitié diferenciar los
protones proR y proS de la posicion - del anillo B-lactamico. En efecto, sélo el proton
proS dio sefiales de cruce con los CH; bencilicos Hy(BLactam) y, por otra parte, el
NH (BLactam) dio sefiales de NOE mucho mas intensas con el proton f—lactdmico proR
(Figura 2.59). Para determinar cualitativamente si el fragmento Glyl-Arg(Pbf)-Gly2-
OBn se disponia en la cara superior o inferior del anillo B-lactdmico, se estudiaron las
sefiales NOE del proton amidico NH(Arg), puesto que no se detectaron sefiales de cruce

a larga distancia entre los metilenos de los grupos Cbz y OBn.

En nuestro caso el NH(Arg) presentaba dos sefiales NOE con los protones [-
lactamicos proR y proS, al igual que el proton amidico NH(p-Lactam). Las
interacciones marcadas con un circulo en el espectro que se muestra en la Figura 2.59,
son las mas intensas e indican una mayor proximidad de los protones NH(Arg) y
NH(Blact) con el proton proR. Por su parte, la sefial de cruce marcada con el rectangulo

corresponde al protén pro S, en la parte superior del anillo
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Figura 2.59: Ampliacién del espectro NOESY del

compuesto 81 a tiempo de mezcla 400ms.

A la vista de las interacciones relativas observadas, parecia claro que la rama
Glyl-Arg(Pbf)-Gly2-OBn se halla preferentemente debajo del anillo B-lactdmico en el
compuesto 81, aunque el hecho de que aparezcan las dos sefiales en el espectro puede
indicar que el giro-p sea algo débil y que, probablemente, la conformacion de giro

esté en equilibrio con la extendida.

Una vez asignadas todas las sefiales en el espectro de *H-RMN, se realizé una

deriva térmica para comprobar si los NH amidicos formaban algln tipo de puente de
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hidrégeno intramolecular. Las derivas se llevaron a cabo también en DMSOds entre
300-325° K con intervalos de 5°K.
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Figura 2.60: Derivas y coeficientes térmicos (ppb/K) de las sefiales correspondientes a los
NH amidicos del pseudopéptido lineal Cbz-Asp(O'Bu)-B-Lactam-Gly-Arg(Pbf)-Gly-OBn
81 en DMSO-d6.
Para todos los NH amidicos los valores de los coeficientes térmicos (AS/AT)

resultaron ser superiores a -3ppb/K, que es considerado como limite** para la formacion

% H. Kessler, Ang. Chem. Int. Ed. Engl., 1982, 21, 512-523.
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de puentes de hidrégeno intramoleculares estables en DMSOdg. Por lo tanto, aunque el
pseudopéptido estuviese B-girado en torno al segmento —(B-lactam)-(Gly1)-, no parecia

existir un puente de hidrogeno entre el NH(Arg) y el CO(Asp).

A pesar de que el analisis conformacional cualitativo ofrecia una idea
aproximada de la estructura del pseudopéptido 81 en disolucién, pasamos seguidamente
a realizar un analisis de Dindmica Molecular restringida empleando el método del

analisis de grupos “cluster analysis” propuesto Seebach y Gustaren.**

Para ello, pasamos a definir las restricciones que constaron de los angulos
diedros calculados mediante la ecuacion de Karplus y las distancias interprotdnicas
determinadas mediante integracion de las sefiales de NOE obtenidas del espectro de
ROESY registrado a 400 ms de tiempo de mezcla (ANEXO 6, Figura 2. 84).

A continuacién se muestran dos tablas que recogen los valores de las constantes

3Jhn-Ho Y l0s angulos diedros por un lado, y los rangos de longitudes interproténicas por

otro.
. 3‘JHNH(1 . i . . ) L.
Residuo Angulo diedro Tabla 2.4: Distancias interproténicas (pm)
(Hz)

del pseudopéptido 81 a partir de datos ROESY

Asp 9.49 -115 -145

tiempo de mezcla 400ms
P
Arg 7.91 -135 -165
Protones D mer D menr

Gly2 6.09 -150 -175
Arg HY ArgH* 348 288
Arg HN ArgH P 369 269
Arg HM GlylH*“ 305 245
Arg HN GlylH* 313 253
Gly2 HM Gly2H“ 287 237
Gly2 HM ArgH*® 285 235
Asp H" AspH*® 355 295
Asp H" AspHP 331 271
Asp H" AspHP 438 358
B-Lact HN AspH* 305 245
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Los célculos mediante Dinamica Molecular se llevaron a cabo modelizando el
enfriamiento de 100 estructuras del pseudopéptido B-lactdmico 81 desde 700K hasta
300K. El margen aplicado a cada distancia fue de +10% y las simulaciones se

efectuaron en ausencia de disolvente empleando el programa X-PLOR-NIH 2.9.2%

De las 100 estructuras calculadas, 77 no violaban ninguna restriccion de
distancia experimental. Se obtuvieron 4 tipos de estructuras que fueron asignadas a dos
grupos o clusters en funcién del angulo pseudodiedro,”® aunque no presentaban una
uniformdad completa en los en angulos diedros (¢ y ). En la Figura 2.61 se muestran
cuatro estructuras representativas correspondientes a una molécula de cada uno de los

dos cluster o grupos.

1(60)

Figura 2.61: Representacién de los grupos conformacionales “clusters” del pseudopéptido B-lactamico
81. La primera figura corresponde a la superposicion de 6 estructuras de minima energia correspondientes
al cluster 1 de conformacion B-girada que no presenta puente de hidrégeno entre NH(arg) y CO(Asp). La

segunda figura corresponde a la superposicion de 5 estructuras de minima energia de conformacién

% Schwieters, C.D.; Kuszewski, J.; Tjandra, N.; Clore, G. M. J. Magn. Reson. 2003, 160, 66-74

% Angulo pseudodiedro 8 es el que forman los cuatro C,, consecutivos de los aminoacidos (i) e
(i+3) en giro B. Este parametro mide la orientacion con la que entra la cadena al giro y sale de él.
Los valores del &ngulo pseudodiedro para un giro- de tipo | es de 49° (el del tipo I’ es de -49°) y
el valor de & para un giro-§ de tipo Il y II’ es practicamente 0°. a) G. Muller, Angew. Chem. Int.
Ed. Engl., 1996, 35, 2767. b) A. C. Bach, J. R. Espina, S. A. Jackson, P. F. W. Stouten, J. L.
Duke, A. M. Shaker, W. F. DeGrado, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 293-294.
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abierta (cluster 2). Los nimeros entre paréntesis indican la poblacion relativa de cada grupo sobre las 77

estructuras que no violan ninguna restriccion.

Como conclusién del analisis conformacional de grupos se puede afirmar que,
seguin se aprecia en las estructuras del cluster 1, la cadena Glyl-Arg(Pbf)-Gly2-OBn
unida al nitrogeno B-lactamico se sitda en todos los casos adoptando una disposicion -
girada con respecto del plano de la B-lactama, aunque el enlace peptidico Glyl-Arg se
halla orientado de forma contraria a la de un giro-f canénico. Ello hace que la distancia
(Asp) C=0---H-N(Arg) oscile entre 6.4 y 7.1A, cuando en un giro-p normal con puente

de hidrogeno estable dicha distancia debe variar entre 1.8-2.5A.

Tabla 2. 5: Parametros estructurales promedio del compuesto 81 calculados a partir de
las 77 estructuras de Dindmica Molecular restringida que cumplen todas las restricciones

de distancias y angulos

Cluster Tipo <aspC=0-"" DYeiacy>  <OWeyy>  <Ca(Asp)-- & (grados)®
(n)? AP
HN@rg> (A) (grados) (grados)  Ca(Arg)> (A)
1| 60 | Giro-p d 7.4 (6.8) -46 ; -115 -84;-172 8.3 15
2 | 17 | extendido 8.1(7.6) -72; -115 68 ;161 10.0 152

® Namero de moléculas que no violan las restricciones interprotonicas de NOE y pertenecen a dicho
cluster de las 100 estructuras generadas inicialmente. ° Distancia interproténica O---N; los valores entre
paréntesis corresponden a las distancias O---H. ¢ Angulo pseudodiedro formado por los cuatro Cal | del

péptido modelo. ¢ Giro-B distorsionado.

En el segundo cluster la cadena peptidica adquiere la forma extendida y no hay
giro de ningun tipo. Logicamente, presenta un angulo pseudodiedro (8) proximo a 180°

y una distancia promedio entre los Ca(Asp) y Co(Arg) proximo a los 10 A.

Estos resultados son totalmente coherentes con el analisis por RMN cualitativo
previo y confirman sélo parcialmente la segunda de las hipotesis de trabajo que nos
planteabamos inicialmente: es decir, la macrociclacion de pseudopéptidos B-lactdmicos
asistida mediante una estructura preorganizada como giro 3. Al parecer, en el caso del

compuesto 81, existe dicha estructura, aungue no se halla estabilizada mediante puentes
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de hidrégeno interno, lo cual es también consistente con el rendimiento del 28%

obtenido durante la ciclacion.

2.2.2.2 Estudio conformacional del ciclopéptido B-lactamico 92

El andlisis conformacional del compuesto 92 se llevo a cabo siguiendo el mismo

método que su homologo abierto 81. En este caso también se asignaron en primer lugar
todas las sefiales del espectro de *H-RMN registrado en DMSOds (ver ANEXO 7).
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Figura 2.62: Asignacién de las sefiales de *H-RMN del compuesto 92 y

ampliacién del espectro COSY del mismo compuesto.

El espectro ROESY sirvio primeramente para comprobar que, efectivamente, la

molécula correspondia al ciclo, ya que se observaban las sefiales de cruce entre en

NH(Asp) y los Ha(Gly2) (marcados con un circulo en la Figura 2. 63).
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Figura 2. 63: Ampliacion del espectro de NOESY del

compuesto 92 en DMSO con un tiempo de mezcla de 400 ms.

En la Figura 2. 63 se presentan enmarcadas con un cuadro las sefiales
correspondientes a los picos de cruce entre el NH(Asp)/HR(B-lact) y NH(Arg)/HR(B-
Lact). Por ultimo, se han enmarcado en una elipse los picos de cruce entre las sefiales de
los protones orto del anillo aromatico tanto con los protones bencilicos Hy(-Lact)
como con el protén H3(B-Lact). Finalmente también se constaté la ausecia de sefial de

cruce entre los protones orto del anillo aromatico y el protén HR(B-Lact).

Seguidamente se realiz6 la deriva térmica y se calcularon los coeficientes
térmicos y los angulos diedros NH-Ha de la misma manera que se hizo anteriormente

con el pseudopéptido abierto 81.
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Figura 2.64: Derivas y coeficientes térmicos (ppb/K) de las sefiales correspondientes a
los NH amidicos en DMSO-d6 del pseudopéptidomimético ciclico ciclo[Arg(Pbf)-Gly-

(B-Lact)-Gly-Asp(O'Bu)]

En la Tabla 2.6 aparecen los desplazamientos quimicos, los coeficientes

térmicos y los angulos diedros correspondientes a los protones mas significativos del

ciclopéptido 9

2.
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Tabla 2.6: Desplazamientos quimicos, constantes de acoplamiento NH-Ho y

coeficientes térmicos de los protones més significativos del ciclopéptido 92 en DMSOds

3INHHa  AS/AT/HN

He HP HY  HP° He HN
[HZ] [PPb/K]
Asp 450 | 2721242 8.30 6.28 -3.46
B-Lact 3.40 3.23/3.157| 7.28-7.11* | 8.34 -5.47
Glyl | 3.76/3.30 6.35
Arg 4.19 198 | 164 | 302 |6.95/6.46 | 8.16 3.19 -4.68
Gly2 3.95/3.18 8.60 -7.62

* Desplazamiento quimico del anillo aromético.

Los valores obtenidos en las derivas térmicas indican que no existen puentes de
hidrégeno estables salvo para el proton amidico NH(Asp), que forma uno no

excesivamente fuerte en DMSQOds.

Para poder detectar al aceptor de dicho puente se calcularon las distancias
interprotonicas mediante la integracion de las sefiales del espectro ROESY con un
tiempo de mezcla de 400 ms (Tabla 2.7) y se sometieron a una Dindmica Molecular
restringida utilizando el programa XPLOR-NIH 2.9.2. Todos los pardmetros fueron

ajustados del mismo modo que en el caso del pseudopéptido lineal 81.

Tabla 2.7: Distancias interprotonicas (pm) del ciclopéptido
92 a partir de datos ROESY (400ms) en DMSOds

Protones D mener p mayer
ArgHY  ArgH*“ 315 255
ArgHY  ArgH? 289 229
ArgHY  GlyH* 290 260
Gly2 HY  Gly2 H *R 313 253
Gly2 HY  Gly2 H “S 286 226
Gly2HY  ArgH*“ 240 180
AspHY  AspH*“ 300 240
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AspHY  AspH? 304 234
AspHY  GIlyH® 286 226
B-Lact HN  B-Lact HPP™R | 351 271
B-Lact HY AspHP 250 330

De las 58 estructuras que cumplian las restricciones de distancias interprotonicas
se pudieron crear dos clusters diferentes. EI primero de ellos con una poblacion de 12

estructuras, y el segundo con una poblacion mayoritaria de 46 estructuras (Figura 2. 65).

1(12) 2 (46)

Figura 2. 65: Representacion de dos configuraciones de los dos grupos conformacionales
“clusters” que presenta el ciclopéptido B-lactdmico 92.

A diferencia del pseudopeptido lineal 81 en el que se selecciond el angulo
pseudodiedro & para diferenciar entre si los diferentes clusters, en el caso del
ciclopéptido 92 se estudiaron las distancias C=0---H-N de los diferentes puentes de
hidrégeno posibles dentro del ciclo. Cncretamente tal y como se recoge en la Tabla 2.8,

seleccionamos los 3 giros y(y1, y2, v3) Y el giro .



Resultados y Discusién

215

Tabla 2.8: Parametros estructurales promedio de las distancias O---H en

puentes de hidrogeno del compuesto 92 calculados a partir de las 65

estructuras de Dindmica Molecular restringida que cumplen todas las

restricciones de distancias y angulos

Cluster (n)?

HN(B-Lac)> (A) y 1

<(Gly2)C=0--

<(Arg)C=0---

HN(Asp)> (A) y 2

<(Gly1)C=0---
HN(Gly2)> (A)y 3

<(Asp)C=0::-HN(Arg)>

A B2

1(12)

1.6

4.8

3.0

6.4

2(46)

3.8

3.7

3.5

5.6

®NUmero de estructuras que cumplen las restricciones de NOESY de las 100 estructuras generadas.

Como conclusion del

estudio de Dinamica Molecular restringida

del

ciclopéptido 92 en DMSOds, puede afirmarse que no se forma ninguno de los puentes

de hidrogeno posibles en ambos clusters, excepto un giro y inverso entre el NH(Asp) y

el CO(Gly2) en el cluster 1. Dicho giro se sitda en la cara posterior del ciclopéptido

distorsionando ostensiblemente al mismo y concuerda plenamente con los valores

medidos para los coeficientes térmicos de los protones amidicos. Por dltimo, Ilama

poderosamente la atencion la ausencia de giros-p entre NH(Arg) y CO(Asp).

De la comparacion de las estructuras secundarias del pseudopéptido lineal 81 y

del ciclopéptido 92 se concluyo que las a-amino-p-lactamas poseen un comportamiento

restrictor claramente diferente cuando se encuentran en péptidos lineales, en los que son

betadgenos, o en ciclopéptidos, en los que se comportan como gammagenos.
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2.2.2.3 Estudio conformacional del compuesto 43

Como se ha indicado anteriormente, a diferencia de los precursores 81 y 92, en
el caso del ciclopéptido RGD [-lactamico 43 nos interesamos en la conformacion que
esta molécula pudiese adoptar en un medio biolégicamente significativo. Por ello, su
estudio conformacional mediante RMN se llevé a cabo en D,O/H,O (10:90) a
temperatura ambiente (300°K). Este hecho implico que todos pulsos empleados tuvieron

que ser combinados con secuencias de eliminacion de sefial de agua (WATERGATE).

Como en los casos anteriores, primero se realizo la asignacion de las sefiales en
el espectro *H-RMN, mediante experimento bidimensionales COSY y TOCSY (Anexo
8).

En el espectro de *H-RMN se aprecié un conjunto de sefiales de baja intensidad

que que no pudo ser asignado de forma inequivoca a otra conformacion.
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Figura 2.66: Asignacion de las sefiales de *H-RMN en D,0/H,0 (10:90) del compuesto 43.

Una vez asignados las los protones, se realiz6 la deriva térmica y se calcularon

los coeficientes de temperatura (ver Figura 2.67 y Tabla 2.9).
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Figura 2.67: Deriva térmica y coeficientes de temperatura de los protones NH amidicos del

compuesto 43 en D,0/H,0 (10:90).

En este caso, al contrario que los dos anteriores, se aprecio la formacion clara de

dos puentes de hidrégeno intramoleculares en los que participan como dadores los
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protones amidicos NH(B-Lact) y NH(Asp) que presentan coeficientes de temperatura

inferiores a 5 ppb/K, considerado como umbral en agua.®’

Tabla 2.9: Desplazamientos quimicos, constantes de acoplamiento NH-Ha y coeficientes

térmicos de los protones significativos del ciclopéptido RGD 43 en H,0/D,0.

Rest H HB# HY H® H°® HM 3JNHHa  AS/AT/HY
0
[Hz] [Ppb/K]
Asp 455 2.85/2.67 7.8 5.4 -2.82
5
B-Lact 3.83/3.63 | 3.47/3.10" 7.34- 7.7 0.97
7.03" 3

Gly1l 3.92/3.77

Arg 3.94 1.62/1.54 1.72 3.1 7.15 8.8 -5.79
2 3

Gly 4.23/3.50 8.6 -7.78
2

Para establecer los carbonilos aceptores de puentes de hidrogeno, se procedié del
mismo modo que en los casos anteriores, determinando las distancias interprotdnicas
mediante la integracion de las sefiales de NOE del espectro de ROESY realizado con un
tiempo de mezcla de 200 ms (Tabla 2.10) y modelizando después mediante dinamica

molecular restringida (simulated anneling) los grupos conformacionales o clusters.

Tabla 2.10: Distancias interproténicas (pm) del
ciclopéptido 43 a partir de datos ROESY en H,O/D,0

Protones D Mayor py menor
Arg H" B-Lact HPR | 260 320
Arg H" Glyl H” 276 306
Arg H" Arg HP 258 318

%7 a) T. Cierpicki, J. Otlewski, J. Biomolec. NMR, 2001, 21, 249-261.
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Gly2 1N Arg H* 223 283
Gly2 HM Arg HP 323 383
Asp H" Gly2 H* 203 266
Arg H" Arg HP 258 | 318
B-Lact HP™S | B-Lact HE®" 279 349

Como resultado del estudio de Dindmica Molecular/RMN se generaron 100
estructuras del ciclopéptido RGD 43 que fueron calentadas con movimiento libre a
500K durante 20ps y sometidas a saltos de enfriamiento de 50K hasta 300K aplicando
las restricciones de distancia de la Tabla 2.10. De todas las estructuras resultantes se
seleccionaron las 87 que no violaban ninguna restriccion y fueron agrupadas aplicando
los valores de las distancias CO...HN de los cuatro giros posibles (y1, y2, y3 Y B),

resultando dos clusters cuyos pardmetros promedio se recogen en la Tabla 2.11

7\ o)
QV"W

Tabla 2.11: Distancias promedio (O---H) de los puentes de hidrégeno del
compuesto 43 calculadas a partir de 87 estructuras de Dinamica Molecular restringida
mediante RMN

Cluster (n)? <(Gly2)C=0-:-- <(Arg)C=0--- <(Gly1)C=0-:-- <(Asp)C=0---
HN(B-lac)> (A) y»  HN(Asp)> (A) 1, HN(Gly2)>(A) 13 HN(Arg)> (A)
1(22) 1.8 4.5 4.0 51

2 (65) 33 4.6 37 5.1

# NUmero de estructuras que no violan ninguna restriccion de distancia interproténica (NOESY) o angulo
diedro experimental (RMN).

En la Figura 2. 68 se muestran sendas conformaciones representativas de cada

uno de los clusters anteriormente mencionados. En el primero de ellos, poblado por 22
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estructuras, unicamente se forma un giro y inverso entre NH(B-Lact) y C=0(Gly2) que
presenta una distancia (O...H) de puente de hidrogeno de 1.8A. Este valor tan corto se
halla en buena concordancia con el bajisimo coeficiente de temperatura (-0.9 ppb/K)
observado para el proton NH(B-Lact). El segundo cluster, poblado por 65 estructuras,
se diferencia del primero en la orientacion opuesta del enlace peptidico (B-Lact)NH-
CO(Asp) dentro del ciclo. En efecto, la disposicion de NH(B-Lact) en la cara anterior
del ciclopéptido rompe ahora en giro y; y hace que las conformaciones del cluster 2 no
presenten ningun giro y estable. Ademas, al igual que se observo anteriormente para el
ciclopéptido protegido 92 en DMSO (pag 216) se verifico nuevamente la inexistencia de
un giro B entre NH(Arg) y CO(Asp), confirmandose la generalidad del caracter

gammageno Y no betageno del anillo B-lactamico en los ciclopéptidos RGD.

Figura 2. 68 Conformaciones representativas de dos “clusters” del ciclopéptido B-lactdmico 43

en disolucion acuosa determinados mediante Dinamica Molecular restringida mediante RMN.

A pesar de ofrecer una aceptable concordancia con los valores experimentales de
RMN, los clusters obtenidos no explicaban suficientemente la fortaleza de un segundo
puente de hidrogeno entre NH(Asp) y CO(Gly2) incluido en el giro y,, al que
correspondia un coeficiente de temperatura de —2.8 ppb/K. Nosotros pensamos que el
hecho de que la Dinamica Molecular restringida se efectuase en ausencia de disolvente
podria tener alguna influencia sobre los resultados obtenidos, por lo que decidimos
realizar una Dinamica Molecular no restringida a 300K en condiciones adiabaticas,

incluyendo una caja cubica de 30A de lado llena de moléculas de agua. Los célculos se
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Ilevaron a cabo a partir de la estructura minimizada del cluster 1 efectuando registros
cada 100 fs durante un tiempo de 4ns. En la Figura 2. 69 se muestran las trayectorias de
las distancias O---H de los puentes de hidrégeno involucrados en los cuatro posibles
giros (y1, v2, ys Y B) internos del ciclopéptido 43. Como puede apreciarse, el ciclopéptido
presenta una gran rigidez en agua a temperatura ambiente, sin que se llegue a observar
el cambio de orientacion del enlace peptidico (B-Lact)NH-CO(Asp) representado en el
cluster 2. Asimismo, los valores promedio de las distancias en los giros (ver Tabla 2.
12) presentan una mejor concordancia con los coeficientes de temperatura
experimentales, confirmando la existencia de dos giros y estabilizados. Uno muy fuerte

(y1) entre NH(B-Lact)/CO(Gly2) y otro mas débil (y,) entre NH(Asp)/CO(Arg).

