ESTUDIO OF PSEUDOPEPTIVOS
B-LACTAMICOS
CONTFORMACIONAL MENTE
RESTRINGIDNOS. APLICACION AL
DISENO DFE ANALOGOS DEL
NEUROPEPTING PLG






INDICE

1. INTRODUCCION....ciiittttiiiiinnntieeeensstscsssssssssssssssssssssssssssssses 11
1.1 Péptidos girados y peptidomimetiCOS........couvevvveviiiissiiiiinssesisssesssssmesnanes 11
1.1.1 Estructura secundaria y actividad biologica...............ceevuueeiiiniiiinnnn 11

1.1.2 Péptidos p-girados: estructura y relevancia bioldgica.................uueee..... 12

1.1.3 Bloqueo conformacional en péptidos: aminodcidos conformacionalmente

restringidos y lactamas de Freidinger...........coovvviiniiiiiniiiiinninnnnniiciinnnnnnnn 16
1.2 Peptidomimeéticos f-lactmiCoS.......cceeueeiiinriiiinoiniiissiisisnsissensscssnssssnases 17
1.2.1 Miméticos f-lactamicos: el modelo f-LSAD............c.ueeieiieiiiiinriiinnnne 20
1.2.2 Otros péptidos P-lact@micos..........cevveviiiinniiiinnriiiissiesissssssnnssccsnnss 21
1.3 Peptidomiméticos de melanostating (PLG)............ccceevviiiiniiiiinninnnsnnseesnnns 23

1.3.1 PLG como modulador alostérico de receptores dopaminérgico D;: posible
interés en la enfermedad de ParKinSon...........c.ccveuvvinvssvivieineiesinnscoiensscennns 23

1.3.2 Interaccion PLG-proteina: receptores dopaminérgicos D; y ciclo de las

PPOTCINAS Guuvvvnnnnniiiinniiiinnereiissseosssssosesssessessmsssssssosssssmssssssssssnsssssnssssssns 27
1.3.3 Conformacion bioactiva de la PLG............coeeieeviiinneiiiisniiiisnseesns 30
1.3.4 Actividad bioldgica de andlogos de PLG..............ccuuevviiieieiiiiinnieiinnn 32

1.3.5 Antecedentes f-laCtAMICOS....ueeceeueeeeosssuereossssnsvosinnsisnssnssssssssosssssessessnn3S

1.3.6 Estudios biologicos in Vitro € il ViVO.....ceeeeesseveineiiiaronnniosnecsssosssossssens 39

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS...cuuiiiiiiiiiniiiiiiinnrimmsesessiccsssnnnsscnes 44
2.1 Diserio de pseudopéptidos f-lactamicos multitopicoS...........eeevvevvveiinnreeinnnn 44
2.2 Analisis conformacional de pseudopéptidos f-lactdmicos...............ceeueevvnnnn. 46



2.3 OBJOLiVOS..coceuriiiiiniiiiineiiiimmmneissseesssstesessstosssssssssssosssssssssssssssssnssssssns 48

3 RESULTADOS Y DISCUSION ....cccvvueeerrrnneeereenneneeerenneeeseens 55

3.1 Sintesis de dipéptidos p-lactamicos enantiopuros (scaffolds) del tipo PG-(f3-
Lactam)-(Aa)-OH..........ccoeivnuniiiiniiiisesiiessisessssssscsssesssssssssssssssssssscssanns 55
3.1.1 Alquilacion de a-alquil-o-amino-N-alcoxicarbonilmetil-f-lactamas..........56

3.1.2 Condensacion intramolecular de f-azaalaninas a-sustituidas...................60

3.2 Sintesis y andlisis conformacional de peptidomiméticos p-lactamicos...............66
3.2.1 Sintesis de miméticos f-lactamicos Ac-(f-Lactam)-(Aa)-NHMe y Boc-(f-
Lactam)-(Aa)-Aib-OH portadores de residuos N-y C- terminales aquirales......... 67

3.3 Analisis conformacional de miméticos portadores de residuos N-y C- terminales

aquirales: Ac-(f-Lactam)-(Aa)-NHMe y Boc-(f-Lactam)-(Aa)-Aib-OH.................72
3.3.1 INIrOAUCCION. .....eeuneeiiiniiineiiiniiiniiieiiieeiiietiistiinteiiseenstcissesnsmnnnns 72
3.3.2 Analisis conformacional de los modelos Ac-(f-Lactam)-(Aa)-NHMe...........75

3.3.3Analisis conformacional de los modelos Boc-(f-Lactam)-(Aa)-Aib-OH......... 91

3.4 Sintesis de peptidomiméticos f-lactamicos portadores de residuos N-y C-

terminales quirales: Boc-Ala*-(f-Lactam)-(Aa)-Ala*-NH;.......cccoueevievieiinnnen. 102

3.5 Analisis conformacional de miméticos f-lactamicos portadores de residuos N-y

C- terminales quirales: Boc-Ala*-(f-Lactam)-(Aa)-Ala*-NH;........cccccveueeee... 105