(B-Lact)NH...0=C(Gly2) (Asp)NH...O=C(Arg)
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Figura 2. 69: Trayectorias (4 pns) de las distancias O---H de los puentes de hidrogeno (ys,
v2, v3 Y B) del ciclopéptido B-lactdmico 43 en disolucion acuosa calculadas mediante

Dindmica Molecular no restringida.
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Tabla 2. 12: Distancias promedio (O---H) de los puentes de hidrogeno del
compuesto 43 estimadas a partir de calculos Dindmica Molecular no

restringida en agua a 300K.

<Gly2CO...HNBLact> <ArgCO...HNAsp> <Gly1CO...HNGIly2> <AspCO...HNArg>

11 (A) Y2 (A) s (B) B (A)

2.13 3.02 3.31 4.88

Una vez finalizados los estudios estructurales del nuevo ciclopéptido RGD f3-
lactamico 43 en disolucion y confirmada la existencia de un sistema de puentes de
hidrogeno diferente de los descritos hasta la fecha para otros ciclopéptidos RGD, nos
interesamos por la verificacion del principio de “separacion de elementos de restriccion
conformacional y de reconocimiento” formulado como hipoétesis principal de nuestro
trabajo (ver Figura 2.15, pag 154). Para ello, procedimos a evaluar su actividad
bioldgica frente a células sobreexpresadas en integrina o3 como se describe en el

siguiente apartado de este capitulo.

2.2.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIANGIOGENICA

Tanto el disefio como la ejecucion de los ensayos de actividad bioldgica corrieron
a cargo del Dr. Joseé Luis Castrillo y fueron realizados en el Centro de Biologia
Molecular "Severo Ochoa" de Madrid, siendo financiados por la empresa Litaphar S.A.
Se realizaron dos tipos de estudios “in vitro” consistentes en la inhibicién de la adhesion

y el crecimiento celular,®® ambos con células endoteliales humanas HUVEC.

% M. Kauraguchi, R. Hosotani, S. Ohishi, N. Fujii, S.S. Tulachan, M. Koizumi, E. Toyoda, T.
Masui, S. Nakajima, S. Tsuji, J. Ida, K. Fujimoto, M. Wada, R. Doi, M. Imamura, Biochem.
Biophys. Res. Commun, 2001, 288, 711-717.
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2.2.3.1 Ensayo de Inhibicion de la Adhesion Celular

Los ensayos consistieron en cultivar células endoteliales humanas HUVEC
(células con integrinas o3 sobre-expresadas) en condiciones atmosféricas, de pH y
temperatura adecuadas en placas de superficie funcionalizada con vitronectina. Al
cultivar las células éstas interaccionan con la vitronectina quedando adheridas a la
superficie hasta obtener una capa homogénea. Seguidamente, se aplicd tripsina (una
enzima proteolitica) para romper la interaccion de los receptores celulares con la
vitronectina, permitiendo la liberacion de la capa celular. Las celulas fueron colocadas
entonces en una placa de cultivo que contenia el ciclopéptido B-lactamico 43 y se
volvieron a cultivar en condiciones idénticas durante 20 min. Las células asi tratadas se
colocaron en una placa idéntica a la inicial de tal forma que solo las células cuyos
receptores no habian sido bloqueados por el ciclopéptido B-lactamico 43 podian

adherirse a la placa funcionalizada con vitronectina.

La capa celular fue cultivada en idénticas condiciones durante 1h y pasado ese
tiempo las placas fueron lavadas con una disolucion salina. La comparacion del niamero
de células adheridas inicialmente frente a las adheridas tras ser tratadas con el
cicopéptido B-lactdmico 43 da el valor de inhibicion celular. Esto se realizo a distintas
concentraciones. A concentraciones muy bajas, la adhesién a la placa seria del 100%
por no haber suficiente producto para bloquear las integrinas. Y por el contrario a
concentraciones muy altas la inhibicion seria practicamente completa. La concentracién
mas interesante es a la que se produce el cambio. La comparacién del nimero de células
adheridas inicialmente frente a las adheridas tras ser tratadas con el cicopéptido -
lactamico 43 da el valor de inhibicion celular. Esto se realizd6 a distintas
concentraciones. A concentraciones muy bajas, la adhesién a la placa seria del 100%
por no haber suficiente producto para bloquear las integrinas. Y por el contrario a
concentraciones muy altas la inhibicion seria practicamente completa. De este modo, se
pudo establecer una concentracién inhibitoria minima de 10°M para conseguir una
adhesién del 50% de las células. A concentraciones superiores (10°M) la tasa de

adhesion media fue de tan sélo del 17%.
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Ensayo de Inhibicion Celular
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Figura 2. 70: Gréfica de inhibicion de adhesién de células HUVEC sobreexpresadas
en integrina aw/P3 con el ciclopéptido 43. En ordenadas se representa el porcentaje de
celulas adheridas a una superficie de vitronectina en presencia del inhibidor RGD (-

lactdmico. Los ensayos se efectuaron por triplicado.

2.2.3.2 Ensayo de inhibicion del Crecimiento Celular

Los ensayos de inhibicion del crecimiento celular intentan determinar si el
crecimiento celular es afectado por el bloqueo de los receptores celulares. Cuando se
produce la interaccion de un inhibidor con una integrina en la pared celular, la
conformacion de ésta cambia. Mediante el estudio de inhibicion del crecimiento celular
se puede detectar si este cambio de conformacién afecta en la replicacién celular,

constituyendo un ensayo modelo de crecimiento de células tumorales.

Los ensayos de inhibicion del crecimiento celular se realizaron con células
endoteliales HUVEC. El experimento se realizé cultivando células durante 1h en
condiciones atmosféricas, de pH, temperatura adecuadas sobre dos placas de cultivo.
Pasado ese tiempo se aplico el ciclopéptido B-lactamico 43 a una de las placas y se
prosiguio el cultivo. Contando el nimero de células pasadas 48, 72 y 96h comparandolo
con el control se pudo determinar la diferencia del crecimiento en cada caso. Los
experimentos se realizaron por quintuplicado a diferentes concentraciones y los

resultados se recogen en los gréaficos de la .
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Ensayo de inhibicién de adhesién Celular (2 dias)
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Figura 2. 71: Gréfica de inhibicion de crecimiento de células HUVEC sobreexpresadas en integrina ouf33
con el ciclopéptido 43 durante 4 dias. En ordenadas se representa el porcentaje de células adheridas a una
superficie de vitronectina en presencia del inhibidor RGD B-lactamico. Los ensayos se efectuaron por
quintuplicado.
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Se observa que la inhibicion se mantuvo a lo largo de los cuatro dias. La
inhibicion fue total a una concentracién de 10°M vy luego comenzd a decaer a una
concentracién de 10°M, indicando que el ciclopéptido B-lactémico 43 ademas de

afectar en la adhesion celular impide el correcto crecimiento de las células.
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2.3: PARTE EXPERIMENTAL DEL CAPITULO 2

2.3.1 PRIMERA DESCONEXION

2.3.1.1 Sintesis de clorhidrato de (S)-3-amino-3-bencil-1-
[(metoxicarbonil)metil]-azetidin-2-ona 54

_Ph

.
=)

O

+
CIH3N

COZME

54

2.3.1.1.1 Sintesis de N-metiliden-bis(trimetilsililmetililamina) 49

M62
Me38i SI\/SIMG3
H*\ﬁNi _ HYH
Me ; A MegSi SiMes SiMes \
N=c-N b CISiMes HO  HN—( HCHO N__SiMe;
Me  HMPA CISiMe SiMe \
MesSi.  SiMeg ~ o3 s SiMes
H-—N
Me3Si SiMe3 59 49
93

C,C-Bis(trimetilsilil)metilamina 59 (Ref. 77, pag. 170)

SiMe
HzN% °  En un matraz flameado en atmosfera de N2 y provisto de
ig\"% embudo de adicién, se introdujo THF seco (200 mL) e hilo

de litio cortado en pedazos pequefios (7 g, 1 mol). La mezcla
se enfrio a 0° C (bafio de agua/hielo/sal) y se afiadié CISiMez (300 mL, 2.37 mol) y
N,N-dimetilcianamida (8.1 mL, 100 mmol). En un embudo de adicion se introdujo una
mezcla de HMPA (140 mL, 0.80 mol) y THF (50 mL), se gote0 lentamente durante 2 h
sin que la temperatura de la reaccion superara los de 5° C. Una vez terminada la adicién
se permitié que la mezcla de reaccion alcanzase lentamente la temperatura ambiente y

se mantuvo en agitacion durante toda la noche.
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La mezcla present6 una coloracion verde-azulada, observandose la desaparicion
del litio. Se evaporan los disolventes y se obtuvo un solido blanco (complejo de Li-
HMPA) que se extrajo con hexano (4 X 100 mL). La disolucion de hexano obtenida se
lavé con H,O (100 mL), se decant6 la fase organica y se secO sobre MgSO,. El
disolvente se evapord y se obtuvo un aceite amarillo-naranja (aprox. 30g), compuesto
93.

Dicho aceite se disuelvié en MeOH (15 mL), la disolucion se enfrié a 0°C y se
gotedé CISiMe; (18 mL, 142 mmol). Terminada la adicion se retird0 el bafio de
refrigeracion y se agité la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 1 h. Se
elimind el disolvente en el rotavapor quedando un solido anaranjado que se disgrego en
H,O (30 mL) y se extrajo con éter etilico (15 mL). La fase acuosa se basificé con NaOH
40% hasta un pH fuertemente béasico. La amina se extrajo de la disolucion con éter
etilico (3 X 25 mL). Las fases orgénicas se secaron sobre MgSO, y se evapord el
disolvente con mucho cuidado ya que el producto es volétil. EI producto se purifico

mediante destilacion con trompa de agua (10.52g, 60 %).

N-Metiliden-bis(trimetilsililmetilamina) 49 (Ref. 72d, pag. 166)

H H Se agit6 a 0°C durante 2h una disolucion de
\,\T si bis(trimetilsilil)metilamina (8.77g, 50 mmol) y formaldehido
~ |Me3
giMe acuoso al 30% (5 mL, 55 mmol) exento de metanol
3
49 estabilizante. Pasado ese tiempo, el producto se extrajo con

CH,Cl, (3 X 25 mL). La fase organica se seco sobre MgSO,
y el disolvente se evapor6 a presion reducida. EIl producto obtenido (9.07g, 97%) su

utilizo en la siguiente reaccion sin mayor purificacion.
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2.3.1.1.2 Sintesis del acido [(4R)-4-fenil-2-oxo0-oxazolidin-3-il]acético 58

0 o
0 .
% LiBH, ©\A (Me0),C=0 OXNH BrCHzconeo)kNWOH
=" OH  CisiMe, : OH \/ /0
NH, NFz Ph Ph
56 57 58

(R)-2-Amino-2-fenilpropanol 56 (ref. 79c, pag. 177)

Sobre una suspensién de LiBH,4 (17.4 g, 800 mmol) en

A
| = oH THF seco (400 mL) enfriada a 0° C se adiciono
f\sz CISiMe; (200 mL, 1.6 mol) bajo atmosfera de
56 nitrogeno. Se observo la formacion de un precipitado

de LiCl. A continuacion, sobre la mezcla se adiciono
la (R)-fenilglicina (60.72 g, 400 mmol) en porciones. Terminada la adicion, se retiro
el bafio de hielo y la mezcla se agité durante 24h a temperatura ambiente. Tras ese
tiempo, la reaccion fue enfriada de nuevo a 0° C y se adicion6 lentamente metanol
(600 mL). El disolvente se elimin6 a presion reducida y el residuo se tratd con una
solucion de KOH al 20% y fue extraido con CH,Cl, (3 X 200 mL). Las fases
organicas combinadas se secaron sobre MgSO,. La evaporacion del disolvente
condujo al aminoalcohol deseado (49.4 g, 97% rendimiento) el cual fue utilizado en

la reaccion posterior sin previa purificacion.
(R)-4-Feniloxazolidin-2-ona® 57

o Se calent6 a reflujo una mezcla de (R)-2-amino-2-fenilpropanol
OANH (53.36 g, 389 mmol), carbonato de dimetilo (70 mL, 821 mmol),
/

carbonato potasico (8.15g, 59 mmol) e hidroxido potésico (0.27
Ph

57 mg, 4.81 mmol) durante 30 min. Pasado ese tiempo, se cambio el

% D. A Evans, E. B. Sjégren, Tetrahedron Lett. ,1985, 32, 3783-3786.
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condensador por un sistema de destilacion y se destilaron aproximadamente 60 mL de
MeOH. Se dejé que la reaccion alcanzara temperatura ambiente y se afiadié EtOAc (70
mL). Se filtrd la disolucion sobre celita, y se lavo sucesivamente la fase organica con
una disolucién saturada de NaHCO3; (2 X 40 mL) y con una disolucién saturada de
NaCl (2 X 40 mL).

El crudo se cristaliz6 en una mezcla de CH,Cl,/Hex. (52 g, 82 %).

Acido [(4R)-4-fenil-2-oxo-oxazolidin-3-ilJacético 58

o En un matraz flameado y bajo atmosfera de nitrégeno se

OXNWOH introdujeron el NaH (2.4g, 100 mmol) y el THF (75 mL).

u o La mezcla se enfrio a 0°C y con buena agitacion se gote6
Ph

58 sobre ella una disolucién de (R)-4-fenilxazolidin-2-ona

(16.32 g, 100 mmol) en THF seco (75 mL). Durante la
adicion se se observo el desprendimiento de H,). Sobre la suspension lechosa resultante
se adicion6 bromoacetato de metilo (9.47 mL, 100 mmol) y la reaccién se agito durante
2 h a 0°C. Una vez comprobado que la reaccion ya habia finalizado (mediante analisis
de una alicuota por RMN), se adicion6 una disolucion de NaOH (20g, 0.5 mol) en H,O
(200 mL), se diluyé con méas THF (250 mL) y se agitd a temperatura ambiente durante 2
h. Pasado ese tiempo se acidificé a pH menor de 3 con una disolucién de HCI 6N vy el
producto se extrajo con CH,Cl, (3 X 70 mL). Se secd la fase organica sobre MgSO, y
se evaporo el disolvente a presion reducida. El producto se utilizd en la siguiente

reaccion sin ser purificado (20.5 g, 93%).
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2.3.1.1.3 Sintesis del clorhidrato de(3S)-3-amino-3-bencil-1-

[(metiloxicarbonil)metil]-azetidin-2-ona 54

0 0
O o~ o __Ph
NWOH s||v|e3 QN LDA,BnBr QNp

Ph N_ _SiMe; Ph

N
Ph s||v|e3 O T 0 e

SiMes SiMe,
58 49 47 46

Ph
—Ph + -
J@ BocNH BocNH : CIH3N s

SiM63

LinH, BOONH,: ﬁ N ke )n
Boc,0 J;N SiMe, \/SIMe3 nBuLi o)V NW g NW
° EMeg S'Me T“QESA CO;Me CO,Me
60 45 52 54

(3S)-3-Bencil-1-[bis(trimetilsilil)metil]-3-[(4R)-4-fenil-2-oxo0-oxazolidin-3-
il]azetidin-2-ona 47

o) Sobre una disolucion de acido [(4R)-4-fenil-2-oxo-
0

%N oxazolidin-3-ilJacético 58 (10.7g, 48 mmol; secado
S _ mediante destilacion azeotrépica con tolueno) en

Ph S|M63
o ?M CH,Cl, anhidro ( 120 mL), se adicionaron tres gotas

lvie

47 : de DMF (seca) y cloruro de oxalilo (6.37 mL, 73

mmol). La mezcla se agitd a temperatura ambiente en
un matraz provisto de desecador (ya que la reaccion desprende CO y CO) durante 90
min. Después de eliminar los disolventes a presion reducida, el aceite amarillo

resultante se disolvio en CHCI3 (45 mL).

En un matraz de tres bocas, flameado, provisto de termdmetro, embudo de

adicion, y condensador'®, se adicioné bajo atmésfera de nitrégeno una disolucién de N-

1% El embudo de adicién debe ser colocado por encima del condensador tipo Liebig.
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metiliden-bis(trimetilsilil)metil imina 49 (5.88 g, 31.4 mmol) en CHCI5' (90 mL) y
tamiz molecular activado (8 g). La mezcla se enfrié a 0°C, y se adicion6 EtsN (17.5 mL,
125.6 mmol). Posteriormente se gote6 lentamente la disolucion del cloruro de acido
(11.48 g, 48 mmol) en CHCI; (45 mL) mediante embudo de adicion compensada (a
través del condensador) durante 15 min. Por Gltimo, se cambié el embudo de adicion
por un desecador de gel de silice,% se retir6 el bafio se hielo y la reaccién se agit6 a
reflujo durante 16 h. Una vez terminada la reaccion, la mezcla se filtro sobre celita y la
fase acuosa fue lavada sucesivamente con H,O (50 mL), HCI (1M) (3 X 30 mL) y una
disolucion saturada de NaHCO3; (30 mL). El crudo obtenido después de secar la fase
orgénica sobre MgSO, y evaporar el disolvente a presion reducida se purificd mediante

columna cromatogréafica de gel de silice (eluyente: EtOAc/Hex 1:2) (7.36 g, 60%).

(3S)-3-Bencil-1-[bis(trimetilsilil)metil]-3-[ (4R)-4-fenil-2-oxo0-oxazolidin-3-il]-

azetidin-2-ona 46

o) Sobre un matraz de tres bocas seco, provisto de
0 : ) . L
& —Ph termdmetro y bajo atmdésfera de nitrogeno, se adiciond
YN i
: _ THF seco (30 mL) y uno o dos cristales de
Ph N_ _SiMeg
o 2/ fenantrolina. El matraz se enfrio a -78°C (mediante un
iM63
46 bafio de acetona/CO,) y se afiadieron unas gotas de

nBuLi hasta que la disolucion tomd un color
anaranjado tenue. Entonces se afiadi6 DIPA seca (3.15 mL, 22.5 mmol) y se gote0
nBuLi (2.5M en hexano) (9 mL, 22.5 mmol). La disolucién se agité durante 30 min. a la
misma temperatura. Sobre esta mezcla se goted una disolucion de (3S)-3-bencil-1-
[bis(trimetilsilil)metil]-3-[(4R)-4-fenil-2-ox0-oxazolidin-3-il]azetidin-2-ona 47 (5.86 g,
15 mmol) en THF (seco) (30 mL) durante unos 5min, manteniendo la temperatura de la

101 Bl cloroformo utilizado se obtuvo del cloroformo comercial estabilizado con etanol por
destilacion sobre pentdxido de fosforo. EI embudo de adicion debe ser colocado por encima del

condensador tipo Liebig.

192 Una vez que la reaccion alcanzé la ebullicién el desecador se cambié por un septum y un

globo de nitrogéno.
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reccién por debajo de -70°C. La mezcla se agit6 otros 30 min. a la misma temperatura y
se afiadié bromuro de bencilo (8.97 mL, 75 mmol) recién destilado. La reaccion se agito
durante 20h dejando que alcanzara lentamente temperatura ambiente y, pasado ese
tiempo, se adiciond una disolucién saturada de NH,4Cl (30 mL) y CH,CI, (60 mL). Se
separd la fase organica, se lavo sucesivamente con HCI 1M (30 mL) y con una
disolucion saturada de NaHCOs3; (30 mL), se secd sobre MgSO, y se evapord el
disolvente a presion reducida. El crudo se purificé mediante columna de gel de silice
(EtOAc/Hexano 1:5). (4.93 g, 69 %).

(3S)-3-Bencil-1-[bis(trimetilsilil)metil]-3-terc-butoxicarbonilaminoazetidin-
2-ona 45

BocHN 5/ph A un matraz de tres bocas flameado, provisto de
\:j entrada de nitrogeno y dedo frio, se adiciond litio
O/%NYSN% (150 mg, 21.5 mmol). EI matraz se enfrié a -78°C y en
SiMes él se condensé amoniaco gaseoso (aprox. 60 mL). La

45 mezcla se agito a dicha temperatura durante 5 min. y

sobre ella se adicion6 con una canula una disolucion
de (3S)-3-bencil-1-[bis(trimetilsilil)metil]-3-[(4R)-4-fenil-2-oxo-oxazolidin-3-
il]azetidin-2-ona 46 (1.72 g, 3.58 mmol) en una mezcla de THF/'BUOH (20:2 mL). La
adicion dur6 15 min. y una vez terminada se agité -78 °C durante 5 min. mas, tras los
cuales la reaccion se tratd con una disolucion de acetato amonico en agua (1.66g en 5
mL). Se dejo que la mezcla alcanzara lentamente la temperatura ambiente evaporandose
el amoniaco y ajustando el pH a 7. A continuacion, se adiciond el carbonato de di-terc-
butilo (1.17g, 5.37 mmol) y agitando la mezcla a temperatura ambiente durante 16 h.
Pasado ese tiempo se diluy6 en H,O (20 mL) y se extrajo con éter etilico (30 mL X 3).
El crudo se purifico en una columna de gel de silice con Hexano/EtOAc (9:1) como
disolvente y se obtuvo una mezcla de 45 y 60 (1.05 g, 67%). La mezcla se disolvié en
tolueno (10 mL) y se afiadi6 DDQ (2,3-dicloro-5,6-dicianobezoquinona) (274 mg, 1.21
mmol) y se agit6 a reflujo durante 3h hasta que todo el compuesto 60 se aromatizd por
completo. El crudo se purificO mediante cromatgrafia en columna de gel de silice
(Hex/EtOAC) (9:1) Rendimiento: 75%, rendimiento global: 50%. *H-RMN (8, ppm,
CDCl3): 7.28-7.20 (m, 5H, arom), 5.34 (s, 2H, OBn), 3.55 (d, 1H, J=5.0 Hz) N-CH,-C,
3.42 (d, 1H, J=5.4 Hz) ) N-CH,-C, 3.21 (d, 1H, J= 13.7 Hz) CH,-Ph, 3.17 (d, 1H, J=
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14.2 Hz) CH,-Ph, 2.61 (s, 1H) CH-Si, 1.44 (s, 9H) Boc, 0.06 (s, 9H)SiMes, 0.05 (s, 9H)
SiMe;g.

(3S)-3-Bencil-3-terc-butoxicarbonilamino-1-[(metoxicarbonil)metil]-

azetidin-2-ona 52

BocNH _Ph Sobre una disolucion de (3S)3-bencil-
oc 3
;j 1[bis(trimetilsilil)metil]-3-terc-butoxicarbonilamin-
N
O T:o v  azetidin-2-ona 45 (1.86 mmol, 0.807 mg) en THF (10
2
- mL) y bajo atmdsfera de nitrdgeno se adiciond una

disolucion de n-BuLi (2,5M en hexano, 1.86 mL, 4.64
mmol) y TMEDA (0.7 mL, 4.64 mmol) en THF (10 mL). La reaccién se agit6 a -100°C
(MeOH/Nj3 lig.) durante 30 min. Pasado ese tiempo es borbote6 CO, desde un globo a
través de un tubo de tamiz molecular. La reaccion perdié el color rapidamente. Se agit6
a -100°C durante 10 min., y posteriormente se dejo que alcanzara la temperatura de 0-5
°C mediante la colocacion de un bafio de hielo/H,O. Transcurridos 10 min. la reaccion
se tratd con una disolucidon saturada de NH4CI (5mL). Se separaron las dos fases, la fase
acuosa se acidificé con una disolucion de HCI 0.1M, y se extrajo con CH,Cl, (15 mL X
3). La fase organica se extrajo a su vez con una disolucion de NaOH (0.1M) (3 X 10
mL) y se volvié a acidificar con una disolucion de HCI (1M). El producto de partida,
45, que habia quedado sin reaccionar se pudo recuperar tras secar la fase organica con
MgSO, y evaporar el disolvente a presion reducida (177 mg, 30%).

El acido final se extrajo de la fase acuosa con CH,Cl, (3 X 15 mL) (0.434 mg)
aunque contaminado con &cido caprdico. Para eliminarlo, el extracto crudo se esterifico
disolviéndolo en CH,Cl, (9 mL) y afiadiendo DBU (0.583 mL, 3.9 mmol) y yoduro de
metilo (0.203 mL, 3.25 mmol). La reaccion se agitd a temperatura ambiente durante
16h, tras las cuales la mezcla se diluyé con CH,Cl, (10 mL) y se lavd sucesivamente
con una disolucién de HCI (0.1 M) (2 X 10 mL) y una disolucién saturada en NaCl (2 X
10 mL). El pentoato de metilo se evapord conjuntamente con el disolvente obteniendo
asi el producto 52 puro (0.291 g, 64%).
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'H-RMN (200MHz, CDCly) 7.35-7.21 (m, 5H, Ph), 4.92 (sa, NH), 4.14 (1H, d,
J=18.1 Hz), 3.76 (1H, d, J= 18.1Hz), 3.72 (1H, m), 3.68 (s, 3H, OMe), 3.61 (1H, d,
J=5.2 Hz), 3.28 (1H, d, J= 14.1 Hz), 3.15 (1H, d, J=14. 1Hz), 1.40 (9H, s, Boc).

Clorhidrato de (3S)-3-amino-3-bencil-1-[(metoxicarbonil)metil]-azetidin-2-
ona 54 (ref. 78, pag. 174)

-, _Pnh Se disolvio la (3S)B-bencil-3-terc-butoxicarbonilamino-
CIH3N =

s Vj 1-[(metoxicarbonil)-metil]-azetidin-2-ona 52 (53 mg,

O%NT 0.15 mml) en una disolucién de HCI 4N en dioxano seco

CO,Me (1.5 mL). La reaccion se agitdé a temperatura ambiente

54 durante toda la noche bajo atmdsfera de nitrégeno. Tras

evaporar el disolvente a presion reducida utilizando

CH.Cl, para arrastrar todo resto de dioxano, se obtuvo el producto (43 mg, 100%). *H-

RMN (8 MeOD) 7.31-7.24 (m, 5H, Arom.), 3.85 (2H), 3.67 (d, 1H, J= 12.72 Hz), 3.65
(s, 3H), 3.61 (d, 1H, J= 9.29 Hz, 3.18, d, 1H, J=13.21Hz), 3.07 (d, 1H, J= 13.21 Hz).
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Bis(trimetilsilil)metil amina N° Referencia
59
P. M. (g/mol)
SiMez 175,42
H,N P.E. (°C)
SiM83
70°/25mmHg
[@]3 (c= 1.0,Cl2CHp)
Formula Microanélisis
Empirica
) Teorico (%) Experimental
C7H21NS|2
C H N C H N
IR(cm™ KBr) 3339, 3260 (NH2)
MS m/z 160 (9.3); 102 (60); 73 (100)
'H-NMR (8, ppm) CDCl, 13C-NMR (8, ppm) CDCl,

1.82 (s, 1H, CH)
1.10 (s, 2H, NHo)

0.02 (s, 18H, SiMes)
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N-Metiliden-bis(trimetilsilil)metilamina

N_ _SiMeg

SiMe3

N° Referencia
49

P. M. (g/mol)

187.43

P.E. (°C)

110°C/ 15 mmHg

[« (c= 1.0,Cl,CHy)

Formula Microanélisis
Empirica
) Teorico (%) Experimental
CgHz]_NSIz
C H C H N
IR(cm™,KBr) 1618 (C=N) cm™1
MS m/z 187(0.9), 186(5), 172(100), 114(99), 86(46), 73(98)

'H-NMR (8, ppm) CDCly

3C-NMR (5, ppm) CDCl,

7.20 (d, 1H, HCH) J=17.1Hz
7.02 (d, 1H, HCH) J=17.1Hz
2.67 (s, 1H, HCSi)

~0.03 (s, 18H, (SiMey),)

148.2
61.9
-16

Observaciones:.
El crudo se utilizo sin posterior purificacion
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(R)-2-Amino-2-fenilpropanol N° Referencia
56
P. M. (g/mol)
@\/\ 137.18
= OH P. Fusion (°C)
NH
2 75-77
[@]3 (c=0.76, HCIIN)
-317
Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
CgH11NO
C70.4 H 8.10 N 10.20 C H N
IR(cm™ KBr) 3645-2300 (banda ancha, OH, NH,)
MS m/z 137 (3.5), 83 (100), 57 (54.3), 41 (50.8)
'H-NMR (8, ppm) CDCl, 13C-NMR (8, ppm) CDCl,
7.35 (5H, m) arom. 142.0
4.03 (1H, dd, J= 4.3, 8.3 Hz) CHPh 128.4
3.72 (1H, dd, J= 4.3, 10.8 Hz) CH,0OH 127.3
3.53 (1H, dd, J=8.33, 10.8 Hz) CH,0OH 126.5
67.4
57.3

Observaciones: E. Nicolas, K. C. Russell, V. J. Hruby, J. Org. Chem. 1993, 58, 766.
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(S)-4-Feniloxazolidin-2-ona N° Referencia
57
P. M. (g/mol)
)(1 163.18
P.F.(°C
O NH 0
S— 130-132
Ph
[«]5 (c= 2.0,CHCIy)
-50.0
Formula Microanélisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
CyH9NO;,
C 66.24 H 5.56 N 8.58 C 65.77 H 5.49 N 8.61
IR(cm™,KBr) 3410-3050 (banda ancha NH), 1736 (CO) cm™L
MS m/z 163 (29), 133 (57), 104 (100), 91 (79)
'H-NMR (8, ppm) CDCly 3C-NMR (5, ppm) CDCl,
7.45-7.33 (5H, m) arom. 160.2
6.37 (1H,s,) NH 139.6
4.99 (1H, t) J= 7.7 Hz) CH-Ph 129.6
4.76 (1H, t, j= 8.6 HZ)HCH-O-CO 128.6
4.20 (1H, dd, J= 8.6, 6.9 Hz) HCH-O-CO 125.8
72.4
56.2

Observaciones:

*D. A. Evans, E. B. Sjogren, Tetrahedron Lett. ,1985, 32, 3783
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Acido (4R)-4-fenil-2-oxo-oxazolidin-3-il-acético N° Referencia
58
P. M. (g/mol)
)(i 221.21
OH P.F.(°C
o Nﬁf °C)
/0 107-108
Ph [« (c= 1.0,Cl,CHy)
-169.0
Formula Microanélisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
C11H11NO4
C H N C H N
IR(cm™,KBr) 2924 (NH), 1752 (CO), 1654 (CO) cm™L
MS m/z 220 (0.6), 132 (45), 105 (49), 91 (100), 77 (38)
'H-NMR (8, ppm) CDCly 3C-NMR (5, ppm) CDCl,
8.93-8.73 (1H, s,) COOH 173.1
7.46-7.24 (5H, m) arom. 159.1
5.04 (1H, t, J= 8.6 Hz) CH-Ph 136.5
4.70 (1H, t, J= 8.6 Hz) HCHOCO 129.6
4.28 (1H, d, J= 18.2 Hz) HCH-COOH 126.5
4.14 (1H, t, J= 8.6 Hz) HCHOCO 127.4
3.86 (1H, d, J=18.2 Hz) HCH-COOH 70.4
60.0
42.7
Observaciones:.
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(3S)-1-[Bis(trimetilsilil)metil]-3-[ (4R)-4-fenil-2-o0xo- Ne° Referencia
oxazolidin-3-il]-azetidin-2-ona 47
P.M. (g/mol)
O

o~ 390.68

QN//, Punto de fusion (°C)

h ENYSiMes 150-151

]
SiMes3 [ ]2 (c=1.0,CI,CHy)
-89.6
Formula Anélisis elemental
Empirica
. Tedrico (%) Experimental (%)
C19H30N203S|2
C 58.41 H 7.75 N 7.17 C 58.50 H 7.72 N 7.20
IR(cm™,KBr) | 1740 (CO)
MS m/z 375 (2), 262 (18), 104 (38), 73 (100)
'"H-NMR (8, ppm) CDCl, BC-NMR (8, ppm) CDCl,
7.43-7.27 (5H, m) arom. 164.3
5.06 (1H, dd, J= 2.6, 5.5 Hz) HCHOCO 157.9
4.99 (1H, dd, J= 6.0, 8.8 Hz) HCPh 138.7
4.67 (1H,t, J=8.8 Hz) HCH 129.4
4.05 (1H, dd, J= 8.8, 6.0 Hz) HCH 129.2
3.32 (1H, t, J=5.5 Hz) HCH 127.3
3.09 (1H, dd, J= 2.6, 5.5 Hz) HCH 126.6
2.63 (1H, s) HCSi 71.0
0.53 (9H, s) SiMe3 58.9
0.43 (9H, s) SiMe; 57.8
48.8
37.6
-0.3
-0.5

Comentarios: Cristalizado en hexano.
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(3S)-3-Bencil-1-[bis(trimetilsilil)metil]-3-[(4R)-4-fenil-2-

oxo-oxazolidin-3-il]-azetidin-2-ona

N° Referencia
46

P.M. (g/mol)

480.62

Punto de fusion (°C)

168-169
o 5
SiMe; []2 (c=1.0,CI,CHy)
-21.5
Formula Analisis elemental
Empirica
. Tedrico (%) Experimental (%)
CzeHaeNzo:sS'z
C 64.97 H 7.56 N 5.83 C 64.89 H 7.60 N 5.92
IR(cm™ KBr) 1737 (CO), 1730 (CO), 846 (C-Si)
MS m/z 279 (13), 172 (3), 104 (25), 91 (19), 73 (100)

'H-NMR (8, ppm) CDCl,

3C-NMR (8, ppm) CDCl,

7.70- 7.17 (10 H, m) arom.

5.18 (1H, dd, J=1.8, 8.1 Hz) HCPh
4.64 (1H, t, J= 8.5 Hz) HCHO

4.43 (1H, dd, J=1.9, 8.7 Hz) HCHO
3.52 (1H, d, J= 6.6 Hz) HCH

3.44 (1H, d, J= 6.4 Hz) HCH

2.85 (1H, d, J=13.7 Hz) HCHPh
2.52 (1H, s) CHSi

2.24 (1H, d, J=13.7 Hz) HCHPh
0.00 (9H, s) SiMe;

-0.12 (9H, s) SiMe,

164.0
156.7
140.1
134.8
130.5
129.0
128.5
127.7
126.9
72.0
71.1
59.7
52.1
37.4
37.2
-0.6
-0.8

Comentarios: Cristalizado en hexano.
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2.3.2 SEGUNDA DESCONEXION

2.3.2.1 Sintesis de (3S) 3-bencil-3-[(4R,5S)-difenil-1,3-oxazolidin-2-0x0-3-il]-
1-carboximetilazetidin-2-ona 66

2.3.2.1.1 Sintesis del acido [(4R,5S)-4,5-difenil-2-oxo0-oxazolidin-3-ilJacético

o) o)
HO  NH
/7 (ClkC0),C=0 OANH BrCH,CO,Me OANWOH
Ph  Ph u ~ o
Ph  Ph PR Ph
68 69

(4S,5R)-4,5-difenil-2-oxazolidinona 68

0 Sobre una suspension de (1S,2R) 2-amino-1,2-difeniletanol
OANH (21.3g, 100 mmol) en CH,Cl, (500 mL) se afiadieron 75 mL de
\—/ NaOH 6M. La mezcla se enfrio a 0°C y se le afiadid una
disolucion de trifosgeno (11.27g, 38 mmol) en CH,Cl, (85 mL)

Ph Ph

68
gota a gota durante 1lh. La reaccion se agitd a temperatura

ambiente durante 4.5h y tras comprobar gque habia finalizado (se analizé una alicuota
por RMN) se decantd la fase organica y se lavo con una disolucion saturada de NH,4CI
(80 mL). Al lavar la fase orgénica el producto empezd a precipitar en forma de
pequefios cristales y fue necesario adicionar gran cantidad de CH,Cl, (aprox. 2L) para
poder disolver todo el producto. Tras secar la fase organica con Mg SO, y eliminar el

disolvente a presion reducida se obtuvo el producto puro (23.63g, 99%).
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Acido (4R,55)-4,5-difenil-2-oxo-oxazolidin-3-il-acético’® 69

o En un matraz flameado y bajo atmosfera de nitrogeno se
OANwOH suspendié NaH (2.64g, 110 mmo) en THF (75 mL). La
\—/ o mezcla se enfrid a 0°C y con buena agitacion se goteo

Ph Ph
69 sobre ella una disolucion de (4S,5R)-4,5-difenil-2-

oxazolidinona 68 (23.9g, 100 mmol) en THF seco (225
mL) (observandose desprendimiento de hidrégeno durante la adicion). Sobre la
suspension lechosa resultante se adiciond el bromoacetato de metilo (9.47 mL, 100
mmol) y la reaccion se agitd durante 2 h a 0°C. Una vez comprobado que la reaccion ya
habia finalizado mediante andlisis de una alicuota por RMN, se adicioné una disolucion
de NaOH (20g, 0.5 mol) en H,O (200 mL), se diluy6é con mas THF (250 mL) y se agito
a temperatura ambiente durante 2 h. Pasado ese tiempo se acidificd hasta un pH menor
de 3 con una disolucion de HCI 6N y el producto se extrajo con CH,Cl, (3 X 70 mL).
Se secd la fase organica sobre MgSO, y se evaporo el disolvente a presion reducida. El

producto se utilizo sin ser purificado en la siguiente reaccién (28.24¢g, 95%).

2.3.2.1.2 Sintesis de la (3S)-3-Bencil-3-[(4R,5S)-difenil-1,3-oxazolidin-2-0x0-3-

il]-1-carboximetil-azetidin-2-ona 66

0 0
o} H 0 0 oh
OANWOH . NYSiMeg Ph\\\\qu’ LDA Ph\\\‘gNi‘
/0 SiMe, Ph );‘N SiMe;  BnBr Ph }N SiMe;
Ph  Ph o T o T
SiMe, SiMe,
69 45 63 62
o
0
O‘(/_/Ph ;/Ph
Ce(NHy)2(NO3)4 NG

0
o E BrCH,CO,Me ph\\“@'\' :
S Ph J;N
Ph  /—NH o

o COOH

71 66

103a) Ref. 72a, pag. 166 b) Ref. 76a (pag. 186 de la tesis), pag. 169.
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(3S)-1-[Bis(trimetilsilil)metil]-3-[(4R,5S)-4,5-difenil-2-oxo-oxazolidin-3-il]-
azetidin-2-ona'® 63

Sobre una disolucion del acido (4R,5S)-4,5-

o]
&% difenil-2-oxo-oxazolidin-3-il-acético 69 (6 g,
N,
Ph™ 7 ™ 20 mmol, (secado mediante arrastre de vapor
s _
o NYS'M% con tolueno) en CH,CI, anhidro (52 mL), se

63 SMe; adicionaron 3 gotas de DMF (seca) y cloruro

de oxalilo (2.6 mL, 30 mmol). La mezcla se
agitd a temperatura ambiente en un matraz provisto de desecador (ya que la reaccion
desprende CO y CO,) durante 90 min. Despueés de eliminar los disolventes a presion

reducida, el aceite amarillo resultante se disolvio en CHCI 3 (16 mL).

En un matraz de tres bocas flameado bajo atmdsfera de nitrdgeno, provisto de
termémetro, embudo de adicién y condensador, se adiciond una disolucion de N-
metiliden-bis(trimetilsilil)metilimina 49 (2.81 g, 15 mmol) en CHCI3 (45 mL) y tamiz
molecular activado (8 g).** La mezcla se enfrié a 0°C, y se adiciond la Et;N (5.6 mL,
40 mmol). Posteriormente se goted lentamente la disolucién del cloruro de (4R,5S)-4,5-
difenil-2-oxo-oxazolidin-3-il-acetilo (20 mmol) en CHCI; (16 mL)'% desde el embudo
de adicion y a través del condensador, durante 15 min. Por dltimo, se substituyd el
embudo de adicién por un desecador de gel de silice; % se retir6 el bafio se hielo y la
reaccion se agité a reflujo durante 16 h. Una vez terminada la reaccion, la mezcla se
filtr6 sobre celita y la fase acuosa fue lavada sucesivamente con H,O (30 mL), HCI
(IM) (3 X 30 mL) y una disolucion saturada de NaHCO3 (30 mL). El crudo obtenido
después de secar la fase organica sobre MgSO, y evaporar el disolvente a presion
reducida se purific6 mediante columna cromatografica de gel de silice (eluyente:
Hex/EtOAc 3:1) (4.20 g, 60%).

104 El embudo de adicién se debe colocar por encima del condensador tipo Liebig.

15 El cloruro de 4cido debe ser completamente soluble en CHCIs, la presencia de algin

precipitado indica la existencia de &cido sin reaccionar.

1% Una vez que la reaccion esté en ebullicion puede cambiarse el desecador por un septum y un

globo de N,.
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(3R)-3-Bencil-1-[bis(trimetilsilil)metil]-3-[(4S,5R)-4,5-difenil-2-oxo-
oxazolidin-3-il]-azetidin-2-ona 62

o A un matraz flameado de tres bocas provisto de
o &%N S/Ph termometro, se adicion6 con THF (seco) (47 mL)
Pﬁ: b’“ SiMe y uno o dos cristales de fenantrolina, bajo
o] Y ° atmosfera de nitrogeno. La mezcla se enfrié a -
62 SiMeg

78°C (mediante bafio de acetona/CO;) y se
afiadieron unas gotas de nBuL.i hasta que la disolucién tomé un color anaranjado tenue.
Entonces se afiadio DIPA (seca) (1.57 mL, 11.19 mmol) y nBuLi (2.5M en hexano)
(4.48 mL, 11.2 mmol) gota a gota, agitdndose la disolucion durante 30 min. a dicha
temperatura. Posteriormente se goted una disolucion de (3S)-1-[bis(trimetilsilil)metil]-
3-[(4S,5R)-4,5-difenil-2-ox0-oxazolidin-3-il]azetidin-2-ona 63 (4.75 g, 10.18 mmol) en
THF (seco) (63 mL) durante aproximadamente 5min. manteniendo la temperatura de
reaccion por debajo de los -70°C. Se agit6 otros 30 min. a -78°C y se afiadio lentamente
bromuro de bencilo (6.10 mL, 50.88 mmol) recién destilado. La mezcla de reaccién se
mantuvo en agitacion durante 20h, dejando que alcanzara lentamente temperatura
ambiente. Pasado ese tiempo, se adiciond una disolucion saturada de NH4Cl (20 mL) y
CH,CI; (40 mL). La fase organica se decant6 y se lavd sucesivamente con HCI 1M (20
mL) y con una disolucion saturada de NaHCO3 (20 mL), se secd sobre MgSQ, y se
evapord a presion reducida. El crudo se purifico mediante cromatografia en columna de
gel de silica (Hexano/EtOAc 5:1). (4.18 g, 74%).

(3S)-3-Bencil-3-[(4R,5S)-difenil-1,3-0xazolidin-2-oxo-3-il]-azetidin-2-ona'® 71

0 Se enfri6 una disolucion de (3R) 3-bencil-1-
&%N E/Ph [bis(trimetilsilil)metil]-3-[(4S,5R)-4,5-difenil-2-0xo-
Ph Pﬁf ;jNH oxazolidin-3-il]Jazetidin-2-ona 63 (1.78 g, 3.2 mmol) en
o acetonitrilo (20 mL) a 0°C y sobre ella se afiadié una

71

disolucion de Ce(NH4)2(NO3), (8.77 g, 16 mmol) en

H,O (8 mL). La mezcla se agitd a 0°C durante 10 min. y 1h a temperatura ambiente.
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Una vez terminada la reaccion, que se siguié por TLC, se afiadieron H,O (20 mL) y
EtOAc (40 mL). La fase organica se decantd y se lavd con una disolucion acuosa
saturada en NaHCOg3 (30 mL), se secO sobre MgSO, y se evaporo a presion reducida
obteniendo asi (3R)3-bencil-3-[(4S,5R)-4,5-difenil-2-0xo-oxazolidin-3-il]-1-formil-
azetidin-2-ona intermedia (C2sH22N20,). *H-RMN (8, ppm, CDCls): 8.56 (s,1H, CHO),
7.30-7.06 (m, 5H) Ph, 6.01 (d, 1H, J=7.1 Hz) CHPh, 5.16 (d, 1H, J=7.4 Hz) CHPh,
3.98 (d, 1H, J= 8.1 Hz) N-CH,-C, 3.49 (d, 1H, J=8.2 Hz) N-CH,-C, 3.15 (d, 1H, J=
12.9 Hz) CH,- Ph, 3.05 (d, 1H, J= 13.5 Hz) CH,- Ph.