3.6 Sintesis, andlisis conformacional y evaluacion bioldgica de los andlogos [3-

lactamicos de la melanostating (PLG)...........ccoiiiiieeviiiiiiiissnnsiicesiessssssccnes 125

3.6.1 Sintesis de los andlogos p-lactamicos de PLG a,a’-tetrasustituidos.... ........126



3.6.2 Anadalisis conformacional de pseudopéptidos p-lactamicos andlogos de

3.6.3 Evaluacion de la actividad alostérica de andlogos de PLG mediante estudios
de fijacion de radioligandos (binding) a receptores dopaminérgicos D, y proteinas G
acopladas en membranas de caudado humano postmortem................ceeuvvennn. 147

3.6.3.1 Experimentos de competicion de [3H]espiperona por (+)-butaclamol y
de saturacion con [3H]espiperona en membranas de caudado humano
2R 71 2 e 148
3.6.3.2 Experimentos de competicion de [3H]espiperona por (-()NPA en
membranas de caudado humano postmortem en ausencia de
GDD(INH)P o oooonnriiiinniiiinnsieiisstostssstosssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 150
3.6.3.3 Experimentos de competicion de [3H]espiperona por (-()NPA en

membranas de caudado humano postmortem en presencia de

GPPNHDP ..voveenveeevveeveeereeeiseesssesssesssessesassessseesssessseensssnsmns 155

4  CONCLUSIONES.....ccccotttnnnnnnntttecccssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssns 163
S PARTE EXPERIMENTAL....cccttiiitiitieeeneceencccccccccssccccccnns 167
5.1 TECHICAS GENETALES.....vveereeessreeesereeseenieseeseeesesesseessssesssensesesseenseeesens 167

5.2 Sintesis de precursores peptidicos y aminodcidos funcionalizados: sintesis de a-

alquilserinatos de metilo ENANTIOPUTOS c..ueueeeecsnneerevssuerioosssansiossssasrossssssrasose sosssossnn 169

5.2.1 Procedimiento general para la alquilacion de oxazolidinas....................170
5.2.2 Procedimiento general de preparacion de ésteres metilicos de a-alquilserinas

CHANLIOMETICAMENLE PUFAS . .ovveeneseeisnsressssstossssmessssssmmsssssssssssssssssssssssssssss 173



5.2.3 Preparacion de a-aminoéteres, a-aminoésteres y alaninamidas

CHANTIOPUFAS « e evvvvnnrrieieiaresnsmmnnsesssssessosssssassosmmesssssssssossssssssossssssssss 176

5.3 Sintesis de a,a’-dialquil-f-lactamas via condensacion de fi-azaalaninas a-

sustituidas

5.3.1 Procedimiento general de preparacion de f-azaalaninas a-sustituidas...181

5.3.2 Procedimiento general de preparacion de a-metil,a-(2-nosilbencenosulfon

amido)-a’-alquil-L-lactamas 64..............ceeeveeeiiiueiiniinsieiiieiiinteiecnnsconn 187

5.4 Sintesis de a,a’, a’ -trialquil-f-lactamas via condensacion de f-azaalaninas a-

sustituidas
5.4.1 Procedimiento general de preparacion de 3-alquil-1-[1,1-dialquil-1-

(metoxi carbonil)metil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-onas........193

5.5 Sintesis de peptidomimeéticos del tipo Ac-(f-Lactam)-Aa-NHMe.................197

5.5.1 Procedimiento general de preparacion de 3-metil-1-[(N-metilcarbamoil)

metil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-onas 73..............cccveeeeeee. . 198

5.5.2 Procedimiento general de preparacion de Ac-(f-Lactam)-(Aa)-NHMe...202

5.6 Sintesis de peptidomiméticos del tipo Boc-(f-Lactam)-(Ala)-Aib-OH...........205

5.6.1 Procedimiento general para la formacion de Ns-(f-Lactam)-(Ala)-Aib-OBn

5.6.3 Procedimiento general para la formacion de Boc-NH-(fi-Lactam)-(Ala)-Aib-
0 5 209



5.7  Sintesis de peptidomiméticos de tipo Boc-(f-Lactam)-(Aib)-Aib-OH............. 210

5.7.1 Procedimiento general para la formacion de Boc-(fi-Lactam)-(Aib)-Aib-

5.8 Sintesis de peptidomiméticos de tipo Boc-(f-Lactam)-(Aib)-Aib-OH................ 214

5.8.1 Procedimiento general para la formacion de los derivados Boc-(Ala)-(f3-

Lactam)-(AiD)-OMe. .......cuueeneeeeeeieeeerssanssseeeesssssssssecesssssssssssccsssnnnnn 214

5.8.2 Procedimiento general para la formacion de los derivados Boc-(Ala)-(f3-
Lactam)-(AiD)-AlQ-INH;........cceeeieiieeneeeteeiieressassteeessssnnsssscccssssnsssseecnns 216

5.9 Sintesis de peptidomiméticos f-lactamicos de PLG de tipo Pro-(f-Lactam))-

5.9.1 Procedimiento general para la preparacion de 3-alquil-1-[1-(metoxi

carbonil)isopropil[-3-L-prolilamido-azetidin-2-onas.......................uueeeeeeeec 220