0
__Ph

0
Ph\‘“%'\lij
Ph 7 Ncho
El crudo de dicho compuesto se disolvié en MeOH (10.5 mL) y sobre ella se
adicion0 una disolucion saturada de NaHCO3 (10.5 mL) y Na,COg3 (65 mg, 0.62 mmol).
La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 90 min., se filtrd el solido y se lavo
con MeOH. La disolucion resultante se afiadié sobre H,O (100 mL) y CH,Cl, (50 mL)
se decantd la fase organica y la fase acuosa fue extraida con mas CH,Cl, (25 mL X 3).
El extracto organico se secd sobre MgSO,, se evapord a presion reducida y el crudo
resultante se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice de (silicagel-
60, eluyente Hex/EtOAc 3:1). (1.03 g, 81%). *H-RMN (8, ppm, CDCls) 7.27-7.10 (m,
5H) arom., 6.00 (d, 1H, J= 7.4 Hz) CH-Ph, 5.53 (sa, 1H) NH, 5.37 (d, 1H, J=8.0 Hz)
CH-Ph, 3.72 (d, 1H, J= 6.1 Hz) CH>-N, 3.29 (d, 1H, J= 6.6 Hz) CH,-N, 3.03 (d, 1H, J=
13.4 Hz) CH,-Ph, 2.707 (d, 1H, J=14.0 Hz) CH,-Ph.

Sintesis de  (3S)-3-bencil-3-[(4R,5S)-difenil-1,3-oxazolidin-2-0x0-3-il]-1-
carboximetil-azetidin-2-ona 66

o) Sobre una disolucion de (3S)-3-Bencil-3-[(4R,5S)-
) &N \_\:/Ph difenil-1,3-oxazolidin-2-oxo-3-il]-azetidin-2-ona'*
Ph Pﬁf FN 62 (0.91 g, 2.29 mmol) en acetonitrilo seco (34 mL)
o N se adiciond Cs,CO; (0.82g, 2.52 mmol) (la

66 CO,H

suspension  tom6 un color anaranjado) vy
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bromoacetato de metilo (0.33 mL, 3.44 mmol) (la suspension volvié a tomar el color
amarillo inicial). La reaccion se calentd a 70°C y se agitd durante 3.5h. Tras comprobar
que no quedaba producto de partida (se analizé una alicuota por RMN), se filtré la
suspension sobre celita, se lavo la celita con EtOAc (50 mL) y la fase organica se trato
con H,O (2 X 30 mL). El crudo se purifico mediante cromatografia en columna de gel
de silice con Hexano/EtOAc (1:1) como eluyente. Rendimiento del éster metilico
intermedio (0.88 g) 82%. El éster metilico se disolvié en H,O/THF (4: 5 mL), se le
afiadi6 NaOH (0.38 g, 9.35 mmol) y la mezcla se agitdé durante 30 min., hasta
comprobar que no quedaba producto de partida (Hex./EtOAc 1:1). La mezcla se
acidifico con HCI 6N y el producto se extrajo con CH,Cl, obteniendo el compuesto
final puro con un rendimiento del 100% (0.854 g). *H-RMN (8, ppm, CDCls) 7.23-7.05
(m, 5H) Ph, 5.97 (d, 1H, J= 7.55 Hz) CH oxaz., 5.32 (d, 1H, J= 7.69 Hz) CH oxaz.,
3.97 (d, 1H, J= 18.1 Hz) CH,-COOH, 3.87 (d, 1H, J=5.9 Hz) CH-N, 3.44 (d, 1H,
J=18.1 Hz) CH,-COOH, 3.32 (d, 1H, J= 5.9 Hz) CH,-N,, 3.08 (d, 1H, J= 13.6 Hz)
CH,-Ph, 2.82 (d, 1H, J= 13.6 Hz) CH,-Ph.

2.3.2.2 Proteccion y sintesis de los aminoacidos

2.3.2.2.1 Sintesis del cloruro de 2,2,4,6,7-pentametil-2,3-dihidro-benzofuran-5-

sulfonilo 74

Este compuesto es comercial, sin embargo al no ser demasiado complejo el

proceso de sintesis se prepard en el laboratorio.

‘ \/O_t| Cl ‘ AN O\)L AlCI5 OH
= —_— 4 —_—
72

N CISO4H \(\ O\<

CI\S Z

7 N

[

73 74
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Metalil 2,3,5-trimetilfenil éter 721%

Una mezcla del 2,3,5-trimetilfenol (68 g, 500
O\)L

mmol), K,CO3; (500 mmol, 69.10 g) y 3-cloro-2-
metilpropeno (750 mmol, 74 mL) en acetona/DMF
79 (200:40 mL) se agité a reflujo en presencia de una

cantidad catalitica de yoduro potasico (1 g,

6mmol) hasta la completa desaparicion del fenol (tlc Hex/EtOAc 5:1).

Pasadas 16h y tras comprobar que no quedaba producto de partida, la mezcla
se vertio sobre agua fria (300 mL) y se extrajo con 300 mL de éter etilico. La fase
etérea se lavo sucesivamente con una disolucién de NaOH al 10% (150 mL), agua y
una disolucion saturada de cloruro sédico (150 mL). La fase orgénica se secd con
MgSO, y se concentré dando lugar a un aceite que se destilé6 (0.5 mm Hg, 74°C)
obteniendo asi el producto puro (93.47 g, 98% rendimiento). *"H-RMN (8, ppm,
CDCl3) 1.86 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 2.25 (s,3H), 2.29 (s, 3H), 4.40 (s,2H), 4.98 (s, 1H),
5.13 (s, 1H), 6.53 (s, 1H), 6.62 (s, 1H); *C-RMN (8, ppm, CDCls) 11.2, 19.4, 19.9,
21.2,110.0, 111.9, 122.0, 123.0, 135.2 137.4, 141.3, 156.5. MS m/z 190 (M", 69.3),
175 (71.8), 91 (100), 79 (62.1)

2.2,4.6,7-Pentametil-2,3-dihidro-benzofurano 73'%

Se enfrio a —78°C una suspension de AICl; (1 mmol,

O\ 133 mg) en CH,Cl; anhidro (5 mL) bajo atmdsfera de

nitrogeno. Sobre la misma se afiadio lentamente el

metalil 2,3,5-trimetilfenil éter (1.9g, 10 mmol) en

73 CH.Cl, (2.5 mL). El resto del AICI; (1 mmol, 133mg)

se fue afiadiendo en porciones en un sistema cerrado. La suspension se agito durante
toda la noche dejando que alcanzara lentamente temperatura ambiente. Pasadas 16h

la mezcla de reaccion se vertié sobre agua preenfriada con hielo y con buena

to7 a) Ref. 82, pag. 180. b) C.G. Fields, G.B. Fields, Tetrahedron Lett. 1993, 34, 6661. c) Ref.

71, pag. 165.
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agitacion. Se separo la fase orgénica y ésta fue lavada con una disolucion saturada de
NaCl, secada con MgSO, Yy se evaporo el disolvente a presion reducida. El crudo asi
obtenido fue purificado mediante cromatografia en columna de gel de silice con una
mezcla n-hexano/EtOAc (30:1) obteniéndose el producto puro con un rendimiento
del 86% (1.64g). *H-RMN (8, ppm, CDCls) 1.47 (s, 6H), 2.08 (s, 3H), 2.15 (s, 3H),
2.20 (s, 3H), 2.91 (s, 2H), 6.49 (s, 1H), *C-RMN (8, ppm, CDCls) 11.5, 18.5, 19.3,
28.6, 42.2, 85.8, 115.2, 122.1, 122.6, 131.1, 136.3, 157.2. MS m/z (190 (M", 69.3),
175 (71.8), 91 (100), 79 (62.1).

Cloruro de 2,2,4,6,7-pentametil-2,3-dihidro-2,2,4,6,7-pentametil-2,3-

dihidro-benzofuran-5-sulfonilo (74)'’

Se enfrié a —10°C una disolucién del 2,2,4,6,7-

0 pentametil-2,3-dihidro-benzofurano 73 (5.7g, 30
Cl

N

O O

mmol) en CH,CI, seco (120 mL) mediante un

bafio de H,O/hielo/NaCl. Sobre la misma se
74 adicioné lentamente una disolucién de CISOsH

(8.37 mL, 126 mmol) en CH,Cl, (100 mL)
usando un embudo de adicién compensada. La mezcla se agitdé durante una hora a
dicha temperatura. Luego se retir6 el bafio de hielo y se dejé agitando durante 4h
mas. La reaccién se controld por tlc, ya que en algin caso fue necesario volver a
repetir el proceso por haber obtenido una conversién parcial (tic Hex/EtOAc 30/1).
Una vez terminada la reaccion, la disolucion se vertio sobre hielo con buena
agitacion. Se separd la fase organica, se lavo sucesivamente con Na,CO3z 5% (180
ml), NaHCO3 sat.(180 ml), agua (180 mL) y una disolucién saturada de NaCl (180
ml), se seco sobre MgSQO, y se concentro en el rotavapor. El producto asi obtenido se
utilizé en la siguiente reaccién sin purificaciones posteriores (5.42g, 63%). *H-RMN
(8, ppm, CDCl3) 3.02 (s, 2H), 2.65 (s, 3H), 2.56 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 1.52 (s, 6H);
BC-RMN (8, ppm, CDCls), 12.4, 18.1, 19.4, 28.5, 42.74, 88.0, 118.7, 122.1, 125.6,
134.5, 140.9, 161,7.
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2.3.2.2.2 Sintesis del Cbz-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu (53)

HN =~ NH2
e N NN
NHO O

PbfCI NHO O H,N-Gly-O'Bu

TBTU H O
pd
ChzNH™ ~CO,H N J<
2 CbzNH Jko

CbzNH™ “CO,H . CHA

75 53

Cbz-Arg(Pbf)-OH-CHA 75 (Ref. 83, pag. 181)

Sobre una mezcla de Chbz-Arg-OH
H O\< (2.32g, 7.53 mmol) en acetona (20 mL)
HNﬁ/';';/s\\o y una disolucion 3.2M de NaOH (1.24g,
NH 31.1 mmol) en agua (9.7mL) a 0°C se
goted una disolucion de cloruro de
CbzNH~ “CO,H . CHA 2,2,4,6,7-pentametil-2,3-dihidrobenzo-

& furan-5-sulfonilo (74) (PbfCl) (3.48g, 12

mmol) en acetona (17 mL). La disolucién se agitd a 0°C durante 2h y 4h mas a
temperatura ambiente. Después se acidificd la reaccion a pH 6.5 con una disolucién
saturada de acido citrico, y se evaporo la acetona a presion reducida. El crudo resultante
se acidifico a pH 3 afiadiendo més &cido citrico concentrado, y el producto fue extraido
con EtOAc (3 X 10mL). La fase organica fue lavada sucesivamente con H,O (2 X 15
mL) y con una disolucién saturada de NaCl (2 X 15mL), se secO sobre MgSQ, y se
concentrd a presion reducida hasta un volumen de 5 mL aproximadamente. Sobre la
disolucion se afiadid la ciclohexilamina (7.5 mmol, 0.761 mL). Por dltimo, al adicionar

éter etilico precipito el producto dando un sélido con aspecto gomoso (4.96 g, 84%).
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Cbz-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 53

H O\< Se disolvio la sal de ciclohexilamonio de
HNﬁ/N;/S\ la arginina protegida Chz-Arg(Pbf)-
o "o
NH H-CHA 75 (2.45 g, 3.7 mmol) en EtOAc
O (22 mL) y H3PO,4 (100%) (22 mL), se
CbzNH Nﬂok separ0 la fase organica y la fase acuosa
O se lavo con EtOAc (2 X 11 mL). Las
53 fases organicas reunidas se secaron

sobre MgSQO, y se evaporaron a presion
reducida. El &cido libre asi obtenido (1.76 g, 3.15 mmol) se disolvié en CH,Cl, (18.5
mL) y sobre la disolucion se afiadio el clorhidrato del éster terc-butilico de la glicina
(0.62 g, 3.7 mmol). La suspension se enfrid a 0° C y sobre ella se afiadio la DIPEA (1.3
mL, 7.41 mmol) y la TBTU (1.19 g, 3.7 mmol). La mezcla resultante se agitd a 0° C
durante 1h y a temperatura ambiente durante 16 h. Pasado ese tiempo se evaporé el
disolvente a presion reducida y se sustituyé por EtOAc (18 mL). La fase orgénica se
lavé sucesivamente con una disolucion de Na,COj3; (5%) (10 mL), H,O (10 mL) y una
disolucién saturada de NaCl (10 mL), se secd sobre MgSO, y se evaporé nuevamente a
presion reducida. El crudo obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna de
gel de silice (CH,CIl,/MeOH 25:1). El producto obtenido (1.22g, 49%) contenia una

pequefia cantidad de tetrametilurea.
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2.3.2.3 Ensamblaje del peptidomimetico lineal

2.3.2.3.1 Sintesis de Boc-Asp(OBN)-[(3S)-3-amino-3-bencil-azetidin-2-on-1-il]-
Gly-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu (50)

H
0 N
o~ _Ph HNT\I/HO//S\\O

o)
o H k
COH  chzHN" N%O/

66 O 53
a) Pd/C o
y)\EDC/HOBT H
N
HNQ‘,/ ~g
S
o) NHO O

o
Ph\“‘yN;‘ﬁ 0 WO
on v L L
(0]
H o
%/C 65
b) BocN-Asp(OBn)-F

Z o

H
HN>(N\S X

N

CO,Bn NHO O

o

H _Ph
A NGS
BocNH J; o) H
(0] N N
o \)kN/ \)kOtBu
H
50 ©

[(3S)-3-Bencil-3-[(4R,5S)-difenil-1,3-oxazolidin-2-oxo-3-il]azetidin-2-on-1-
il-Gly-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 65

Sobre una disolucion

HT O - del  dipéptido  Chz-
HNﬁ/N;/s\\ N Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 53
O NHO O

(135 mg, 0.2 mmol) en
etanol anhidro (3 mL)

> — O H O
Ph ;N%N N%Ok se afiadi6 Pd sobre

H o carbono (26 mg). La
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suspension se agitd a temperatura ambiente y presién atmosférica de H, durante 16h.
Pasado ese tiempo la mezcla se filtro sobre celita y se evaporo el disolvente a presion
reducida obteniéndose la amina H-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu con un rendimiento del 86%. Las
posibles trazas de etanol del crudo resultante se eliminaron mediante evaporacion

azeotropica con tolueno seco (2 X 5 mL).

Se prepard una disolucién de la amina 67 (93 mg, 0.17 mmol) y (3S)-3-bencil-3-
[(4S,5R)-4,5-difenil-1,3-oxazolidin-2-0xo0-3-il]-1-carboximetilazetidin-2-ona 66 (78
mg, 0.17 mmol) en CH,CI, (2 mL) bajo atmosfera de nitrogeno. La mezcla se enfrié a
0° C y sobre ella se adiciond EDC (46 mg, 0.238 mmol) y HOBT (28 mg, 0.204 mmol).
La mezcla resultante se agitd durante 30 min. a 0° C y 16 h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se lavo con HCI (0.1M) (1 mL) y con una disolucion saturada
de NaHCOj3; (1mL). Tras secar la fase organica sobre MgSQO, y evaporarla a presion
reducida, se obtuvo un crudo que se purifico en una placa fina preparativa
(CH,Cl,:'PrOH 10:1). El producto puro dié un rendimiento del 88% (0.146 g).

Boc-Asp(OBnN)-[(3S)-3-amino-3-bencil-azetidin-2-ona]-Gly-Arg(Pbf)-Gly-
O'Bu50

|
H N
HNﬁ/N;S\\ <
CO,Bn NHO O
H
BocNH/YN;ﬁ o) H O
o) N N
o %H/ﬁo( %OtBu

50

Ph

Desproteccion de la oxazolidinona: Se agité una suspension de la ((3S)-3-
bencil-3-[(4S,5R)-4,5-difenil-1,3-oxazolidin-2-oxo-3-il]azetidin-2-on-1-il)Gly-
Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 65 (0.465 g, 0.48 mmol) y Pd/C (93 mg, 20 %) en etanol (20 mL) a

40° C y con una presién de H; de 150 psi, durante 24h. Pasado ese tiempo se filtré sobre

celita y se evapord la mezcla a presion reducida. El crudo obtenido contenia 1 eq. de
1,2-difeniletano, pero se utilizo sin purificar en la siguiente reaccion. (0.36 g, 100%).
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Formacion del fluoruro de &cido: Se enfrid, a -20 °C; y bajo atmésfera de N, una
disolucion de Boc-Asp(OBn)-OH (0.323 g, 1 mmol) en CH,Cl, (seco) (5 mL) y se le

afiadié piridina (0.081 mL, 1 mmol), y por ultimo se gote6 flururo de cianurilo (0.432

mL, 5 mmol) sobre la disolucion. La reaccion se agito durante 1.5h a dicha temperatura
y se vertid sobre agua y hielo. Se decanto la fase organica y la fase acuosa se lavd con
CH,CI; (2 X 2.5 mL). La fase orgénica se seco sobre MgSQO, y se evaporo el disolvente
a presion reducida. EI producto obtenido (0.311g, 95 % rendimiento) se utilizé en la
siguiente reaccion sin ulterior purificacién. *H-RMN (8, ppm, CDCls): 7.39-7.34 (m,
5H) Ph, 5.50 (d, 1H, J= 8.3 Hz) BocNH, 5.18 (s, 2H) —-OBn, 4.82 (m, 1H) CH-CH,-,
3.10 (dd, 1H, J= 4.4, 4.9, 17.6, 18.1 Hz) CH-CH,-CO,Bn, 2.94 (dd, 1H, J= 4.4, 17.6
Hz) CH-CH,-CO,Bn, 1.46 (s, 9H) ‘Bu.

Acoplamiento  peptidico: Sobre wuna disolucién de [(3S)—3-amino-3-
bencilazetidin-2-on-1-il]Gly-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 64 (0.36 g, 0.477 mmol) en CH,Cl,
seco (2.5 mL) enfriada a 0° C y bajo atmosfera de N, se adicioné N-metilmorfolina
(0.131 mL, 1.19 mmol) y una disolucion de Boc-Asp(OBn)-F 79 (0.311 g, 0.955 mmol)

en CH,Cl, seco (2.5 mL). La mezcla se agitd durante 16h dejando que alcanzara

lentamente la temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se adicioné CH,Cl, (15 mL) y
la disolucion se lavo sucesivamente con H,O (10 mL), HCI (1IM) (10 mL), y una
disolucion saturada de NaHCOg3; (10 mL). La fase organica se decantd y se secd con
MgSQO,. Una vez evaporado el disolvente el crudo fue purificado mediante
cromatografia flash en columna de gel de silice, eluyente utilizado: CH,Cl,/ MeOH
95:5). El producto se obtuvo como sélido (0.415 g, 82%).

2.3.2.3.2 Sintesis de Boc-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 80

o) o)
H H
HNﬁ/NJS a) Pd/C HNYN;S
NHO/ \O NHO/ \O
b) Boc,O

P %

N N
CbzHN %o BocHN Jko

o) o)

53 80



260 Capitulo 2: Modulacion de Puentes de Hidrogeno intramoleculares en ciclopentapéptidos RGD

Boc-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 80

Se agitd, durante 16 h a temperatura

H = 5< ambiente y presion atmosférica de H,
HNﬁ/ '\(I);/S\\o\ una suspension de Pd sobre carbono (116
NH mg) vy el dipéptido Chz-Arg(Pbf)-Gly-

Ii;H o O'Bu 53 (581 mg, 0.87 mmol) disuelto

BocHN ™~ N%Ok en etanol (9mL). Pasado ese tiempo la
o suspension se filtr6 sobre celita y se

80 evaporo el disolvente a presion reducida.

El crudo asi obtenido (400 mg, 0.741

mmol, 86%), se diluyé en CH,CI, (15 mL) y sobre la disolucién se afiadié dicarbonato
de di-tert-butilo (1.11 mmol, 243 mg) bajo atmosfera de nitrogeno. La disolucién se
agito a temperatura ambiente durante 16 h, se evapord el disolvente a presion reducida y
se purificd el crudo mediante cromatografia en una columna de gel de silice (EtOAC).

Se obtuvo el producto puro con un rendimiento del 99% (469 mg).

(S)-(2,5-Dioxo-1,3-oxazolidin-4-il)-acetato de bencilo 78 (Ref. 84, pag. 184)

o Sobre una disolucion de Boc-Asp(OBn)OH (0.5

©vo o g, 1.55 mmol) y CISiMe,'Bu (0.245g, 1.62

o} HN« mmol) en EtOAc (1.7 mL) a 0°C se afiadio EtsN

8 © (0.215 mL, 155 mmol), observandose

inmediatamente un precipitado de clorhidrato de trietilamina. Tras agitar la mezcla
durante 30 min. a 0°C, la suspension se filtrd y se evapord el disolvente a presion
reducida, obteniéndose asi un aceite (0.58 mg). Dicho crudo se disolvié en CH,Cl,
(2.5 mL), se enfrié la mezcla a 0°C, se afiadié cloruro de oxalilo (0.169 mL, 1.93
mmol) y dos gotas de DMF, al finalizar la emision de gases (10 min.) se afiadié otra
gota de DMF vy la disolucion de agitd durante 2 h. Una vez pasado este tiempo, se
afiadio THF (10 mL) y el disolvente se evaporé a presion reducida, de esta forma se

evapord todo el cloruro de oxalilo restante y el crudo se secé mediante una bomba de
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vacio. El producto se purificd por cristalizacion en CH,Cl,/hexano, obteniéndose el
producto deseado con un rendimiento del 99% (0.382 g). *H-RMN (8, ppm, CDCls)
7.40-7.34 (m, 5H) arom., 6.08 (sa, 1H) NH, 5.20 (s, 2H) CH,-Ph, 4.61(ddd, 1H, J=
1.0, 2.9, 9.8 Hz) CH-CH,-, 3.11 (dd, 1H, J= 2.9, 17.6 Hz) CH-CH,-CO,Bn, 2.84 (dd,
1H, J= 9.8, 17.6 Hz) CH-CH,-CO,Bn. *C-RMN (5, ppm, CDCl;) 169.3, 168.3,
151.4,134.6, 128.8, 128.7, 128.5, 67.8, 53.8, 36.0.
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’
/,[

\ :
W

(4R,5S)-4,5-Difenil-1,3-oxazolidin-2-ona

NH

N° Referencia
68

P. M. (g/mol)

239,27

P.F.(°C)

226-227(EtOAC)

Ph Ph
[« (c=1.0,Cl,CHy)
+59.7
Formula Microanélisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
C15H13NO,
C 75.29 H 5.49 N 5.85 C 7543 H 5.35 N 6.00

IR(cm™ KBr) 3580, 1765, 1540

MS m/z 79, 107(100), 239

'H-NMR (8, ppm) CDCly

3C-NMR (5, ppm) CDCl,

7.15-6.92 (m, 10H, Ph)
5.95 (d, 1H, OCHPh)
5.84 (s, 1H, NH)

5.19 (d, 1H, NCHPh)

J=8.2Hz

J=8.2Hz

159.5
136.0
134.3
128.2
128.1
127.9
126.9
126.1
82.3

61.4

Observaciones:..
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Acido (4R,5S)-4,5-difenil-2-oxo0-oxazolidin-3-il-acético N° Referencia
69
P. M. (g/mol)
)(i 297,31
OH P. F. (°C)
0 N/ﬁ(
\J o 152-153(EtOAC)
Ph Ph
[« (c=1.0,Cl,CHy)
-124.5
Formula Microanélisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
C17H1sNO4
C 68.67 H 5.09 N 4.71 C 68.88 H5.15 N 4.56
IR(cm™,KBr)
MS m/z 68(100); 73(100); 104(100); 118(39.1); 204(100); 205(40.9); 246(36.9)

'H-NMR (8, ppm) CDCly 3C-NMR (5, ppm) CDCl,
7.11-6.80 (m, 11H, 10 Ph, CO2H) 172.7
5.94 (d, 1H, CHPh) J=8.3Hz 158.8
5.35 (d, 1H, HCPh) J=8.6 Hz 134.3
453 (d, 1H, CH2CO2H) J=18.1Hz 133.0
3.45(d, 1H, CHoCO2H)  J=18.2 Hz 128.6

128.5

128.3

128.0

127.9

127.8

80.0

64.7

43.6

Observaciones:..
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(3S)-1-[Bis(trimetilsilil)metil]-3-[(4S,5R)-4,5-difenil-2- N° Referencia
oxo-oxazolidin-3-il]-azetidin-2-ona 63
P.M. (g/mol)
@)
O% 466.74
Ph\“\k\/N”’ Punto de fusion (°C)
Ph ﬂ SiMe;
o Y 132
SiMes [2]2 (c=1.0,Cl,CH,)
+6.9
Formula Anélisis elemental
Empirica
. Tedrico (%) Experimental (%)
C25H34N203S|2
C 64.34 H 7.34 N 6.00 C 64.59 H 7.37 N 6.03
IR(cm™ KBr)
MS m/z 94(29.6); 129(31.8); 164(77.3); 166(100); 168(48.2)
'H-NMR (8, ppm) CDCl, BC-NMR (8, ppm) CDCl,
7.12-6.93ppm (m, 10H, Ar) 164.4 -0.36
5.96ppm (d, 1H, OCHPhCHPh) J=8.1 Hz 157.5 -0.60
5.27ppm (dd, 1H, NCH,C) J=2.5:5.3 134.8
Hz 133.6
5.16ppm (d, 1H, OCHPhCHPh) J=8.1 Hz 128.6
3.35ppm (t, 1H, NCH(CO)C)  J=5.6 Hz 128.4
3.07ppm (dd, 1H, NCH,C) J=25;5.9 128.3
Hz 128.0
2.63ppm (s, 1H, CH(SiMes),) 127.8
0.02ppm (s, 9H, Si(CHs),) 127.5
-0.11ppm (s, 9H, Si(CHs),) 126.0
125.9
81.0
63.3
59.3
48.7
37.6
Comentarios: Cristalizado en hexano.
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(3S)-3-Bencil-1-[bis(trimetilsilil)metil]-3- N° Referencia
[(4S,5R)-4,5-difenil-2-o0x0-oxazolidin-3-ilJazetidin-2-ona 62
P. M.(g/mol)
O
o o 56.84
Ph\‘\\K\/N j Punto de fusion (°C)
Ph N_ _SiMeg 212-214
o Y 25
SiMes [¢]5 (c=1.0, CI,CH,)
-29
Formula Microanalisis
Empirica
. Teorico (%) Experimental (%)
C32H40N203Si2
C 69.02 H 7.24 N 5.03 C 68.74 H 7.23 N 5.10
IR(cm™ KBr)
MS m/z
'H-NMR (8, ppm) CDCl, 13C-NMR (8, ppm) CDCl,
7.26-7.08 (m, 15 H, Arom.) 164.3 52.4
5.91 (d, 1 H, OCHPh) J=73Hz 156.7 37.7
5.44 (d, 1 H, NCHPh) J=73Hz 135.6 37.4
3.59 (d, 1 H, NCHC) J=6.4Hz 135.0 -04
3.49 (d, 1 H, NCHC) J=6.4Hz 133. -0.6
2.97 (d, 1 H, CONCHH) J=13.7Hz 130.6
2.56 (s, 1 H, CHSI) 128.9
2.39 (d, 1 H, CONCHH) J=13.7Hz 128.6
0.04 (s, 9H, SiMe;) 128.5
—0.15 (s, 9H, SiMey) 128.2
128.0
127.7
127.0
125.7
81.2
72.3
72.2
65.3

Comentarios:
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Cbz-Arg(Pbf)O- CHA N° Referencia
75
P. M. (g/mol)
H ° 659.34
N. < =
HNﬁ/ S P.F. (°C)
Zan\ 1
NH Solido gomoso
25
@) [a]D (C— 10,C|2CH2)
SAa
+
H NH3
Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
C33H49N507S
C 60.07 H 7.49 N 10.61 C H N
IR(cm™ KBr)
MS m/z

'H-NMR (8, ppm) MeOD

3C-NMR (3, ppm) MeOD

7.33-7.27 (5H, m) arom.

5.06 (2H, s) —Obn

4.01 (1H, m) CH-(CH,)s-

3.16 (2H, m) CH-CH,-CH,-CH,-
3.04 (1H, m) NCH CHA

2.98 (2H, s) CH,(Pbf)

2.57 (3H, s) Me(Pbf)

2.50 (3H, s) Me(Pbf)

2.07 (3H, s) Me(Pbf)

2.02-1.2 (14H, m) CH-CH,-CH,-CH + CHA
1.44 (6H, s) 2X Me Pbf

176.1 25.7
156.9 23.8
155.2 22.9
136.4 22.4
135.4 16.6
131.4 15.4
130.5 9.5
126.5

125.8

123.0

1155

84.6

64.4

54.2

48.5

41.0

38.8

29.0

28.5

gOMOSO0 Y pasa a ser un aceite.

Observaciones: Cristalizado en EtOAc y Et,0. Con el tiempo deja de ser s6lido con aspecto
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Cbz-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu N° Referencia
53
P. M. (g/mol)
H O\ 673,82
HN=N- ~ P.F. (°C)
//S\\ . F.
NHO O
25
H @) [(Z]D (C— 10,C|2CH2)
N
CbzNH Jko‘Bu
®)
Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
Cs3H47N50s8S
C 58.82 | H 7.030 N 10.39 C H N
IR(cm'l,KBr) 3440, 3342, 1749, 1680, 1624, 1392
HPLC-MS MS: 674.3
Tipo de fuente MS2 (614.0): 620.1, 619.2, 618.2, 428.1, 350.2, 349.1, 348.2, 320.2, 291.2, 240.1
ionica: ESI* MS3 (348.0): 331.1, 320.1, 291.2, 273.2, 263.2, 249.1, 240.1, 205.2, 182.9, 125.1
'H-NMR (3, ppm) CDCl, BC-NMR (8, ppm) CDCl,
7.39 (sa, 1H) NH amida 172.5 28.0
7.32 (m, 5H) arom 169.2 25.2
6.26 (sa, 2H) NH guanidina 158.7 19.2
6.07 (sa, 1H) NH guanidina 156.4 17.8
5.96 (d, 1H) Cbz-NH 138.3 12.4
5.07 (s, 2H) —OBn 136.2
.33 (sa. 1H) CH-CH,-CH,- 132.7

3.97 (dd, 1H, J=5.4, 7.3, 17.6, 19.5 Hz) NH-CH, 128.0
3.81 (dd, 1H, J=4.4, 4.8, 17.6, 18.1 Hz) NH-CH, 127.8

3.26 (M, 2H) CH,-CH,-CH, 124.6
2.95 (s, 2H) CH,Pbf 1175
2.57 (s, 3H) 86.3
2.50 (s, 3H) 82.1
2.09 (s, 3H) 66.9
1.93 (m, 1H) CH- CH,-CH,-CH; 54.2
1.72(m, 1H) CH- CH,-CH,-CH, 42.1
1.61 (m, 2H) CH- CH,-CH,-CH, 41.9
1.46 (s, 6H) 2XMe 30.0
1.44 (s, 9H) tBu 285

Observaciones:. * MeOH/HCO,H polaridad positiva.
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((35)3-Bencil-3-[(4S,5R)-difenil-1,3-oxazolidin-2-0x0-3-
ilJazetidin-2-on-1-il]Gly-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu

H \m/
HN= N
S

O O
o "
Ph‘“\b
P

h S N%N/WN\)kOK
H o

N° Referencia
65

P. M. (g/mol)
978,16

Punto de fusion (°C)

[ (c= 1.0, CI,CHy)
+29.9

Formula Microanalisis
Empirica
Tedrico (%) Experimental (%)
C52H63N7010S
C 63,85 | H 6,49 N 10,02 C H N
IR(cm™ KBr) 3465, 3343, 1743, 1668
MS m/z

'H-NMR (8, ppm) CDCly

7.65 (1H, s) NH Arg 2.93 (2H, s) CH, Pbf
7.42¢(1H,t,J=5.4 Hz) NH Gly | 2.58 (3H, s) Me Pbf
7.24- 6.98 (15H, m) arom. 2.51(3H, s) Me Pbf
6.28 (1s) NH guanidina 2.07(3H, s) Me Pbf

6.04 (1H, d, J= 7.3 Hz) CH oxaz. | 2.00 (1H, m) CH-CH,-CH,-CH,-
5.25 (1H, d, J= 7.8 Hz) CH oxaz. | 1.82 (1H, m) CH-CH,-CH,-CH,-

4.45 (1H, m) Ho Arg 1.64 (2H, m) CH-CH,-CH,-CH,
3.93 (1H, d, J=5.9 Hz) CH, B-lact| 1.44 (6H, s) 2 X Me Pbf

3.87 (2H, d, J=5.9 Hz) CH,- 1.42 (9H, s) tBu

COOtBu

3.80 (1H, d, J= 17.6 Hz) CH,-

CO-NH-Arg

3.27 (2H, m) CH-CH,-CH,-CH,-
3.19 (1H, d, J= 13.2 Hz) CH,-Ph
3.18 (1H, d, J=17.6 Hz) CH,-
CO-NH-Arg

3.13 (1H, d, J=5.9 Hz) CH, B-lact
2.96 (1H, d, J=13.7 Hz) CH,-Ph

B3C-NMR (5, ppm) CDCl,
1720 [1277 [253
168.7 | 1273 | 19.2
167.2 | 1259 |17.9
167.1 1245 12.4
1585 | 117.3
157.3 | 86.2
156.2 | 81.4
1383 | 815
1348 | 708
1331 | 533
1330 | 516
1329 | 452
1322 | 432
130.0 | 42.1
128.0 | 406
128.8 | 37.1
128.4 | 29.0
1282 | 285
128.0 | 28.0

Observaciones:
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Boc-Asp(OBn)-[(3S)-3-amino-3-bencil-azetidin-2-0-1-ila]-Gly- N° Referencia
Arg(Pbf)-Gly-OtBu 50
P. M. (g/mol)
W 0 1061.25
HOT < i
HNQ‘/ 5N Punto de fusién (°C)
CO,Bn NHO O 111-115
H _Ph
BooNH™ VN 0 0
] H [« (c= 1.0, CLCHy)
@] N N p (=LY, LhLH,
o %N/ JkotBu
H - 66.7
o]
Formula Microanalisis
Empirica
Tedrico (%) Experimental (%)
Cs3H72NgO13S
C 59.89 | H 6.838 N 10.56 C 60.31 H 6.836 N 10.16
IR(cm™,KBr) 3435, 3344, 1748, 1664, 1550.
HPLC-MS MS: 1061.4
Tipo de fuente MS2 (1061.0): 1083.4, 1068.3, 106.4, 1005.2, 961.2, 905.2, 715.1, 679.2, 635.2
ibnica: ESI* MS3 (905.0): 905.5, 904.6, 833.7, 715.0, 636.2, 567.1, 501.5, 436.3, 283.1

'H-NMR (8, ppm) CDCl;

B3C-NMR (8, ppm) CDCl,

8.44 (1H, d, J= 7.3 Hz) NH i+3
7.3-7.28 (10H, m) arom

7.19 (1H,t,J=5.9, 5.4 Hz)NHi+4
7.16 (1H,s) NH i+ 1

6.08 (s) NH guanidine

6.01 (1H, d, J=8.8 Hz) NH i

5.12 (1H, d, J=12.2 Hz) OBn
5.04 (1H, d, J=12.2 Hz) OBn
4.56 (1H, m) Ho i

4.51 (1H, m) Ha i+3

4.14 (1H, d, J= 18.1 Hz) Ha i+2
4.03(1H, dd, J=5.9, 17.6 Hz)

Ho i+4

3.78 (1H, d, J=5.4 Hz) HB i+1
3.65 (1H, dd, J= 4.4, 17.6 Hz) Hd|
i+4

3.51 (1H, d, J= 6.8 Hz) HP i+1
3.49 (1H, d, J=18.6 Hz) Ha i+2

3.19 (1H, m) Hy i+3

3.16 (1H, d, J=14.2 Hz) Hp’ i+1
3.06 (1H, m) Hy i+3

3.06 (1H, d, J= 13.7 Hz) Hp’ i+1
2.97 (1H, dd, J= 8.3, 16.6 Hz)Hpi
2.93 (2H, s) CH, Pbf

2.73 (1H, dd, J=4.4, 3.9, 7.11,
16.6 Hz) Hpi

2.57 (3H, s) Me Pbf

2.51 (3H, s) Me Pbf

2.08 (3H, s) Me Pbf

1.95 (1H, m) HB i+3

1.70 (1H, m) HB i+3

1.53 (2H, m) H3 i+3

1.45 (9H, s) tBu

1.44 (6H, s) 2 X eMe Pbf

1.43 (H, s) tBu

172.2 124.4 255
171.9 117.3 19.2
170.9 86.2 17.8
169.2 82.0 12.4
168.6 80.8
167.7 68.4
158.5 66.8
156.1 53.0
138.2 51.7
135.2 50.4
133.3 45.4
133.1 43.1
132.1 41.9
129.7 40.4
128.9 38.8
128.5 35.1
128.4 28.8
128.3 28.5
128.2 28.2
127.7 28.0

Observaciones: * MeOH/HCO,H polaridad positiva.
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Boc-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu N° Referencia
80
P. M. (g/mol)
0]
H 639.80
HNﬁ/N;S\ P.F.(°C)
NHO/ \O
25 [ _
H @) [(Z]D (C— 10,C|2CH2)
N J<
BocHN™ %o
O]
Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
C30H49N508S
C H N Cc H N

IR(Cm'l,KBr) 3465, 3362, 1720, 1677,1625, 1560, 1456, 1367.
HPLC-MS MS: 640. 3
Tipo de fuente MS2 (640.0): 584.2, 540.2, 528.2, 484.2, 338.1, 294.1, 258.0, 241.1, 214.1, 197.0
ionica: ESI* MS3 (584.2): 484.1, 214. 1
'H-NMR (8, ppm) CDCl; 13C-NMR (8, ppm) CDCls
7.32 (sa, 1H) NH amida 172.8 30.0
6.31 (sa, 3H) NH guanidina 169.0 28.5
5.56 (d, 1H, J= 8.1Hz) NHBoc 158,6 28.2
4.26 (sa, 1H) CH-CH,-CH,-CH, 156,4 27.9
3.98 (dd, 1H, J=5.8, 17. Hz) Gly 155.8 25.2
3.81(dd, 1H, J=5.2,5.9, 17.6, 18.2 Hz) 138.2 19.2
Gly 132.7 17.8
3.26 (m, 2H) CH-CH,-CH,-CH, 132.1 12.3
2.96 (s, 2H) CH,Pbf 124.5
2,57 (s, 3H) Me 117.4
2.51 (s, 3H) Me 86.3
2.09 (s, 3H) Me 81.9
1.89 (sa, 1H) CH-CH,-CH,-CH, 79.7
1.64 (sa, 3H) CH-CH,-CH,-CH, 53.7
1.46 (s, 6H) 2 X Me 43.1
1.44 (s, 9H) 'Bu 41.8
1.42 (s, 9H) 'Bu 40.3
Observaciones:. * MeOH/HCO,H polaridad positiva.
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2.3.3 TERCERA DESCONEXION (Ruta B)

2.3.3.1 Sintesis de la B-lactama

2.3.3.1.1 Sintesis de la (3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2-ona (84).

0
_Ph QN E 2
Ph\\\\@N E BrCH,CO,Me Ph™ ™ }; Pd/C \
E — S N
Ph NH 5 h © wco Me
o CO,Me 2
71 86 84

(3S)-3-Bencil-3-[(4R,5S)-difenil-1,3-oxazolidin-2-0xo0-3-il]-1-

[metoxicarbonil)metil]azetidin-2-ona 86

o Sobre una disolucién de (3S)-3-Bencil-3-[(4R,5S)-
0 I - . -
“QN g/Ph difenil-1,3-oxazolidin-2-oxo-3-ilJazetidin-2-ona 71
Ph PHE N (0.91 g, 2.29 mmol), en acetonitrilo seco (34 mL)
o se adiciond el Cs,COs (0.82g, 2.52 mmol) (la
86 CO,Me

suspension  tomd un color anaranjado) y
bromoacetato de metilo (0.325 mL, 3.44 mmol) (la suspensién volvié a tomar el color
amarillo inicial). La reaccién se calent6 a 70°C y se agitod durante 3.5h. Tras comprobar
que no quedaba producto de partida (se analizé una alicuota por RMN), se filtré la
suspension sobre celita y se lavé la celita con EtOAc (50 mL). La fase orgénica se trato
con H,0 (2 X 30 mL). El crudo se purificdé mediante cromatografia en columna con gel

de silice con Hexano/EtOAc (1:1) como eluyente. Rendimiento 82% (0.88 g).
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2.3.3.2 Proteccion y sintesis de los aminoacidos

2.3.3.2.1 Sintesis de Boc-Arg(Pbf)-Gly-OBn 89

H © H §
a) Pd/C HN— N.

HNQ‘/ N;/S\\ b) Boc,O ﬁ/ O/’S\\O

NHO. cRaA NH

¢) H,N-Gly-OBn
EDC/HOBT Hji
N N
CszH/ CO,H BocNH OBn
O

75 89

Boc-Arg(Pbf)-Gly-OBn 89

Se disolvieron (5.0g, 7.58 mmol) de Z-

H = | 0 Arg(Pbf)-OH.CHA en una mezcla de

HNﬁ/N;/S\\ N EtOAc (35 mL) y acido citrico al 5% (25

NHO O mL). La fase organica se decantd y se

H O lavé sucesivamente con H,O (25 mL) y

BocNH N%OBn con una disolucion saturada de NaHCOs
0 89 (25 mL), se secd sobre MgSO, y se

evapord el disolvente a presion reducida.
Asi se obtuvo el &cido libre con un rendimiento del 90% (3.83 g, 6.84 mmol).
Posteriormente se hidrogen6 en metanol (40 mL) con Pd/C (0.383 g) a presion
atmosférica de H, y temperatura ambiente, durante 16h. Pasado ese tiempo, la
suspension fue filtrada sobre celita y la disolucion obtenida fue evaporada a presion
reducida. (2.71g, 93% en la hidrogenacion, 84% global).

Se disolvié el aminoéacido libre (2.71g, 6.37 mmol) en una mezcla de 7 mL de
H,0, que contiene NaOH (0.28 g, 7.02 mmol) y '‘BuOH (4.78 mL). Sobre la disolucion
resultante se afiadid bicarbonato de di-terc-butilo (1.53 g, 7.02 mmol) y la mezcla se
agitdo a temperatura ambiente durante 16h. Pasado ese tiempo se acidificoO con una
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disolucién de KHSO,4 (1M) hasta pH 1-1.5 (se observo formacion de CO,) y el producto
se extrajo con EtOAc (3 X 20mL). La fase orgénica se seco sobre MgSO, y se diluyo
hasta un volumen de 5mL aproximadamente y se afiadio ciclohexilamina (0.644 mL,
6.37 mmol). Sobre la disolucion resultante se afiadio éter etilico, para hacer precipitar la
sal pura (3.03 g, 76%).

El tosilato del éster bencilico de la glicina (1,96 g, 5.80 mmol) en se disolvi6 20
mL de CH,CIl, y sobre la solucién se adicion6 una disolucion saturada de NaHCO3 (15
mL). Se decantd la fase organica y la fase acuosa se volvié a lavar con CH,CI, (2 X 15
mL). Las fases organicas se secaron sobre Na,SO, y se evaporaron en el rotavapor para
dar la amina libre (0.96 g, 100%) que se utiliz en la siguiente reaccion sin mayor
purificacion.