5.9.2 Procedimiento general para la preparacion de 3-alquil-1-[1-(carbamoil)iso
propil]-3-L-prolilamido-azetidin-2-0nas.................cccueeevvninnnsnncssnncsssenceesss 224

5.9.3 Preparacion de 3-alquil-3-(L-prolilamido)-1-[1-(carbamoil)isopropill-
AZOHAIN-2-0NAS «c..eveneiieeiiieiiiniiiiiiiieiiiniiiietiismneecssmmmismsssessssees 228
5.9.3.1 Procedimiento general de preparacion de 3-alquil-3-(L-prolilamido)-
1-[1-(carbamoil)isopropil]-azetidin-2-0nas.................cc.uvvveevrvvncsrneeess 228

5.9.3.2 Procedimiento general para la preparacion de 3-alil-3-(L-prolilamido)
-1-[1-(carbamoil)isopropil]azetidin-2-0nas...........c.cceeevvinnsnreosssseneessensss 231
5.10 Sintesis de (3R)-(N-L-prolilamino)-2-oxo-1-pirrolidinacetamida (PAOPA)...232

5.11 Evaluacion biologica de andlogos de PLG.............ccocvueiiiinniiiinrieiinnncnn 237

S5.11.1 Material Y MEtOAOS..uuueeeveeenneiiiinniiiiuneisisssiossnsssosmsmmmssssssssssssssssesssssss 237

5.11.2 Metodologia......ueeeeennvinnnneiiiinniiiinniieisnsmmnnnsssnnsmmosssssssssssssssssssss 238



5.11.3 Experimentos de fijacion de [3H]espiperona a cerebro humano
B 2R 71 2 7 240
5.11.4 Experimentos de fijacion de [’SIGT PyS a cerebro humano
2R 71 2 7 242
5.11.5 Analisis matematico de los datos experimentales............eeueeeeosenesreossnnnees 243

5.11.5.1 Analisis matemadtico de los ensayos de saturacion del radioligando

[3Hlespiperona .......................................................................... 243
5.11.5.2 Analisis matemdtico de los ensayos de competicion del radioligando
[3H]espiperona § 22 A 2 244
5.11.5.3 Analisis matemadtico de los ensayos de fijacion de [35SIGTPyS
eStimulada Por (-)NPA........coeeiiiniiiieiiiiiiiiiiiniiiiiiiieiiisicisscisssonnsonn 245

5.11.6 Analisis estadistico de 10S FeSUIEAAOS ...u..eeeeeennniieeeneennniiireeneemnnnnnneee 246

6  ANEXOS. . iiiiiiiiiiiniiiiiisetitctssssstecsssssssscssssssscsssssassscnss 251
ANEXO A: "H-RMN y PC-RMN......oomiiieieieeeeeeeeee oo 251
ANEXO B: ESPECTROS BIDIMENSIONALES: ROESY/NOESY..........c........ 270
ANEXO C: Distancias interprotonicas compuestos 46a-f...............ccocevervinennen. 283
ANEXO D: Experimentos de estimulacion de la fijacion de [*>S]JGTPyS por (-)NPA
en membranas de caudado humano postmortem................ccoeeviiiiiiiinnnn... 284
ANEXO E: RaY0S X ..ttt e 291



INTRODUCCION



10



1 INTRODUCCION

Los péptidos y proteinas son compuestos de vital importancia en los organismos
vivos. De manera arbitraria, se considera proteina una cadena que contenga un niimero de
aminodcidos mayor de unas 100 unidades. Las proteinas son “instrumentos moleculares”
que materializan la transduccion de la informacion genética constituyendo muchos tejidos
y dotandolos de funcionalidad. A su vez, las cadenas formadas por menos de 100
aminodcidos se denominan péptidos y son en su mayoria hormonas, neuromoduladores y
neurotransmisores. En conjunto, ambas familias de compuestos son responsables de la
mayoria de los procesos bioldgicos que ocurren en organismos superiores dado que
numerosas respuestas organicas comienzan por una interaccion péptido-proteina, proteina-
proteina o sacarido-proteina. Tal y como se define en el concepto de reconocimiento
molecular, estas interacciones s6lo son posibles si ambas partes poseen secuencias de
aminoacidos y conformaciones determinadas que permitan exponer de manera
complementaria los residuos de los centros activos de la proteina receptora a los del

péptido que actia como ligando.

1.1 Péptidos girados y peptidomiméticos

1.1.1 Estructura secundaria y actividad biologica

Los péptidos poseen dos niveles estructurales. La estructura primaria describe la
secuencia lineal de los aminoécidos que los forman, mientras que la estructura secundaria
describe la disposicion espacial de los residuos que constituyen la cadena peptidica. Los
residuos de los aminoacidos de la cadena pueden presentar entre si enlaces de hidrogeno
y/o interacciones no covalentes. En numerosos casos, la actividad biologica de un péptido
procede unicamente de uno o varios segmentos de residuos asociados a una estructura
secundaria particular, ya que es ésta la que proporciona la disposicion espacial idonea para
interaccionar con el receptor. Las cadenas peptidicas adoptan diversas estructuras
secundarias, y la variacion de parametros tales como el nimero de aminoécidos
consecutivos, los angulos diedros, etc... son determinantes para definir una conformacion.

Aunque también existen motivos estructurales especiales y poco frecuentes, de manera
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general se puede establecer la siguiente clasificacion atendiendo a la disposicion espacial
de los residuos peptidicos:

Hélice-a: Es un plegamiento peridodico del esqueleto peptidico en forma de
helicoide dextrogiro estabilizado por enlaces de hidrogeno entre los grupos (NH); y (0=
Cisa.

Lamina f: Es un ordenamiento con enlaces de hidrogeno entre los grupos amida y
carbonilo de ramas enfrentadas, con los residuos laterales dispuestos en zig-zag a uno y
otro lado del plano de las cadenas creando laminas paralelas (en el mismo sentido) o
antiparalelas (en sentido opuesto).

Giros: Se trata de secuencias de 3 a 5 residuos que inducen un cambio direccional
en la cadena peptidica. Con frecuencia unen hélices o ldminas. Se encuentran normalmente
en la superficie de las proteinas y es conocida su implicacion en los mecanismos de
reconocimiento molecular e interaccion con receptores gracias a la disposicion externa de
sus grupos sustituyentes y a la mayor rigidez de sus cadenas peptidicas. Segun el numero
de residuos que contengan entre enlaces de hidrogeno se pueden formar los denominados

giros vy, giros f y, con menor frecuencia, giros a.

(i+2)
0 }\(O
(i+1) y
HN )/

Figura 1: Representacion esquematica de los giros de tipo o,  y y.

1.1.2  Péptidos p-girados: estructura y relevancia bioldgica

La conformacion B-girada de los péptidos es muy frecuente, la mas estable, vy,
ademads, la més estudiada. Requiere de la presencia de cuatro residuos denominados (i),
(i+1), (i+2) e (i+3) ordenados desde el extremo N-terminal del residuo (i) hasta el extremo
C-terminal del (i+3). Los giros B candnicos cumplen los siguientes requerimientos: a) Los

residuos centrales (i+/) e (i+2) no presentan una estructura helicoidal. b) La distancia
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entre los carbonos Co. de los residuos (i) e (i+3) no supera los 7A. ¢) Los cuatro atomos Ca
de los residuos (i), (i+1), (i+2) e (i+3) forman un angulo pseudodiedro p préximo a 0°. d)
En la mayoria de los casos se genera un enlace de hidrogeno estabilizante entre el oxigeno
carbonilico del residuo (i) y el proton amidico del residuo (i+3)".

Son muchas las variantes conformacionales que puede adoptar un giro B en funcion
de los valores de los angulos diedros de (i+7) e (i+2), tal y como se muestra en la figura 2.
Los giros B mas comunes de las proteinas globulares son los de tipo I, II y III (con

abundancia del 42, 15 y 18% respectivamente).

: Giro-p  @(+l) w@itD) @@+) v @i+2)

O ®uiry 4 © 1 60 30 90 0
: r +60 +30 490 0
11 -60 +120 +80 0
/ ' -- r’ +60 120 -80 0
@< B .} 11 -60 30 .60 30
d (Co—"Cy) <i7R
: I +60 +30 460 430
' \% -80 +80  +80 -80
U \% +80 -80 -80 +80
w1 GO0, Via 60 4120 -90 0
: : VIb  -120  +120  -60  +150
| Ca ca g VIII -60 30 4120 +120

Figura 2: Representacion de un giro f y su clasificacion en funcion de los angulos diedros de los residuos

centrales.

Otra conformacion interesante, aunque menos comun en estructuras peptidicas es el
giro y. Se trata de una cadena de tres aminoacidos formando un pseudociclo de siete
atomos. Solo existen dos tipos, denominados giro y y giro y inverso, que son definidos por

los angulos diedros del residuo (i+1).

! a) Rose, G.D.; Gierasch, L.M.; Smith, J.A. Advances in Protein Chemistry, Anfinsen, C.B.; Edsall,
J.T.; Richards, F.M., Eds.; Academic Press: Orlando, FL, 1985, 37, 1-109. b) Smith, J.A.; Pease, L.G.
CRC Crit. Rev. Biochem. 1980, 8, 315-399. ¢) Rotondi, K.S.; Gierash, L.M. Biopolymers (Pept. Sci.)
2006, 84, 13-22.
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(i+2)

Giro-y Q(+1) v (i+1)

Normal De+70a+85 De-60a-70

Inverso De-70a-85 De +60a+70

Figura 3: Representacion esquemadatica de un giro y y los valores de los angulos que lo definen.

Existe un gran numero de péptidos de bajo peso molecular cuya actividad biologica
estd asociada a una conformaciéon B-girada. Este es el caso de un centenar de ligandos
reconocidos por receptores de membrana asociados a proteinas G (GPCRs). En la tabla 1
se indican algunos de estos ejemplos.