Se disolvieron entonces la Boc-Arg(Pbf)-OH (2.55 g, 4.84 mmol) y el éster
bencilico de la glicina (0.96 g, 5.80 mmol) en CH,Cl; anhidro (50 mL). La mezcla se
enfrio a 0°C y sobre ella se afiadio EDCI (1.30 g, 6.78 mmol) y HOBT (0.785 g, 5.81
mmol) y la reaccion se agitd bajo atmdsfera de N, durante 16h y se lavo sucesivamente
con HCI (0.1M) (2 X 10 mL) y una disolucion saturada en NaHCOj3 (2 X 10 mL). Tras
secar la fase organica sobre MgSQO, y evaporar el disolvente a presion reducida, el
producto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(CH.Cl2/MeOH 20:1) como eluyente obteniéndose el producto 89 puro (1.73 g, 54%).
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2.3.3.3 Ensamblaje del peptidomimético lineal

2.3.3.3.1 Cbz-Asp(O'Bu)-[(3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2-on-1-il]-Gly-
Arg(Pbf)-Gly-OBn 81

o< _pn 'BuO,C
CO,'Bu Ph\\\\bN s H /Ph
E ] a) Fluoruro de cianurilo
CbzNH O 7 b) Pd/C
0] COZMe
90 COzMe
86
LiOH (a
H,-Arg(Pbf)-Gly-OBn (b
(@)

Cbz-Asp(O'Bu)-[(3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2-on-1-il]-Gly-OMe 90

Formacion del fluoruro de acido:(Ref. 85,
\H(H —Ph pag. 184) Se enfrié, a —20°C y bajo atmdsfera
de N, una disolucion de Chz-Asp(O'Bu)
(1.61 g, 4.99 mmol) en CH,ClI, seco (40 mL).
Se afiadio la piridina (0.403 mL, 4.99 mmol),

'Bu0O,C

CbzNH

90 COZMe

y por ultimo se goted el fluoruro de cianurilo (2.16 mL, 24.95 mmol). La reaccién se
agito durante 1.5h a dicha temperatura y se vertio sobre agua y hielo. Se decanto la fase
organica y la fase acuosa se extrajo con CH,Cl, (2 X 15 mL). Las fases organicas se

secaron sobre MgSO, y se evapor6 el disolvente a presion reducida. Obtuvimos el
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producto 90 (1.62g, 100%) vy se utilizé en la siguiente reaccion sin mayor purificacion.
'H-RMN (8, ppm, CDCls): 7.37 (m, 5H) Ph, 5.76 (d,1H, J= 10.4 Hz) CbzNH, 5.16 (s,
2H) OBn, 4.84 (m, 1H) CH-CH,, 3.01 (dd, 1H, J= 4.4, 17.6 Hz) CH-CH,-CO,'Bu, 2.79
(dd, 1H, J= 3.9, 4.6, 17.6, 16.9) CH-CH,-CO,'Bu, 1.45 (s, 9H) -O'Bu.

Formacion de la amina: Una suspension de la ((3S)-3-bencil-3-[(4R,5S)-difenil-
1,3-oxazolidin-2-oxo0-3-il]-1-[(metoxicarbonil)metil]-azetidin-2-ona 86 (1.48 g, 3.14

mmol) y Pd sobre carbono (295 mg) en etanol se agit6é durante 24h a una presion de 150
psi. de H, y 40° C. Pasado ese tiempo la mezcla se filtro sobre celita y el disolvente se
evapord a presion reducida. El crudo (1.30 g, 97%), que contenia un equivalente de 1,2-

difeniletano, se utilizo sin purificar en la reaccion de acoplamiento peptidico.

Acoplamiento peptidico: Sobre una disolucién de ((3S)-3-amino-3-bencil-1-

[metoxicarbonil)metil]azetidin-2-ona  conteniendo 1 equivalente de 1,2-difeniletano
como subproducto (1.30g, 3.02mmol, peso de la mezcla) y N-metilmorfolina destilada
(0.83 mL, 7.55 mmol) en diclorometano seco (20 mL) a 0°C, se goteo una disolucion de
Cbz-Asp(O'Bu)-F (1.62g, 4.99 mmol) en diclorometano seco (20 mL). La reaccion se
agito durante 16h dejando que alcanzara lentamente la temperatura ambiente. Una vez
terminada, se lavd consecutivamente con HCI (0.1M) (2 X 20 mL) y con una disolucién
saturada en NaHCO3 (2 X 20mL). EI crudo se purifico por cromatografia en columna de
gel de silice utilizando una mezcla de Hexano/EtOAc (1:1) como eluyente. Rendimiento
(1.08g, 65%).

Cbz-Asp(O'Bu)-[(3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2-on-1-il]-Gly-Arg(Pbf)-
Gly-OBn 81

Formacion del
L H 0 &cido: Sobre una

/ HN._N. o
0 Y oSC disolucion de Chbz-

o o

0 9 ph NH Asp(0'Bu)-[(38)-3-
Ph/\O)kN NE o} H O amino-3-
: ©5 N%N N%O/\Ph bencilazetidin-2-on-
a1 H oo 1-il]-Gly-OMe 90

(0.3 g, 0.54 mmol)
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en THF (10 mL) a 0°C se afiadié una disolucion de LiOH.H,0 (34 mg, 0.81 mmol) en
H,O (5 mL). La disolucion se agitd a temperatura ambiente durante 1h. Tras comprobar
que la reaccion ya habia finalizado (TLC Hexano/EtOAc (1:1)) la mezcla se acidifico
con acido citrico al 5%, se evaporo el THF a presion reducida, y la fase acuosa se
extrajo con CH,CI, (3 X 5 mL). La fase orgénica se secd sobre MgSO, y el disolvente
se evapord a presion reducida. (0.291 g, 100%).

Formacion de la amina: Una disolucion del dipeptido Boc-Arg(Pbf)-Gly-OBn

89 (0.357g, 0.54 mmol) en acido férmico del 97% (3.5 mL) se agitdé a temperatura
ambiente y bajo atmosfera de N,. Pasadas 2h y tras comprobar que no quedaba producto
de partida (TLC, CH,Cl,/MeOH (20:1)) se evaporo el &cido formico en el rotavapor. El
crudo se disolvié en CH,Cl, (5 mL) y una disolucion saturada de NaHCOj3 (5 mL), se
decanto la fase acuosa que, ademas fue extraida con CH,Cl, (2 X 5 mL). Tras secar las
fases organicas combinadas con MgSQO, y evaporar el disolvente a presion reducida
(0.293 g, 95.5 %), el H-Arg(Pbf)-Gly-OBn crudo obtenido se utiliz6 directamente en la

siguiente reaccion.

Acoplamiento peptidico: En un matraz flameado bajo atmdsfera de nitrégeno, se

vertié con una disolucion del 4cido Cbz-Asp(O'Bu)-[(3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2-
on-1-il]-Gly-OH (0.54 mmol, 0.291 g) y la amina H-Arg(Pbf)-Gly-OBn (0.52 mmol,
0.293g) en CH,Cl, (20 mL). Sobre la disolucién se adicionaron consecutivamente
trietilamina (1.04 mmol, 0.145 mL), EDC (0.16 g, 0.835 mmol) y HOBT (0.99 g, 0.73
mmol). La disolucion se agité a temperatura ambiente durante 20h. Transcurrido este
tiempo se lavo la mezcla con una disolucion 0.1 M de HCI (2 X 10 mL) y con una
disolucién saturada NaHCO3 (2 X 10 mL). La fase organica se secé con MgSO4 y se
evapord a presion reducida obteniéndose un crudo que se purificod por cromatografia en
columna de gel de silice eluyendo con una mezcla de MeOH: CH,Cl, (1:25) (0.569 g,
82%). Una pequefia fraccion fue purificada por HPLC preparativo para su
caracterizacion. (Columna cromatografica Licrhosorb-Si60, eluyente CH,Cly/ 'PrOH
20:1).
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2.3.3.4 Ciclacién y desproteccién

2.3.3.4.1 Sintesis de trifluoroacetato de ciclo{Asp-[(3S)-3-amino-3-bencil-
azetidin-2-on-1-il]-Gly-Arg-Gly} 43

a) PdiC

\\b)HATU/HOAT

Ciclo{Asp(O'Bu)-[(3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2-on-1-il]-Gly-Arg(Pbf)-
Gly} 9218

108) Belvisi, A. Bernardi, A. Checchia, L. Manzini, D. Potenza, C. Scolastico, M. Castorina, A.

Cupelli, G. Giannini, P. Carminati, C. Pisano, Org. Lett., 2001, 3, 1001-1004.
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Se agitd una suspension de
la Chz-Asp(O'Bu)-[(3S)-3-
o) amino-3-bencilazetidin-2-

N .
Q{ o HN 3:0 NHG o on-1-il]-Gly-Arg(Pbf)-
)\ __ Gly-0Bn 81 (86 mg, 0.08

o) _N
J<_\/§o H N N/S\ X
HN H HJ\\)\ mmol), y Pd sobre
>/AH © \\/O carbono (9 mg) en etanol
/™ (5 mL) bajo presion

atmosférica de H, durante

92

16h. Pasado ese tiempo y tras analizar una alicuota por RMN (DMSO-dg) para
comprobar que la reaccion habia finalizado, se filtrd la mezcla a través de celita y se
evapord el disolvente a presion reducida. El crudo asi obtenido (70 mg, 0.073 mmol, 92
% rendimiento) se disolvio en DMF (seca) (20 mL) a 0°C y, bajo atmdsfera de N, se le
adicionaron consecutivamente HATU (44 mg, 0.073 mol), HOAT (14 mg, 0.102 mmol)
y DIPEA (0.076 ml, 0.44 mmol, 6 eq,). La reaccion se agité durante 30 min. a 0°C, tras
los cuales se midio el pH de reaccion cada hora humedeciendo una tira de papel pH y
afiadiendo una gota de la reaccion sobre ella. Pasadas 6h y siendo el pH=7-8 se afiadio
otro equivalente de DIPEA (0.013 mL,0.073 mmol) para mantener la reaccion a pH = 8-
9. La mezcla de reaccion se agit6 a temperatura ambiente un total de 20h, se evaporo el
disolvente a presion reducida, a una temperatura inferir a los 50 °C. El crudo se disolvio
en EtOAc (5 mL) y se lavé con una disolucion de NaHCO3 al 5%. El producto obtenido
por evaporacion del EtAcO se purificO mediante cromatografia en placa fina eluyendo
con MeOH/CH,Cl;, (1:10) (17.4 mg, 28%).

Trifluoroacetato de ciclo{Asp-[(3S)-3-amino-3-bencil-azetidin-2-ona]-Gly-

Arg-Gly} 43
@) . . .
N Se agito una disolucion de
o HN =0 NH ciclo{Asp(0'Bu)-[(35)-3-
HO o wuN\ Iy - CF3-CO,H
N~ “NH, amino-3-bencilazetidin-2-
HN H
N0
O H
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on-1-il]-Gly-Arg(Pbf)-Gly} 92 (17.7 mg, 0.02 mmol) en &cido trifluoroacético (0.3 mL)
a 35 °C y durante 1h. Pasado ese tiempo, se adiciond diisopropiléter (10 mL) para hacer
precipitar el producto final y la suspensién se centrifugo. El residuo se lavo con mas
diisopropiléter (2 X 5mL) y el producto se secO a presion reducida. Se obtuvieron 16
mg de producto, rendimiento calculado con un equivalente de &cido trifluoroacético:
117 %.



280 Capitulo 2: Modulacion de Puentes de Hidrogeno intramoleculares en ciclopentapéptidos RGD

Boc-Arg(Pbf)-Gly-OBn N° Referencia
89
P. M. (g/mol)
(@)
H 673,82
HN=-N- P.F. (°C)
O/ N\
NH 85-87
25
H @) [a]D (C— 10,C|2CH2)
N
BocNH ™ JkOBn
(@)
Formula Microanalisis
Empirica
Teorico (%) Experimental (%)
Cs3H47N508S
C 58.82 H 7.030 N 10.39 C 54.61 H 5.961 N 9.424

IR(cm™ KBr) 3446, 3343, 1752, 1682, 1555, 1456, 1390 cm™1
HPLC-MS MS: 674.2
Tipo de fuente MS2: (674.0): 675.2,618.1, 574.2, 453.1, 428.1, 384.1, 367.0, 348.1, 304.2
i6nica: ESI*

'H-NMR (8, ppm) CDCl,

13C-NMR (5, ppm) CDCl,

7.42 (1H, b.s.) Boc-NH-Arg

7.33 (5H, m) Arom.

6.14 (3H, b.s) NH-guanidina)

5.46 (1H, b.s) NH amida

5.15 (2H, s) -OCH,Bn

4.28 (1H, m) CH-(CH,);

4.15 (1H, dd, J=5.9, 17.6 Hz) NH-CH,-CO
3.97 (1H, dd, J=5.9, 5.4, 17.6, 18.1 Hz) NH-
CH,-CO

3.27 (2H, m) CH-CH,-CH,-CH,-

2.95 (2H, s) CHy(Pbf)

2.58 (3H, s) Me(Pbf)

2.51(3H, s) Me(Pbf)

2.10(3H, s) Me(Pbf)

1.90 (2H, m) CH-CH,-CH,-CH,

1.68(2H, m) CH-CH,-CH,-CH,

1.46 (6H, s) 2X Me(Pbf)

1.42 (9H, s) Boc

173.0 43.2
170.0 41.2
158.8 40.4
156.4 34.3
155.9 30.3
138.3 29.6
135.2 28.5
132.7 28.3
132.2 251
128.6 19.2
128.4 17.9
124.6 124
117.5

86.4

79.9

76.6

67.1

53.6

Observaciones:. * MeOH/HCO,H, polaridad positiva.
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Chz-Asp(O'Bu)-[(3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2-on-1-il]-Gly- N° Referencia
OMe 90
P. M (g/mol)
t
o Col_? Bu, 553.60
e
NS Punto de Fusion (°C
I ¢ -
H o N sirupo
O 25
wCOZMe [¢]5 (c=1.0,CI2CHY)
Formula Microanalisis
Empirica Tedrico (%) Experimental (%)
C62.92 H 6.37 N 7.59 C H N
IR (KBr, cm™)
HPLC-MS MS : 554.1
Fuente de iones MS2 (554.0) : 554.1, 526.1, 498.1, 453.2, 397.1
tipo: ESI* MS3 (498.0) : 470.1, 397.1
'H-NMR (8, ppm) CDCl, 13C-NMR (5, ppm) CDCl,
7.37-7.26 (m, 10H, 2 X Ph) 170.6 52.2
6.96 (s, 1H, NH amide) 170.5 52.1
5.84 (d, 1H, J= 8.31 Hz, Chz-NH) 168.3 51.2
5.12 (d, 1H, J= 12.2 Hz, -O-CH,-Ph) 167.9 42.7
5.08 (d, 1H, J= 12.2 Hz, -O-CH,-Ph) 155.9 39.0
4.49 (m, 1H, CH-CH,-COO'Bu) 135.9 37.1
4.12 (d, 1H, J= 17.6Hz, CH,-COOMe) 134.5 27.9
3.78 (d, 1H, J= 18.1Hz, CH,-COOMe) 130.0
3.69 (s, 3H, COOMe) 128.6
3.67 (d, 1H, J= collapsed, CH,, B-lactam) 128.5
3.62 (d, 1H, J= 4.9 Hz, CH,, B-lactam) 128.3
3.26 (d, 1H, J= 14.2 Hz, Bn) 128.1
3.20 (d, 1H, J=12.7 Hz, Bn) 127.3
2.86 (dd, 1H, J= 17.1, 4.4 Hz, CH,-COO'Bu) 82.0
2.58 (dd, 1H, J=17.1, 16.6, 6.3, 5.9 Hz, CH,- 68.4
COO'Bu) 67.3
1.41 (s, 9H, 'Bu)

Observaciones: * MeOH/HCO,H, polaridad positiva.
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Cbz-Asp(OtBu)-[(3S)-3-amino-3-bencil-azetidin-2-on-1-il]-Gly-

Arg(Pbf)-Gly-OBn

N° Referencia
81

P. M. (g/mol)
1095.27

Punto de Fusién (°C)

X
| 25
O [a]D (C: 10, CI2CH2)
/
Férmula Microanalisis
empirica
Tedrico (%) Experimental (%)
CseH70NgO13S
C 6141 | H 6.44 N 10.23 C H N
IR(cm™ KBr) 3456, 3343, 1757 (bs), 1663, 1550, 1461
HPLC-MS MS : 1095.3
Fuente de iones MS2 (1095.3) : 1119.2, 1117.2, 1098.2, 1097.3, 1096.2, 1095.3,1029.3, 674.3
tipo: ESI* MS3 (1095.0) : 1095.2, 1039.2, 825.1, 769.2, 741.3, 643.2.

'H-NMR (8, ppm) DMSO

*C-NMR (5, ppm) CDCl,

8.38 (1H, t, J=5.87Hz) NH (i+4)
8.23 (1H, s) NH (i+1)

8.12 (1H, d, J=7.82Hz)NH (i+3)
8.50 (1H, d, J=8.31Hz) NH (i)
7.35-7.22 (m, 15H) arom

5.12 (2H, s) -OBn

5.06 (1H, d, J=12Hz) -OBn
4.98 (1H, d, J=12Hz)-OBn

4.41 (1H, m) (ai)

4.25 (1H, m) (ai+3)

3.92 (1H, dd, J=5.87, 17.61Hz)
(ci+4)

3.85(1H, dd, J=5.87, 17.61Hz)
(ci+4)

3.77 (1H, d, J= 17.11Hz) (ci+2)
3.70 (1H, d, J= 17.11H2) (ai+2)

3.50 (1H, d, J= 5.38Hz) (ai+1)
3.36 (1H, d, J=5.38Hz) (aii+2)
3.20(1H, d, J= 14.18Hz) (Bi+1)
3.09 (1H, d, J= 14.18Hz)(Bi+1)
3.00 (2H, m, y1+3)

2.92 (2H, s, Pbf)

2.53(1H, dd,J=
4.89,16.14Hz)(Bi)

2.48 (3H, s) MePbf

2.42 (3H, s) MePbf
2.39(1H,dd,J=9.3,J=16.14Hz)(p
i)

1.99 (3H, s) MePbf

1.66 (2H, m) (Bi+3)

1.49 (2H, m) (8i+3)

1.40 (6H, s) 2 X Me Pbf

1.34 (9H, s) '‘Bu

172.2 | 1289 | 52.2
1714 | 128.8 | 51.7
170.0 | 128.6 | 44.3
169.5 | 1285 | 42.9
168.0 | 128.4 | 41.2
167.2 | 128.3 | 40.3
157.9 | 128.2 | 38.5
156.5 | 127.2 | 38.1
156.1 | 124.8 | 29.8
137.8 | 116.7 | 28.8
137.3 | 86.3 28.1
136.3 | 80.6 25.9
135.9 | 68.5 19.4
134.7 | 66.3 18.1
131.9 | 66.1 12.7
130.4 | 52.5

Observaciones: * MeOH/HCO,H, polaridad positiva
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Ciclo{Asp(OtBu)-[(3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2-on-1-il]-Gly-

Arg(Pbf)-Gly}

)%/;ON I H
o <QF0
i N

H =

S T

NH
k //Jv
N

N° Referencia
92

P. M. (g/mol)
853,00

P. de Fusion (°C)

[ (c= 1.0, CI,CHy)

5z
¢}
£
Formula Microanalisis
Experimental
Tedrico (%) Experimenta (%)
C41Hs6NgO10S
C57,73 H 6,62 N 13,14 C H N
IR(cm™ KBr) 3446, 3386, 1752, 1730, 1663, 1550, 1259, 1160, 1130
MS m/z MALDI-TOF (M+K") 891.03, (M+Na") 875.05, M 853.02, 601.08

'H-NMR (8, ppm) DMSO

8.62 (1H;t,J=5.45.9) NH i+4
Gly

8.35 (1H, s) NH i+1 B-lactama
8.26 (1H, d, J="7.8 Hz) NH i Asp
8.11 (1H, d, J= 8.8 Hz) NH i+3
Arg

7.28 —7.11 (5H, m) Arom.

4.50 (1H; m) Ha i Asp

4.17 (1H, m) Ho i+3 Arg

3.93 (1H, dd, J=6.3, 13.7 Hz) Ha
i+4 Gly

3.75 (1H, d, J= 14.2 HZ) Ha i+2
Gly

3.50 (1H, s) HPzi+1

3.50-3.11 (5H, m) Ha i+4, Ha. i+2,

HPi+1, -Bn

3.00 (2H, m) Hy 1+3 Arg

2.85 (2H ,s) CH, Pbf

2.70 (1H, dd, J= 9.3, 16.1 Hz) Hp
2.45 (3H,m) Me Pbf

2.43 (1H, colapsada) HB i

2.40 (3H, s) Me Pbf

1.54 (1H, m) HB i+3

1.46 (3H, m) HPB, & i+3

1.40 (6H, s) 2 X Me Pbf

1.38 (9H, s) '‘Bu

3C-NMR (5, ppm) DMSO
1722 [ 1286 | 41.2
171.4 | 1285 | 40.3
1700 | 1284 | 385
169.5 | 128.3 | 38.1
168.0 | 128.2 | 29.8
167.2 | 127.2 | 288
157.9 | 124.8 | 28.1
1565 | 116.7 | 25.9
156.1 | 86.3 19.4
137.8 | 80.6 18.1
137.3 | 685 12.7
136.3 | 66.3

1359 | 66.1

134.7 | 525

1319 | 522

1304 | 51.7

1289 | 443

1288 | 42.9

Comentarios:
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Trifluoroacetato de ciclo{Asp-[(3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2- N° Referencia
on-1-il]-Gly-Arg-Gly} 43
P. M. (g/mol)
H 658,58
- o H P. de Fusion (°C
e "
0
Ho—y MY N o NH
H— /%o H N)KNH . CF3-CO,H
Hoo X\AH 2 [«]® (c= 1.0, CL,CHy)
V\N 0
o) H
Formula Microanalisis
Experimental
Teorico (%) Experimenta (%)
Ca6H33F3NgOg
C47.42 H 5.05 N 17.01 C H N
IR(cm™ KBr)
MS m/z

'H-NMR (8, ppm) D,0

13C-NMR (8, ppm) DO ref. con acetona

1.60 (M,2H,CH,) (y i+3)
1.78 (dd,2H,CH;) (B i+3)

2.67 (dd,1H,CH,) (o i)

2.86 (dd,1H,CH,) (o i)

3,11 (d,1H,CH,) (B’ i+1)

3.17 (t,2H,CH,) (5 i+3)

3.47 (d,1H,CH) (B’ i+1)

3.51 (d,1H,CH,) (a i+4), (ot i+2)
3,77 (d,1H,CH,) (o i+4), (ot i+2)
3.87 (d,1H,CH,) (a i+4), (a i+2)
4.22 (d,1H,CH,) (o i+4), (ot i+2)
3.68 (d,1H,CH,) (B i+1)

3.81 (d,1H,CH,) (B i+1)

3.95 (dd,1H,CH2) (o i+3)

4.54 (dd,1H,CH) (. i)

7.03-7.28 (m,5H,arom.)

174.9 41.1
174.4 38.7
173.4 36.2
172.0 30.9
171.7 27.0
166.6 24.9
157.4
1355
130.3
129.2
128.1
65.2
56.2
52.7
51.8
48.6
44.1

Comentarios:
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2.3.4 ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

2.3.4.1 Ensayo de Inhibicion de la Adhesion Celular

Células endoteliales humanas HUVEC (ATCC Cat.No. EC304) fueron
cultivadas hasta una confluencia del 80% vy resuspendidas rapidamente utilizando
0.025% tripsina/EDTA (Sigma, USA). Las células fueron incubadas durante 20 minutos
en medio DMEM (Gibco-BRL, USA) con el péptido cRGD 43, a las concentraciones

indicadas. Los experimentos se realizaron por triplicado en tres experimentos diferentes.