Estos péptidos enddgenos actuan de forma muy selectiva como neurotransmisores,
neuromoduladores, hormonas, inhibidores enzimaticos, etc.. Una vez cumplida su funcion,
son metabolizados por las proteasas, por lo que no se acumulan en el organismo ni
ocasionan problemas de toxicidad. No obstante esta baja estabilidad metabodlica
(enzimatica y quimica) se convierte en un serio inconveniente a la hora de administrar
péptidos exdgenos con fines terapéuticos, ya que dificulta su transporte a través de la
membrana celular y limita su biodisponibilidad®. Por ello, gran parte de la investigacion
actual en este campo se orienta hacia la preparacion de peptidomiméticos, compuestos
basados en estructuras peptidicas mas o menos modificadas para mejorar la potencia,

selectividad y propiedades farmacodinamicas de un péptido nativo bioactivo.

2 a) Loffet, A. J. Peptide Sci. 2002, 8, 1-7. b) Lipinski, C. A.; Lombardo, F.; Dominy, B. W.; Feeney, P.
J. Adv. Drug Del. Rev. 2001, 46, 3-26.
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Tabla 1: Residuos y-girados o f-girados de ligandos peptidicos cuya interaccion con GPCRs genera una

. 1. 3
respuesta biologica.

Residuos implicados

Hormonas Funcion fisiologica
en el giro
Inhibe la secrecion de acidos gastricos, deposicion de
Amilina F23G24 '
glicogeno en musculos.
Bombesina W8AVGHI2L13 Control del nivel de glucosa en la sangre
Mediador en procesos de inflamacion, dolor y control
Bradiquinina S6P7F8R9 ] ]
del flujo sanguineo
Regulador de Calcio. Uso clinico en tratamientos de
Calcitonina NI17KFHT21
enfermedades dseas.
Procesos de dolor, apetito, efectos fisiologicos de la
Galanina WTLNS, A7GYL10
insulina, entre otros.
Pigmentacion, funcion sexual, analgesia,
a-MSH H6FRW9 '
regeneracion muscular
Estimulante de la  secrecciobn  pancreatica.
Neurotensina R8RPYIL13

Antipsicotico.

Muchos peptidomiméticos mantienen los grupos funcionales del péptido nativo en
las ramas laterales, alterando los enlaces amidicos para evitar la accion de enzimas sobre
ellos*. Habitualmente, el disefio del peptidomimético se realiza partiendo de un péptido
bioactivo por transformaciones sucesivas a través de estudios de relacion estructura-
actividad (SAR) y modelizacion in silico. Se pretende asi llegar a obtener la misma o una
mejorada actividad bioldgica mediante miméticos que en ocasiones pueden incluso carecer
por completo de caracter peptidico. Una de las estrategias mds comunes para la

preparacion de peptidomiméticos consiste en limitar la movilidad conformacional

3 Tyndall, J.D.A.; Pfeiffer, B.; Abbenante, G.; Fairlie, D.P. Chem. Rev. 2005, 105, 793-826.

a) Hruby, V. J.; Balse, P. M. Curr. Med. Chem. 2000, 7, 945-970. b) Adessi, C.; Soto, C. Curr. Med.
Chem. 2002, 9, 963-968. ¢c) Hummel, G.; Reineke, U.; Reimer, U. Mol. BioSyst. 2006, 2, 499-508. d)
Che, Y.; Brooks, B. R.; Marshall, G. R. J. Comput. Aided Mol. Des. 2006, 20, 109-130. e) Vagner, J.;
Qu, H.; Hruby, V. J. Curr. Opin. Chem. Biol. 2008, 12, 292-296.
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utilizando algin elemento restrictivo, normalmente cadenas ciclicas o policiclicas’

manteniendo los residuos responsables de la interaccion con el centro receptor.

1.1.3 Bloqueo conformacional en péptidos: aminodcidos conformacionalmente

restringidos y lactamas de Freidinger.

Los giros-p son los motivos conformacionales mas comunmente imitados en los
peptidomiméticos® . Aunque el abanico de posibilidades es muy amplio, los elementos de
modificacién mas frecuentes empleados para estabilizar giros-f§ comprenden, entre otros,
a) los a-aminoacidos a,o-disustituidos, tanto de cadena lineal” como ciclicos®, b) los
sistemas espirociclicos’ y, muy especialmente, ¢) las lactamas de Freidinger'.

En 1980, Freidinger propuso un modelo de restriccion conformacional que implicaba la
formacién de un puente alquilico interresidual entre el sustituyente R' de la posicion Co
del residuo (i+7) y el atomo de nitrogeno contiguo en el residuo (i+2). De esta manera, el
sustituyente R' modificado pasaba a formar parte de un nuevo residuo pseudopéptido

ciclico y se lograba inducir un cambio direccional en la cadena pseudopeptidica.

a) Hanessian, S.; McNaughton-Smith, G.; Lombart, H.-G.; Lubell, W. D. Tetrahedron 1997, 53, 12789-
12854. b) Belvisi, L.; Colombo, L.; Manzoni, L.; Potenza, D.; Scolastico, C. Synlett 2004, 1449-1471.
¢) Cluzeau, J.; Lubell, W. D. Biopolymers (Pept. Sci.) 2005, 80, 98-150. d) Maison, W.; Prenzel, A. H.
G. P. Synthesis 2005, 1031-1048.

a) Souers, A. J.; Ellman, J. A. Tetrahedron 2001, 57, 7431-7448. b) McDonald, M.; Aubé, J. Curr. Org.
Chem. 2001, 5, 417-438. ¢) Burgess, K. Acc. Chem. Res. 2001, 34, 826-835. d) Pérez de Vega, M. J.;
Martin-Martinez, M.; Gonzalez-Muiliz, R. Curr. Top. Med. Chem. 2007, 7, 33-62. ¢) Robinson, J. A.
Acc. Chem. Res. 2008, 41, 1278-1288.

Toniolo, C.; Crisma, M.; Formaggio, F.; Valle, G.; Cavicchioni, G.; Précigoux, G.; Aubry, A.;
Kamphuis, J.; Biopolymers 1993, 33, 1061-1072.

a) Park, K.-H.; Kurth, M. J. Tetrahedron 2002, 58, 8629-8659. b) Galeazzi, R.; Mobbili, G.; Orena, M.
Curr. Org. Chem. 2004, 8, 1799-1829. ¢) Trabocchi, A.; Scarpi, D.; Guarna, A. Amino Acids 2008, 34,
1-24. d) Hanessian, S.; Auzzas, L. Acc. Chem. Res. 2008, 41, 1241-1251.

a) Alonso, E.; Lopez-Ortiz, F.; del Pozo, C.; Peralta, E.; Macias, A.; Gonzalez, J. J. Org. Chem. 2001,
66, 6333-6338. b) Fernandez, M. M.; Diez, A.; Rubiralta, M.; Montenegro, E.; Casamitjana, N.;
Kogan, M. J.; Giralt, E. J. Org. Chem. 2002, 67, 7587-7599. c¢) Gutiérrez-Rodriguez, M.; Martin-
Martinez, M.; Garcia-Lopez, M. T.; Herranz, R.; Cuevas, F.; Polanco, C.; Rodriguez-Campos, L.;
Manzanares, 1.; Cardenas, F.; Feliz, M.; Lloyd-Williams, P.; Giralt, E. J. Med. Chem. 2004, 47, 5700-
5712. d) Bitterman, H.; Bockler, F.; Einsiedel, J.; Gmeiner, P., Chem. Eur. J. 2006, 12, 6315-6322. ¢)
Lomlim, L.; Einsiedel, J.; Heinemann, F. W.; Meyer, K.; Gmeiner, P. J. Org. Chem. 2008, 73, 3608—
3611.

a) Freidinger, R. M.; Veber, D. F.; Perlow, D. S.; Brooks, J. R.; Saperstein, R. Science 1980, 210, 656-
658. b) Freidinger, R. M. J. Med. Chem. 2003, 46, 5553-5566
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Figura 4: Modelo de Freidinger para inducir cambios direccionales en cadenas peptidicas mediante la

formacion de una lactama interresidual.

En un trabajo pionero, Freidinger describi6 la sintesis del primer pseudopéptido
ciclico incorporado en una cadena peptidica natural. En la LHRH (hormona estimulante de
la liberacion de la leutinicina) se sustituyo el aminoacido glicina por una y-lactama (figura

5). El resultado experimental fue un incremento de la bioactividad 9 veces con respecto al

0O
N
0 HNYNHZ

NH
OH o o /d;
H H H H H
N/,,
(@) (@] O Y (0] (@) O
=
“w L

péptido nativo.

OH

Figura 5: Fragmento de la LHRH sustituida por una lactama de Freidinger.

1.2 Peptidomiméticos f-lactamicos

A pesar de los considerables avances realizados en las tres ultimas décadas en el

desarrollo de las lactamas de Freidinger como elementos de restriccion conformacional,
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sus representantes de menor tamano —las B-lactamas— apenas han sido investigadas para
este fin. Curiosamente, los primeros peptidomiméticos naturales conocidos fueron los
antibioticos B-lactamicos, cuyo esqueleto de a-amino-B-lactama'’ imita la secuencia (D)-
Ala-(D)-Ala, un componente esencial de los peptidoglicanos que forman las paredes

bacterianas (figura 6).

OH
I H
wN
HoN I : Ha B
© O~ 'NH HzNﬂ( j><
0] @) N~/
o /_ o
H-(D)Ala-(D)Ala-(D)Ala-OH ~ OH Amoxicilina HO

Figura 6: Analogia estructural entre los antibiéticos [-lactamicos (p. ej. amoxicilina) y el fragmento D-Ala-

D-Ala.

Este antecedente temprano no ha podido evitar que los antibidticos B-lactamicos
naturales hayan sido ignorados como peptidomiméticos, probablemente por la inestabilidad
quimica de las B-lactamas monosustituidas en la posicion a. En efecto, cuando se intenta
aplicar directamente el modelo de Freidinger (figura 4) a estos ciclos relativamente
tensionados, cabe esperar que el carbonilo del anillo de azetidin-2-ona pueda abrirse en
presencia de los nucleofilos presentes en medios fisiologicos, alterando asi su estructura y
capacidad de restriccion conformacional.