4x10* células pretratadas, fueron subcultivadas en 100 pl de medio DMEM
completo/pocillo sobre placas de cultivo con 96 multipocillos recubiertas de
vitronectina durante 1 hora, e incubadas a 37°C y 5%-C02/96%-humedad, para permitir
su adhesion. A continuacion, los pocillos se lavaron tres veces con PBS para remover
las células no adheridas. La determinacion del nimero de células adheridas se realizo
mediante tincion con el colorante fluorescente DAPI y contaje utilizando citometria de
flujo (Becton Dinkinson Co.). El porcentaje de células adheridas relativo al control sin
tratar con el compuesto, se representd con la desviacion estandar estadistica en cada

punto.

En este caso las células crecen adheridas a los pocillos recubiertos de vitronectina
hasta una confluencia del 80% (recubrir el 80% de la superficie), luego se despegan con
tripsina y quedan flotando. Después se transfieren a un tubo, donde se mezcla con el
péptido y se les mantiene ahi durante 20 min. A continuacién se les vuelve a transferir a
los pocillos y se observa si se vuelven a adherir 0 no, de esa manera se mide la
capacidad de bloqueo del péptido sobre los receptores. Los ensayos se realizan por
triplicado, a cada concentracion y en tres experimentos distintos (concentraciones de 10
410°,10°, 107,10 y 107).

2.3.4.2 Ensayo de inhibicion del Crecimiento Celular

Células endoteliales humanas HUVEC (ATCC Cat.No. EC304) fueron
subcultivadas sobre placas de cultivo con 96 multipocillos recubiertas de vitronectina
durante 1 hora, e incubadas a 37°C y 5%-C02/96%-humedad, con medio DMEM
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completo y suplementado con 10% de suero fetal. Una vez que las células se adhirieron
se afiadi6 el péptido RGD en un rango de concentraciones variable entre 10*M y 10®
M.

Las células fueron cultivadas en las mismas condiciones de temperatura, CO2 y
humedad anteriores, durante 48, 72 y 96 horas. Los experimentos se realizaron por
quintuplicado en dos experimentos diferentes.

A los tiempos indicados, las céelulas se lavaron tres veces con solucién salina
(PBS) y a continuacién se cuantificd el nimero de células de una manera idéntica a la
descrita previamente en el Ensayo de Inhibicion de la Adhesion Celular. El porcentaje
de células relativo al control sin tratar con el compuesto 43, se representd con la

desviacidn estandar estadistica en cada punto.

Este ensayo es de crecimiento celular, es un modelo de crecimiento que trata de
simular el crecimiento de las paredes capilares durante el proceso de angiogénesis. Las
células crecen inicialmente unidas a las paredes de las placas debido a que estas estan
recubiertas de vitronectina y las celulas sobreexpresan el receptor de esta proteina. De
alguna forma el crecimiento cellular estd ligado a esta union entre el receptor y la
proteina, si perturbamos esta union, mediante la introduccion de una proteina que
desplace a la vitronectina, el crecimiento se inhibe y las células dejan de crecer o su
crecimiento se ralentiza. Algo similar a lo que ocurre con la inhibicion de la

angiogénesis en un organismo Vvivo.

Las células se cultivan, en cada pocillo, durante 1h y crecen adheridas al fondo
ya que esta recubierto de vitronectina, luego se les afiade el tetrapéptido y se observa la
mayor lentitud en la division, con respecto a los controles, donde no se ha adicionado el
péptido. Cada experimento se hace por quintuplicado, para cada concentracién (10, 10
5 10° 107, 10®) vy luego se duplica todo para evitar, en lo possible, el error

experimental.
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2.4:  ANEXOS DEL CAPITULO 2
ANEXO 1: Cbz-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 53

11
HlO O\
HN= N e
ﬁ/o,,S\\ 8
5 NH
4
3 H O J<
N
CbzNH 6%0
1 o
53
6
OBn
M Lo 2 7
o|Foo
E-]
10
R _ 2.0
V. :
].é ' _ a0
s %g L] L a@ a0
° . g .
_ 4 g 50
] . g 60
:
3 —70
ﬁ @ : r
g FRpm
||| |||| |||| |||||\|||||||||\|||||||||
70 6.0 5.0 40 3.0 20 10

ppm (f2)

Figura 2. 72: Espectro COSY del compuesto 53 registrado en CDCls.
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ANEXO 2: {(35)-3-Bencil-3-[(4R,5S)-difenil-1,3-o0xazolidin-2-0x0-3-il]-
azetidin-2-on-1-il}-Gly-Arg(Pbf)-Gly-tBu 64

16
15 o
H 17
N
HN .
Y O//S\\O 18

NH
14
% 13 21
1
Ph' @ j/jM o 11
h N \)kOtBU 21 17

18
64 20, 8,5 6
4
10 3 13
—f\\ — L B — T T T
45 4.0 35 3.0 14,15,16
(ppm)
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
7.0 6.0 5.0 1.0

(ppm)

Figura 2. 73: "H-RMN del compuesto 64 y la correspondiente asignacion de las sefiales.

—3.00

350

e

T T
4.00 350 2.00
bpm

Figura 2. 74 Ampliacion del espectro COSY del

compuesto 64 realizado en CDCl;.
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14,15,16

17,21

oy o
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_ :—2.0
3 Hao
E % a0
; L 50
1 { 4 -
o -
i A L 60
= . =70
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R e R
70 6.0 50
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Figura 2. 75: Espectro COSY del compuesto 64 realizado en CDCls.
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ANEXO 3: Boc-Asp(OBn)-[(3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2-on-1-il]-

Gly-Arg(Pbf)-Gly-O'Bu 50

J n L L)<=
o 5 HN >s?
o T,Ho/ o | 22
4 14 20
1 0 H 7_-pPh 1,17,21
)k NG 1
o H 3 6 I“S O 12 H ©O /
2" %o N%N 11 1§J&O/< o
16
50 H 8
10
311 946
L s O O N By N B E S B B B
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
(ppm) 18,19,20
— 7 13
2 12
I i
\\]\-\0\\\‘\\\\\\\\‘\\\\\\TJ\\/}\\\ \A\\JLL‘L\\\\ ‘ \\‘\\ \\‘\\\\\\’\k“\‘«\g\‘\ L
8 7 6 5 4 3 2 1
(ppm)

Figura 2. 76: *H-RMN del compuesto 50 en CDCl,
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Figura 2. 77: Espectro de COSY y ampliacién del espectro de COSY del compuesto 50
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ANEXO 4: Boc-Arg(Pbf)-Gly-OBn 89
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Figura 2. 78: Espectro de COSY del compuesto 89.
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ANEXO 5: Cbz-Asp(O'Bu)-BLactam-Gly-Arg(Pbf)-Gly-OBn 81
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Figura 2. 79: Espectro *H-RMN y asignacion de las sefiales correspondientes al compuesto 81

registrado en CDCls.
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ANEXO 6:

Espectros realizados enDMSO-d6 para el

estudio

conformacional del compuesto 81 Cbz-Asp(O'Bu)-B-Lactam-Gly-

Arg(Pbf)-Gly-OBn
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Figura 2. 81: Asignacion de las sefiales del espectro *H-RMN del compuesto 81 en DMSO-dS6.

'H-RMN (8, ppm, DMSO) (asignacién ordenada por BC-RMN (5,
aminoéacidos) ppm, DMSO)

7.48 (1H, d, J=9.49 Hz) NH (Asp) | 8.10 (1H,d, J=7.91 Hz) NH (Arg) 1722 [1286] 41.2
5.05 (d, 1H, J=12.6Hz) (Asp) 6.38 HNo ( Arg) 1714 | 1285| 40.3
4.97 (d, 1H J=12.6 Hz) (Asp) 4.25 (m, 1H) Ha. (Arg) 1700 | 1284|385
4.40 (m, 1H) Ha (Asp) 1.48 (m, 2H) HB (Arg) 169.5 | 128.3| 38.1
2.52 (m, 2H) HB (Asp) 1.64 (m, 2H) Hy (Arg) 168.0 | 128.2| 29.8
1.33 (s, 9H) 'But (Asp) 2.99 (M, 2H) HG (Arg) l67.2 | 12721 28.8
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2.94 (s, 2H) CH2 Pbf 157.9 124.8| 28.1
8.21 (1H, s) NH (B-Lact) 2.47 (s, 3H) Me-Pbf 156.5 116.7| 25.9
3.50 (d, 1H, J=5.06 Hz) Hp (B-Lact) | 2.41 (s, 3H) Me-Pbf 156.1 86.3 | 19.4
3.35 (d’ 1H, J=5.06 HZ) Hp (B-Lact) 2.00 (S, 3H) Me-Pbf 137.8 80.6 | 18.1
3.18 (d, 1H, J=14.1 Hz) Hy (B- 1.37 (s, 6H) 2*CH3 Pbf 137.3 68.5 | 12.7
Lact) 136.3 66.3
308 (d, 1H, J=14.1 Hz) Hy (B- 8.38 (1H, dd, J=6.09 Hz) NH (Gly2) 135.9 66.1
Lact) 3.92 (1H, dd, J=5.9,5.3, 134.7 52.5
17.5,17.17.2 Hz) Ha (Gly2) 131.9 52.2
3.76 (d, 1H, J=16.8 Hz) Ho (Gly1) 3.87(dd,2H,J=5.6,17.33 Hz) Ha. (Gly2)| | 1304 | 51.7
128.9 44.3
3.68 (d, 1H, J=16.8 Hz) Ha (Gly1) | >1 (2H.5) CH2 (Gly2)
128.8 42.9
7.32 (9H, aromat)
7.27 (6H, aromat)
i 3
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Figura 2. 82: Espectro COSY del compuesto 81 realizado en DMSO-d6
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Figura 2. 83: TOCSY del compuesto 81 en DMSO-d6
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Figura 2. 84: ROESY del compuesto 81 realizado con 400ms de tiempo de mezcla en DMSO-d6.
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ANEXO 7: Espectros realizados en DMSO-d6 para el estudio
conformacional del compuesto 92 c{Asp(O'Bu)-B-Lactam-Gly-

Arg(Pbf)-Gly}
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Figura 2. 85: Espectro de *H-RMN y asignacion de las sefiales correspondientes en DMSO
'H-RMN: & (ppm) DMSO-ds Temp= 300K BC-RMN: & (ppm)
DMSO-ds
8.30 (1H,d , J=8.19 Hz) NH (Asp) | 8.16 (LH, d, J=8.02 Hz) NH (Arg) 1722 1286 | 412
4.50 (1H, s) Ha (Asp) 6.95 HN o (Arg) 171.4 1285 | 403
2.72 (m, 2H) HB (Asp) 6.46 HNw (Arg) 170.0 1284 | 385
2.42 (m, 2H) HP (Asp) 4.19 (m, 1H) Ha (Arg) 169.5 1283 | 381
1.33 (s, 9H) 'But (Asp) 3.02 (m, 2H) H3 (Arg) 1680 | 1282 | 29.8
1.98 (m, 2H) HB (Arg) 167.2 127.2 | 288
8.34 (1H, s) NH (-Lact) 1.64 (m, 2H) Hy (Arg) 1579 11248 ) 281
3.40 (s, 1H,) Hp (B-Lact) 2.94 (s, 2H) CH2 Pbf 1965 e 259
3.23 (d, 1H, J=14.1 Hz) H5 (B-Lact)| 2.47 (s, 3H) Me-Pbf 156.1 86.3 194
137.8 80.6 18.1
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3.15 (d, 1H, J=14.1 Hz) H5 (B-Lact)| 2.41 (s, 3H) Me-Pbf 137.3 68.5 12.7
2.00 (s, 3H) Me-Pbf 136.3 66.3
3.76 (d, 1H, J=14.0 Hz) Ha. (Gly1) | 1.37 (s, 6H) 2*CH3 Pbf 135.9 66.1
3.30 (d, 1H, J=14.0 Hz) Ho. (Gly1) 134.7 52.5
8.60 (1H, dd, J=5.7 Hz) NH (Gly2) 131.9 52.2
3.95 (dd,1H,J=6.3,14.2) Ho. (Gly2) 130.4 51.7
3.18 (dd,1H,J=6.3,14.2) Ha (Gly2) 128.9 44.3
128.8 42.9
7.27-7.18 (5H, aromat)
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Figura 2. 88: ROESY del compuesto 92 con un tiempo de mezcla de 400 ms.
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ANEXO 8: Espectros realizados en D,O/H,O (10:90) para el estudio

conformacional del compuesto 43 sal de trifluoroacetato de c{Asp-B-

Lact-Gly-Arg-Gly}
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11
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NH(Ar T
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Figura 2. 89: Espectro de *H-RMN del compuesto 43 en H,0/D,0 (90:10) y la asignacién de las sefiales

correspondientes.
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Figura 2. 90: Espectro TOCSY del compuesto 43 en D,0O/H,0 (10:90).
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Figura 2. 91: Espectro ROESY del compuesto 43 en D,0/H,0 (10:90)

con un tiempo de mezcla de 200 ms.
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CONCLUSIONES

1- Se ha comprobado que en medios fluorosos la autoagregacion impide la
solubilizacion de compuestos amidicos polares. Esta autoagregacion puede romperse
mediante la formacion de puentes de hidrdgeno entre &cidos carboxilicos perfluorados y
los grupos amida dando lugar asi a la solubilizacion de amidas, carbamatos, ureas,

aminoéacidos, y algunos péptidos en disolventes fluorosos.

2- Es posible aplicar este efecto de formacion de puentes de hidrogeno en la
sintesis en medios fluorosos. Cuando se lleva a cabo sintesis en medios fluorosos con
compuestos polares, el numero de atomos de flior debe ser muy elevado. Las
interacciones de puentes de hidrogeno son lo suficientemente fuertes como para formar
complejos no covalentes con un gran numero de &tomos de fldor solubles
preferentemente en medios fluorosos. De este modo se purifican los compuestos polares
de los medios de reaccion y se evita la sintesis no facil de compuestos altamente

fluorados.

3- Cuando el nimero de atomos de fldor no es elevado, las interacciones de puentes
de hidrogeno son lo suficientemente fuertes como para disolver los compuestos en
medios fluorosos, pero no cuando se lleva a cabo una extraccion entre un disolvente
organico y un disolvente fluoroso. En ese caso el nimero de atomos de flior debe ser

mayor.

4- El compuesto Chz-Asp(O'Bu)-[(3S)-3-amino-3-bencilazetidin-2-on-1-il]-Gly-
Arg(Pbf)-Gly-OBn 81 se encuentra en DMSO en un equilibrio entre la forma extendida
y la conformacion de giro-f abierto (siendo el aspartico el resto (i)). Esta conformacion
no es lo suficientemente estable como para facilitar la ciclacion del compuesto, siendo
el rendimiento en esta etapa mas bajo de lo esperado.

5- El giro abierto se rompe al ciclar la molécula y se forma una estructura estable

con dos giros y muy activa en la inhibicion de integrinas del tipo owfs.
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ESPECTROS CAPITULO 1
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ESPECTROS CAPITULO 2
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ABSTRACT

= — — —
S— - ; o ——
s} CeFia—4
Rt A At CHCl CHaCly
Bk L
i —— B oF
0 CeFiy Rf = GHyCH.CoF T
Rf., . .Af WCHCF s | N0 Hy
i RN O Gy
L h A —_ . L

P{(CsFy ICH,Clo) = 30 : 70

P {CgFyq (GHCL) = 95 01

A dramatic solubility increase in fluorous solvents is observed for & N-di(polylluoroalkyljureas when hydrogen binding complexes are tormed
with commercially available perfluoroalkanoic acid scavengers. As a case example, analytically pure peptides and esters are oblained using

this novel separation method.

Fluorous Biphasic Catalysis' and Fluorous Synthesis® are
ensembles of synthetic techniques based on the selective
partition of perfluorinated catalysts, substrates, reagents,
products. or reagent byproducts in bilayver svstems consisting

of an organic solvent and a “fluorous™ fluid.? The success

of such approachs relies on the efficient establishment of

different phase behavior at the reaction and purification
stages,™® which, under ideal conditions, should allow the
reaction to be conducted 1in a homogeneous liquid phase and
the purification in a multiphase (two or three) liguid system
by simple separation. This criterion is fulfilled to a great

extent by catalytic processes involving hydroformylation,*
hydraboration,” C—C coupling,® and oxidations,” but its
application to stoichiometric fluorous syntheses, based on
phase-labeled substrates or reagents, 1s not trivial. Reagents
labeled with “light” fluorous tags® (Figure 1). bearing one
or two perfluorimated medium-sized chams (e.g., Cgla), are
highly desirable when compared to “heavy™ fluorous tags,
because of their lower molecular weight and their higher
solubility i pelar organic solvents (A). However, the
purification stage for “hight”™-tagged fluorous byproducts

results in a poor separation from products (B). The introduc-

(1) Horvath, 1. T.; Rabai, J. Seience 1994, 266, 72—75.

(2) Suder, A.: Hadida, S.: Ferritto, R.: Kim, S. Y.; leger, P.. Wipf, P.;
Curran, D. P. Scieace 1997, 275, 823— 826,

(3) For reviews on this subject. see: (a) Comils, B. dngew. Chem., Ine.
Ed. Engl 1997, 36, 2057-2059. (b) Curran, D. P. Angew. Chem., Int. Ed.
1998, 37, 1174—1196. {c) Horvith, 1. T. dee. Chem. Res. 1998, 31, 641—
650. (d) de Walf, E.; van Koten, G.; Declman, B.-J. Chem. Soc. Rev. 1999,
28, 37-41.

101020l 6165+ CCC: 32000 & 2001 American Chemical Society
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(4) Horvath, 1. T.; Kiss, G.; Cook, R. A Bond, I E.; Stevens, P. A;
Rabai, [.; Mozeliski, E. 1. .0 4m. Chem. Soc. 1998, 120, 3133—3143,

(5) Juliette, 1. 1. Horvath, 1. T Gladysz, 1. A, Angew. Chem., Int. Ed.
Engl. 1997, 36, 1610—1612.

(6) Kleijn, H.; Rijnberg, E.; Jastrzebski, I. T. B. H.: van Koten, G. Gz
Lerr. 1999, [, 853—835,

(7) Klement, 1; Litjens, H.; Knochel, P. dngew. Chem., Int. Ed. Engl.
1997, 36, 1454— 1456,

(8)Curran, D P Luo, Z. J dm. Chem. Soc. 1999, 121, 9065—9072,
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reaction
Su + @‘F'E + (FrBy
substrate  reagent product reagent by-product
(fuorous) (fluorous)

F © “Light" fluorous tags: [CzFyal, (n=2)

reaction: fast separation: poor
e ] Y — —= (B)
Su—= Pr+ F-By F-By + Pr
onganic chganic
F— —— S— —
F-Re fluorous F-By Muereas
- — . L_ _

7
reacton: siow separation: good
——————— e c— —
su--» Pr+ G-y A Br
[ organic onganic
e — _— —
G— Re fuorous 6‘ By Muorows

G: "Heavy" flucrous tags: [CaFqgl, (02 3)

Figure 1. The reaction/separation antagonism for the stoichiometric
reaction of a fluorous-labeled reagent (F-Re): increasing the number
of perfluorinated chains improves separation but hampers the
reaction.

tion of more heavily fluorinated labels is only an apparent
solution to this problem, bec
atoms required to ensure efficient byproduct purification (I})?
has labilities in the reaction step (C) which becomes very

1se the large number of fluorine

slow (or does not take place at all) because it is difficult for
the fluorous reagent to cross the phase boundary.

Herein we report on a novel scavenging method'! based
upen the unprecedented concept of intermelecular hvdrogen-
binding interaction in fluorous medium'? that improves the
liquid—liquid separation step (B) for “light” fluorous tags.
To describe the “proot-of-principle™ of our strategy. we
devised hydrogen acceptor/donor systems formed by NV~
dialkylureas and perfluoroalkanoic acids. This choice was
supported by the following facts: (a) NN -dialkylureas (i.e.,
NN -dieyelohexylurea) are the prototypical reaction byprod-
uets of carbodiimide-promoted reactions, including the very
important peptide synthesis:' (b) perfluoroalkancic acids
have superior hydrogen-binding capabilities than their alkyl
or arvl homologues toward amide-like hydrogen acceptors:™

(9) Hughes, R. P.: Trujillo, H. A. Organomeraliics 1996, 15, 286—294.

(10) Three methods have been proposed toattain a homogenzous reaction
medium able to dissolve slightly polar organie substrates and fluorous
reactants bearing three or more perfluorinated chains: (a) Temperature-
promoted fusion of toluene/perfluorchexane or similar biphases: see ref |.
(b) Supercritical COz. see: Kainz, 8. Koch, D.; Baumann, W.; Leitmer,
W. Angew. Chem., Int. Ed. Engl 1997, 36, 1628—1630. (c) Partially
fluorinated solvents, such as benzotriflucride (BTF), see: Ogawa, AL
Curran, D. P J Org. Chem. 1997, 62, 450—451.

(11} The fluorous amine [{ CFnCHACH:)381CHACHOH;;NH has been
used for an automated urea synthesis as isocyanate scavenger by covalent
bond formation. Linclau, B.: Sing, A. K. Curran. . P. /. Org. Chem. 1999,
64, 2835—2842.
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and (¢} perfluorcalkanoic acids are commercially available
compounds.

Thus, N N'-dhalkylureas 3 and 4 bearing, respectively, one
and two fluorous tags were readily prepared from amines
2'5 (Scheme 1) by addition to alkyl isocvanates or by

Scheme 1
Rf-(CHz)p= a
1 c F1306V’-N-J'L-N-'J\
ab {95%5) H H
1
Rf-(CHz—NHz —| 3
2 by
d RIHCHzlN ™ “N-(CHg)o-RI
oo

4a Rf=CF3 n=1 (46%)
4b Rf= CyFy n=2 (#1%)
4c Rf=CaFa. n=2 (83%)
4d Al = CygFyy, =2 (98%)

a NaNj. b. Hp Pd-C. ¢ 'PrN=C=0. d. (C1,CO},C=0, NaOH,
Ha0, CHzCI;

carbonylation with triphosgene'® in overall vields ranging
from 41% to 98%, Polyfluorinated NN -dialkylureas 4a—d
were colorless or white solid compounds sparingly soluble
in CHaClz (twpically, 0.3—0.6% at 25 “C) and. surprisingly,
still less soluble in CgFig (= 0.1%). Our finding was that ureas
4a—d dissolved immediately upon the addition of 1 equiv
of most of the polvfluorcalkanoic acids Sa—d in a biphasic
CHZCl/CgF g system (Scheme 2y The gravimetric determi-
nation of the partition coefficients Peg oo, at 25 °C
revealed ratios as high as 99/1 for complex 4e-5a, bearing
medium-size fluorinated chains (R = CgF3).