La sintesis' y aplicaciones de las B-lactamas estan ampliamente documentadas en
la bibliografia dada la importancia de estos compuestos como intermedios sintéticos en la
preparacion de compuestos nitrogenados de relevancia biologica”, precursores de

aminoacidos sustituidos enantioméricamente puros'* o por a su funciéon como inhibidores

Sintesis de a-amino-B-lactamas: a) Palomo, C.; Aizpurua, J.M.; Garcia, J.M.; Galarza, R.; Legido, M.;
Urchegui, R.; Roman, P.; Luque, A.; Server-Carrio, J.; Linden, A. J. Org. Chem, 1997, 62, 2070-2079.
b) Van Der Steen, F.H.; Van Kotten, G. Tetrahedron 1991, 47, 7503-7524.
Para revisiones, ver: a) Gunda, I. Georg “The Organic Chemistry of f-Lactams®, VCH Publishers, Inc.
1993 y referencias encontradas en él. b) Houben-Weyl, Methoden deer Organischen Chemie, Band E
15b; Miiller, E.; Bayer, O. Eds.; Thieme: Stuttgart, 1991.
a) Alcaide, B.; Almendros, P.; Aragoncillo, C. Chem. Rev. 2007, 107, 4437-4492. c¢) Ojima, 1. Adv.
Asym. Synth. 1995, 1, 95.
a) Palomo, C.; Aizpurua, J.M.; Ganboa, I. “Enantioselective Synthesis of f-Amino Acids”; Juaristi, E.,
Soloshonok, V., Ed.; Wiley-Interscience: New Jersey 2005; Chapter 20, pp 477-495. b) Palomo, C.;
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de proteasas de serina (triptasa, citomegalovirus humano, proteasas de HIV...) o de

aciltransferasa de colesterol (Ezetimibe®)' entre otros.

OH

Figura 7: Ezetimibe, inhibidor [-lactamico de

Ezetimibe absorcion de colesterol.

Unos peptidomiméticos particulares: f-Lactamas

“En 1928 Alexander Fleming observo
Penicilina-G la  muerte de  bacterias  de
Staphylococcus en un cultivo que
habia sido contaminado por el hongo
Penicillinum notatum. De él Chan y
Florey extrajeron por primera vez en
1940 la Penicilina N y un afio mds
tarde se comprobaria la eficacia de su
derivado  Penicilina G en el
tratamiento  de  una  infeccion
bacteriana en humanos”...este fue el
primer paso para conocer la

estructura de la penicilina y alterar

positivamente el curso de la Medicina.

Aizpurua, J.M.; Ganboa, I.; Oyarbide, M. “Synthesis of f-Amino Acids and Their Derivatives from -
Lactams: Update” Juaristi, E., Ed.; Wiley-VCH: New York 1997; Chapter 14, pp 279-357. ¢) Forro,
E.; Paal, T.; Tasnadi, G.; Fiilop, F. Adv. Synth. Catal. 2006, 348, 917-923.

15 Kvoerno, L.; Ritter, T.; Perder, M.; Hauser, H.; Carreira, E.M. Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 4653-
4656.
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1.2.1 Miméticos f-lactamicos: el modelo f}-LSAD

Como se ha mencionado anteriormente, las lactamas de Freidinger incorporan un
puente carbonado R' que enlaza la posicion o del residuo (i+1) con el nitrégeno amidico
del residuo (i+2), (ver figura 4). De esta manera, en el nuevo ciclo creado recaen las
funciones tanto de restriccion conformacional como de reconocimiento molecular. Aunque
este modelo abre muchas posibilidades para el disefio de peptidomiméticos, presenta el
incoveniente de la desaparicion o alteracion del grupo de reconocimiento R' del péptido
nativo. Existen muchas variables a tener en cuenta en una interaccion ligando-proteina,
aunque parece razonable pensar que R' deberia de variar minimamente con respecto del
péptido nativo. En este sentido, y salvo que se trate de una estructura peptidica no
sustituida en dicha posicion, el modelo de Freidinger resulta claramente mejorable para
disefiar peptidomiméticos mas activos, mas selectivos y maés estables a la degradacion
enzimatica.

En nuestro laboratorio se planteé una aproximacion alternativa para dar respuesta al
problema anterior. La solucion propuesta se basa en el empleo de a-alquil-a-amino-p-
lactamas no naturales cuyo grupo carbonilo se halla bloqueado estéricamente por ambas
caras y presenta una gran inercia quimica. Esta aproximacion, designada con el acrénimo
[-LSAD (S-Lactam Scaffold-Assisted Design) tiene la ventaja de emplear peptidomiméticos
que incorporan un grupo de restriccion conformacional minimo que no dificulte el
acercamiento al receptor (figura 8). Para ello, se propone una separacion de los elementos
de reconocimiento, representados por R' y R?, y de restriccion, representado en este caso
por un puente metilénico. La eficacia del disefio f-LSAD ya ha sido probada en trabajos
anteriores de nuestro laboratorio'® empleando diversas a-amino-B-lactamas a-alquiladas y

no sustituidas en la posicion f.