Scheme 2
O

Q
Ri={CHa) "N~ “N=(CHz)-Rf = - (CHa), R
H H HO

4a Ri= FC n=1 58 Rf= FsCs N=0
4b Ri= FoCy N=2 5b A= Fy0s n=1
4¢ Rf= FyCg n=2 5¢ Rf= Fy 0y n=2

ad Ri= FaiCyp N=2 5d Rf= FseCi7; N=0

.0
[Rif-{CHz) HN]2C=0 | » ‘FECH;,‘I,. -Rf
©HI

Complex P R — Complex P icor i cHatl)
3-5a 40 {60 (CHCls) 4d-5a emulsion
da5a 7723 (CHCIp) 4c5h 98 /2
4b-5a 4674 (CH Gl 4c+5¢ 895/5
4e:5a 99/1 (CHZCI5) 4c:5d emulsion
4c'5a 46/4 (CHCly) aa-5d B3 AT

desSa 90710 (MeCN)

Org. Lett, Val, 3, Mo, 15, 2001
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Replacement of dichloromethane by more coordinating
solvents, such as acetonitrile, gave moderately lower partition
coelficients. Experiments to determine the minimum number
of fluorine atoms in the urea component to attain an efficient
partition indicated that less fluorinated ureas 4a and 4b gave
unsatisfactory values with either medium-sized (complex
4a-5a) or long-sized perfluoroalkanoic acids (complex
4a+5d). On the other hand, perfluoroheptanoic acid Sa was
also more efficient than their pony-tailed counterparts Sb or
Se¢ bearing, respectively, one or two methylene spacers and
also than long-sized acid 5d. Urea/acid 1:1 complexes were
isolable waxy solids or viscous liquids. For instance, 4e-5a
was a slable noncrystalline solid at room temperature but
dissociated slowly on heating under vacuum (90 °C/1074
Torr; 4 hy allowing the quantitative recovery of the pure urea
e (98%) and the sublimated perfluorcheptanoic acid 5a
(9020

Even though the precise nature of the urea—acid hydrogen
bindings is not fully clear at present, a FTIR comparative
analysis (Scheme 3) of 5 % 1073 M solutions of 4¢, Sa, and

Scheme 3

1630
FiaCe-._ {\0 J/CEF' 1776 IH-O\H;CEFH
\NJ-LT L\O H‘,Q
_‘\ -
AT TN FiaCg~ O -« 3106
3324
(4€), {58}z
} CeFia 1} CeFaa
1686*
FIGCE\Lt\ CeFra 1815
[} /r . 3560
o]
'r'/LLN-\ : FisC (‘E’H
138
H H 3451*
ac 5a
1 CEF14

/0 CEF'IEI
FiCe 50 [ \]cf_\
12l h\o Yok
41752
“NJLN\'\*_
I - 3465
' K‘ 337
3482

CeFig

dc-5a

I:1 mixtures of 4e and Sa showed that changing the solvent
from CHZClp to Cgl iy dramatically enhaneed the dimerization

(12) Fully flusrocarbon-soluble coordination complexes of Mnill) per-
fluorcearboxylates and perfluorinated triamines have been described
recently. See: Vincent, I-M.; Rabion, A; Yachandra, V. K.; Fish, R. H.
Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1997, 36, 2346-2340,

(13) For reviews, see: (a) Mikolajezyk, M.: Kielbasinski, P. Tetrahedron
1981, 37, 233—284. (b) Williams, A.; Ibrahim, 1. T. Chem. Rev. 1981, 81,
SRBO—636.

Org. Lett, Vol. 3, No, 15, 2001

of the acid Sa, the autoaggregation of urea 4e, and the
formation of complex 4e+Sa. Urea 4e was present in CHp-
Cly essentially as a nonassociated species [3451 em™! (N—
Hy: 1686 ™ (CONH amide-T): 1340 cm™ (CONH amide-
1] In Cal s, however. no free urea could be detected and
the N—H and C=0 amide-I bands shifted to lower frequen-
cies [3371 em™'and 3324 em™! (N—H): 1630 e~ ! (CONH
amide-1)], while the CONH amide-I1 band appeared at higher
frequencies (1575 em™'). consistent with the formation of
C=()+--H—N autoaggregation bindings.

AL mixture of 4e and Sa in CHa(Cls showed, in addition
to the peaks previously mentioned, three strong bands in the
carbonyl region [1752 em™ (C=0 of Sa, associated with
the urea NHy 1640 em™! (CONH amide-1), 1563 em™!
(CONH amide-I1)], assigned to 4e+5a. In CgFy a similar
behavior was observed. but the free de carbonyl band could

not be detected. indicating that the equilibrium was com-
pletely shifted to 4e-Sa. Furthermore, a new band at 3482
em™! appeared. which was consistent with the free N—H
stretching band present in 4¢-5a.l7

To check the elficiency of this new separation technique
for “fluorous synthesis”, some exploratory reactions based
on the use of the dehvdrated carbodiimide eounterpart of
the urea 4¢ were investigated (Scheme 4). Carbodiimide 6'%

Scheme 4¢

a
4c F‘SCB\““AN=G=N/‘\“/C5F13
(98%)
6
[
R'CONHAZ R'COM R'COZ'Bu
7a Cbz-Ala-Phe-OMe 8a Chz-Val-O'Bu
7b Boc-Aib-Phe-OBn 8b BocHn. | co.tau
7¢ Cbz-Ala-Val-OlMe Nl
7d Bac-Aib-Aib-0'Bu o PMP

() PhyPBry, NEL;, CHaCla/CgFpy: (b) 6, HaNRZ (¢) 6, HOtBu,
DMAP (0.1 equiv). PMP: CgHyOMe-p.

was a stable and storable hquid, conveniently prepared by
the reaction of urea 4e with triphenylbromophosphonium
bromide and triethylamine! in a CHiCly/Cal'y4 biphasic

(14) Crystalline adducts of linear oligomers of Nylon-6 precipitated from
triflorcethanol solution with perflucroglutaric acid, but not with nonflueri-
nated diacids. See: Aharoni, 8. M.: Wasserman, E. Macromalecules 1982,
13,20-25,

(15) Trabelsi, H.; Szényi, F.; Michelangeli, N.; Cambeon, A, J. Fluorine
Chem. 1994, 69, 115—117. None of ureas 4a—d has been described yet.

(16) Carrea, A.; Denis, 1-N.; Greene, A. E. Synth. Commun. 1991, 21,
1=9.

(17 Application of the NMR titration method allowed the estimation of
a weak association constant (K, = 37 ML 25 °C) for 4e-5a in CD:CI;
ohserving the shift of the NH protons in fast dynamic exchange [3{4e) =
4.53 ppm; d(4e-Sa)= 5.01 ppm]. whereas the autoaggregated nature of 4e
in CsFy (CDCla as external standard) prevented from a reliable determi-
nation of K, for 4e-5a. In both solvents, no formation of complexes of
higher stoichiometry than 1:1 could be detected when an excess of Sa was
added. For methods of determination of association constants by NMR,
see: Fielding, L. Tetrahedron 2000, 56, 6151—6170.
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solvent medium. Simple separation and evaporation of the
fluorous phase afforded the pure product 6 in 98% 1solated
yield, thus setting the stage for the efficient recyeling of urea
4c.

Condensation reactions carried out in a biphasic CHaCla/
CalF g medium proceeded to give good yields of dipeptides
Ta—d after being washed twice with a solution of perfluoro-
heptanoic acid in perfluorchexane and once again with
perfluorchexane ®® This isolation technique was also compat-
ible with ternary systems, including acidic aqueous solutions,
to separate basic compounds (i.e., 4-(N.N-dimethylamimo)-
pyriding), as illustrated in the case of fert-buty] esters 8ab.
The '"H NMR (500 MHz) spectra of crude products showed
essentially epimerization-free pure products with no traces
of fluorous byproducts, whereas a more accurate determi-
nation of fluorous vrea 4e by GC-MS analysis, using
phenanthrene as internal standard. gave concentrations in the
range (1. 1—0.3% {Table 1).

(18) For another synthesis of catbodiimide 6, see: Trabelsi, H.; Bollens,
E.: Jouani, M. A.; Gaysinski, M., Szényi, F.; Cambon, A. Phosphorous,
Sulfur Silicon 1994, 90, 185—191.

(19) Paloma, C.; Mestres, R. Synthesis 1981, 373374,

(20r) Preparation of peptides Ta—d: equimolar amounts of N-protected
amino acid, o-amino ester and 6 (3 3 1074 mol each) in CH1Clz (1 mL),
and CeFia (1 mL) were stirred at room temperature for 16 h, The mixture
was washed successively with perfluorcheptancic acid (0.4 M in CgFpq,
0.5 mL 3 2) and CgFpy (0.5 mL). and the CH,Cl; phase was separated and
evaporated. Preparation of fert-butyl esters 8a,b: a biphasic mixture (CHz-
Cly/CeFy: 1.5/1.5 mL) of carboxylic acid (4.6 = 107% mal), rert-butyl
alcohal (5 x 1074 mol), 4-(NN-dimethylamino)pyridine (5 ¢ 10~ mol),
and 6 (5 3 104 mol) was stirred at room temperature for 18 h. Agqueous
HC1 (1 M, 1 mL) and perflucreheptancic acid (3 » 10+ mol) were added,
and the central CHaClz phase was washed successively with perfluonchep-
tanoic acid (0.5 M in CgFry, | mL) and CgF14(0.5 mL). Evaporation of the
CH:Clz phase gave the product.

(21) Gibson, F. G.; Park, M. S.; Rapoport, H. J. O Chem. 1994, 59,
7503—7507.

(22) Dudash, 1; Jiang, 1.; Mayer, 8. C.; Joullie, M. M. Spnth. Commun.
1993, 23, 349—-356.

(23) Chevallet, P.; Garrouste, P.; Malawska, B.; Martinez. |. Tetrahedron
Letr. 1993, 34, 7400—7412.
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Table 1. Condensation Reactions Promoted by Carbodiimide 6

[see ref 20]

yield residual 4¢ lo?

(%) (%) mp (°C) exp. (solvent) lit.
Ta g1 0.2 100—101 —9.0 (EtOH) —8.3%1
h 85 0.2 94-95 +5.1 ({CH2Clz)
Tc 85 =0.1 B2—-84 —27.9 (CHCl)  —30.8*2
7d 73 =01 oil
Ba 85 =0.1 oil —21.5 (EtOH) —23%
8h 95 0.3 55—56 +37.2 ({CH2Clz)

@ Determined by GC-MS3 analysis of the reaction crude.

In conclusion, the examples described here illustrate a

novel solution to the reactivity/separation problem of

stoichiometrie “fluorous synthesis” and set the basis for
further strategies based upon the new concept of fluorous

chain multiplication through hydrogen binding interactions.
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COMPOUND NAME. N,N'-bis-(1H,1H .2H 2H-Perfluorooctyl)carbodiimide

Authors: Claudio Palomo. Jests M. Aizpurua and lraida Loinaz, Departamento de Quimica

Organica-1. Universidad del Pais Vasco. San Sebastian 20018, Spain: email: gqppaiipji@sc.chu.es

Reaction:
Step A Step B
1) NaNgz, Aliquat (cat.)
H,0O, 90 °C, 18 h (Cl3C0)2CO, NaOH
CoF 1z, EERED e S
2) Hy, Pd-Ccat.), Et,0 c CHsClp, Ho0
20°C,1h 88% 0-20 ‘C, 5h
Step C
X
PhzPBra, EtaN
CeFia CsF1a arErz Bl
B ]d\/\N N/\v 613 CBFIS\/\N=0=N/‘\VGSF1B
H H CH2Cla/CgF 14
) 0-20°C. 16 h
919% 99%

Reagents: 1 /.1 H.2H.2H-Perfluorooctyl iodide [2043-57-4] was purchased from Fluka A.G. and
perfluorohexane [355-42-0] from Fluorochem Ltd. Methyltrioctylammonium chloride (Aliquat®™

336) |5137-55-3] was available from Acros Chemical Company. Triethylamine was distilled

over calcium hydride prior to use. All reagents and solvents were used without purification.

Experimental Procedures:

Step Ao TH TH 2H, 2H-Perfluoroocivi amine: A 530-mL, three-necked. round-bottomed flask

equipped with a magnetic stirrer. thermometer and reflux condenser is charged with sodium

azide (2.60 g, 40 mmol), water (6.00 mL), [H 1H.2H2H-perfluorooctyl iodide (4.89 ml., 20
o

mmol) and methyltridecylammonium chloride (Aliquat® 336) (0.40 g. 1 mmol). The mixture is

heated overnight to 90-100°C (oil bath) under stirring and then is cooled to 0°C. The lower
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phase, consisting of pure 1H. 1H.2H.2H-perfluorooctyl azide, is separated by decantation using a
pipette (7.70 2. 99 %) and used without purification in the next step. A high pressure
hydrogenator’ equipped with a mechanical stirrer and temperature controller is charged with
diethy] ether (150 mL.). 10% Pd-C (150 mg) and 1H.1H.2H.2H-perfluoroocty] azide (7.70 g, 19.8
mmol). Hydrogen pressure is set at 150 psi and the mixture is hydrogenated over 1 h at 25°C.
The hydrogenator is slowly depressurized. purged with fresh hydrogen® and the hydrogenation is
continued at 150 psi and 23°C for 16 h. The reactor is depressurized again and the resulting
ethereal solution is filtered through a pad of celite in a funnel. The celite is washed with dried
diethy!] ether (20 mL) and the solvent is carefully evaporated under reduced pressure (20°C/
20mmlHg) to afford the product as a colorless liquid: yvield. 9.39 g (88%): '"H NMR (CDCly) d
1.30-1.21 (s 2 H). 2.34-2.17 (m, 2 H). 3.04 (1. 2 H. J = THz): "C NMR (CDCl3) 8 34.3 (sy).
347 (4 Jep= 21 Hz). 125-140 (m).

Step B. NN-bis(IH, {1H 2H 2H-Perfluorooctylurea: A solution of triphosgene (2.60 g. 8.80

mmol) in CHzClz (13 mL) is added dropwise to a stirred cold (0°C) mixture of the corresponding

of the mixture to room temperature is continued for 3 h. while a white precipitate is observed.
The CH,Cls is evaporated directly from the mixture (rotavapor. carefully because of the foam)
and the solid is dissolved in diethyl ether (30 mL) and washed with brine (5 x 35 mL) until
neutrality. The organic layer is dried (MgS0y). evaporated and the product cryvstallized from
methanol (50 mL): yield, 9.03 g (91%): "H NMR (CDCl3) & 2.48 (m. 4 H). 3.70 (sy. 4 H). 6.48
(8. 2 H): "CNMR (CDCl3) 8 32.8 (1. Jep = 21 Hz). 33.9. 139,

Step C. N N'-bis-(IH {H2H 2H-Perfluorooctvl)carbodiimide: A suspension ol N.N'-bis-
(1H IV H.2H.2H-perfluorooctyljurea (9.03 g. 12.0 mmol) in perfluorohexane (45 mL) is stirred in
a dried flask under nitrogen at 0°C and a solution of triphenylphosphine (9.44 2. 36.0 mmol) in

CH2Cl: (90 mL) is added. Then, bromine (1.84 mL.. 3.75 2. 36.0 mmol) is added dropwise until

161
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a drop gives a persistent yellow color to the upper CH:Cls solution. Finally. triethylamine (8.36
mL. 60 mmol) is added dropwise and the reaction is vigorously stirred at 0°C for 15 min and at
room temperature for 16 h. The lower fluorous colorless solution is separated with a syringe and
placed in another flask under nitrogen. The remaining CH>Cls; brown suspension is extracted
twice with perfluorohexane (8 mlL x 2) and the combined fluorous solution is evaporated in the
rotavapor to afford pure carbodiimide as a colorless liquid:® yield. 8.72 g (99%): 'H NMR
(CDCl3) & 2.29-2.5 (m. 2 H), 3.59 (1. 2 H. ] = 7 Hz): "C NMR (CDCls) & 32.3 (1. Jep = 21 Hz).

38.5 (5). 105-125 (m). 139.0 (s).

Discussion:

N, N'-Dialkvlcarbodiimides are among the most popular dehydrating reagents. widely used in
despite the purification difficulties often met to separate by product N.N'-dialkylureas from polar
reaction products (typically, peptides). A chromatography-free fluorous version of the peptide
synthesis. based on the use of NN-bis-(1H.1H.2H.2H-perfluorooctyl)carbodiimide. has been
described recently as an alternative to the existing methods.”

Thought a different synthesis of N N-bis-(1 A, 1H.2H.2H-perfluorooctyl)carbodiimide has
been reported™ 1o take place in 86 % vyield from 14, 1H2H.2H-perfluorooctyl azide and
LH TH2H 2 H-perfluorooctyl isocyanate by means of triphenyliminophosphorane intermediates.
the method requires a careful final distillation to purify the product. The use of NN
bis(1H.1H.2H.2 H-perfluorooctylyurea as carbodiimide source.” combined with a fluorous
protocol consisting of phase separation and evaporation. circumvents such a problem and ensures

the reuse of spent fluorous materials.'”

References:
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L. Phase transfer-catalyst presented as a liquid mixture of Cg and Cis chains with Cs
predominant.
2. " NMR(CDCI3): 3.62 (t. 2H. J= 7.0), 2.5-2.3 (m. 2H). The presence of trace amounts of’

Aliquat™ 336 in the product is irrelevant for subsequent reactions.

3. Model Parr-4842 from Parr Instrument Company. Volume: 350 mL, max. pressure 3000
psi.
. An increase of pressure may be observed due to the nitrogen evolved during the reaction.

To attain a complete transformation to the amine it is necessary to purge periodically the

nitrogen formed during the reaction.

5. Storable under nitrogen for several months at —20°C.
0. C. Palomo, I. M. Aizpurua. 1. Loinaz. M. I. Fernandez-Berridi. L. lrusta, Org. Lett. 2001,

3.2361-2364. See also the accompanying procedure.

a) H. Trabelsi. E. Bollens, M. A. Jouani, M. Gaysinski. F. Szénvi. A. Cambon.

Phosphorous, Suffur Silicon 1994, 90, 185-191. b) E. Bollens, F. Szonyl, A. Cambon,

German Patent. 1990, DE 4016071.

8. H. Trabelsi, F. Szényi, N. Michelangeli. A. Cambon, ./ Fluorine Chem. 1994, 69, 115-
L7 THUH.2H 2 H-Perfluorooctyl amine has been previously prepared in 83% vield by
reduction of [-1H. 1 H.2H.2H-perfluorooctyl azide with 98% hydrazine and Raney nickel
at 60°C.

9. C. Palomo. R. Mestres. Svathesis 1981, 373-374.

10, Several runs of reaction C using recovered N.N-bis(1H.1H.2H.2 H-pertluorooctylurea

alforded carbodiimide vields above 93%.

-
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COMPOUND NAME. tert-Butoxycarbonyl-a-aminoisobutyryl-o-aminoisobutyric Acid
Benzyl Ester (Boc-Aib-Aib-OBn). Peptide Synthesis with a Fluorous Carbodiimide

Reagent.

Authors: Claudio Palomo. Jesis M. Aizpurua and Iraida Loinaz, Departamento de Quimica

Organica-1. Universidad del Pais Vasco. San Sebastian 20018, Spain: email: gppaiipj(@sc.chu.es
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Reagents:

NN-bis-(1H1H.2H .2 H-perfluorooctyljcarbodiimide [133600-23-4] is prepared from urea 2
following the method described in the accompanying procedure and a-aminoisobutiric acid
benzyl ester (H-Aib-OBn) [55456-01-1] is prepared according to the literature procedure.’
Perfluoroheptanoic acid [375-85-9] and perfluorohexane [355-42-0] are commercially available

from Fluorochem Lid. All compounds are used without purification.

Experimental Procedure:
A flame-dried 50-mL round-bottomed flask equipped with a magnetic stirrer is charged with dry

CH2CL (10 mlL). benzyvl a-aminoisobutyrate (0.48 g. 2.5 mmol) and o-rert-
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butoxyecarbonylamino-isobutyric acid (0.51 g. 2.5 mmol) under nitrogen atmosphere. A solution
of bis-(1H.1H.2H.2H-perfluorooctyl)carbodiimide 1 (1.97 2. 2.7 mmol) in perfluorohexane (10
ml.) is added and the biphasic mixture is vigorously stirred for 24 h at room temperature.
Perfluoroheptanoic acid (0.91 g. 2.5 mmol) is added to the resulting suspension. the mixture is
stirred for 5 min.” and the fluorous phase (lower) is separated with a syringe. The washing is
repeated using successively a solution of perfluoroheptanoic acid (0.36 g. 1.0 mmol) in
perfluorohexane (5 mL) and perfluorchexane (5 ml). Evaporation of the dichloromethane
solution provides the pure product. vield: 0.70 g (74%): "H NMR (CDCls) & 1.42 (s. 12H). 1.55
(s. 9H), 4.97 (s. 1H). 5.15 (5. 2H). 7.33 (m. SH). “C NMR(CDCly): 24.5, 25.4, 28.2, 56.2. 56.7,

67.0. 721, 128.0, 1281, 128.4. 135.7, 154.8, 173.8, 174.3.

Recovery of urea 2: The fluorous solutions are combined and evaporated in a 20 mL flask to
give a syrup consisting of the impure urea/perfluorohexanoic complex 3. Kugelrohr distillation
is carried out cooling the collecting bulb tubes with an acetone/dry ice bath (=78°C). After 3 h
heating at 110°C/0.02 torr, perfluoroheptanoic acid is separated (1.16 g. 91% recovery). The
solid residue in the oven flask is erystallized from methanol to afford pure urea. vield: 1.76 g (87

% recovery).

Discussion: The noncoded peptide sequence -Aib-Aib- occurring. for example, in peptaibol

antibiotics” is a prototypical case of difficult coupling between hindered ., a-disubstituted «-
. sa 4

amino acids.

Dehydration reactions using fluorous carbodiimide 17 are conducted under standard
peptide synthesis conditions, as exemplified by the preparation of building block Boe-Aib-Aib-
OBn.** An important advantage of the method is the easy removal of urea 2 byproduct by
simple addition of perfluoroheptanoic acid to the reaction mixture. followed by

perfluorohexane/dichloromethane phase separation. Under these conditions. hydrogen bonded
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complex 3 and eventual traces of the starting carbodiimide partition very preferably to the

fluorous phase. leaving almost pure peptide in the dichloromethane layer.
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