e a) Palomo, C.; Aizpurua, J.M.; Benito, A.; Galarza, R.; Khamrai, U.; Vazquez, J.; De Pascual, B.;

Nieto, P.; Linden, A. Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3056-3058, y referencias citadas en él. b)
Benito, A. Tesis doctoral, “Nuevos peptidomiméticos B-lactamicos: diseflo, sintesis y analisis
estructural”’, UPV-EHU, 2003. b) Loinaz, I. Tesis doctoral, “Estudio de puentes de hidrogeno
intermoleculares e intramoleculares como herramienta para la solubilizacion y control conformacional
de péptidos y compuestos amidicos “, UPV-EHU, 2004. c) Balentova, E. Tesis doctoral, “Ditopic -
Lactam peptidomimetocs: Design, Sintesis and Conformational Analisis” Universidad P. Safarik,
Kosice, Eslovaquia, 2006.
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Figura 8: Representacion grdfica del modelo B-LSAD. R' y R’ constituyen grupos de reconocimiento

molecular. El elemento de restriccion lo aporta el grupo metileno del ciclo p-lactamico que, debido a su

pequerio tamario, minimiza las interacciones no deseadas con el receptor.

1.2.2  Otros péptidos f-lactamicos

Posteriormente al trabajo inicial desarrollado por nuestro grupo en esta area'®,

algunos grupos de investigacion han descrito otros peptidomiméticos B-lactamicos, aunque

sin aplicar el concepto de separacion de grupos de restriccion y reconocimiento o S-LSAD.

En este contexto (figura 9), Gonzalez'" ha demostrado que ciertas o-espiro-f3-lactamas

racémicas 1, obtenidas mediante cicloadicion [2+2] de la prolilcetena con iminas del

glicinato de metilo, son capaces de formar giros-f estables a temperatura ambiente en

CDCl;, pero inestables en DMSO-ds. Por su parte, Podlech' ha empleado la cicloadicion

[2+2] entre cetenas generadas in situ mediante fotdlisis de a-diazo-péptidos e iminas de a-

aminodcidos para preparar peptidomiméticos B-lactdmicos enantiopuros conteniendo

a) Alonso, E.; Lopez-Ortiz, F.; Del Pozo, C.; Peralta, E.; Macias, A.; Gonzalez, J. J. Org. Chem. 2001,
66, 6333.b) Alonso, E.; Del Pozo, C.; Gonzalez, J. Synlett 2002, 69.

a) Linder, M. R.; Podlech, J. Org. Lett. 1999, I, 869-871. b) Linder, M. R.; Podlech, J. Org. Lett. 2001,
3, 1849-1851. c) Maier, T. C.; Frey, W. U.; Podlech, J. Eur. J. Org. Chem. 2002, 2686-2689. d) Maier,
T. C.; Podlech, J. Eur. J. Org. Chem. 2004, 4379-4386.
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secuencias de a-B-o-tripéptidos 2 que no presentan giros . Desafortunadamente, al igual
que en la aproximacion de Gonzélez, dicho procedimiento no es aplicable a la preparacion
de las pB-lactamas P,B-no sustituidas necesarias para nuestro proyecto. Basak' y
Malachowski* han descrito respectivamente las azetidinil y-lactamas 3 y los azaisosteros
de cadena extendida 4, aunque sin aportar informacion de sus respectivas conformaciones.
Respecto a la bioactividad de estos compuestos, Gonzalez-Muiiiz*' ha demostrado que los
péptidos B-lactamicos 5 con un estereocentro en la posicion [ del anillo estan
conformacionalmente bloqueados y actuan como inhibidores covalentes de proteasas de
citomegalovirus humano (HCMV) mientras que Imbach® ha demostrado que el péptido 3-

lactamico 6 es un potente inhibidor irreversible y selectivo de la proteosoma humana 20S.

H thCHOzC
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(#) =0"H-N N
\ \)J\NH2
NHBoc
1 2 3

O
H
RZO\H/H"/ R2 o Ph HJ\H/N\ H\:)J\ ,//
A o) N

Figura 9: Péptidos f-lactamicos.

' Basak, A.; Ghosh, S. C.; Das, A. K.; Bertolasi, V. Org. Biomol. Chem., 2005, 3, 4050-4052.

20 Malachowski, W. P.; Tie, Ch.; Wang, K.; Broadrup, R. L. J. Org. Chem. 2002, 67, 8962-8969.

2 a) Gerona-Navarro, G.; Bonache, M. A.; Herranz, R.; Garcia-Lopez, M. T.; Gonzéalez-Muiiiz, R. J. Org.
Chem. 2001, 43, 3538-3547. b) Gerona-Navarro, G.; Pérez de Vega, M. J.; Garcia-Lopez, M. T.;
Andrei, G.; Snoeck, R.; De Clerq, E.; Balzarini, J.; Gonzalez-Muiiz, R. J. Med. Chem., 2005, 48,
2612-2621 (y referencias citadas).

2 Imbach, P.; Lang, M.; Garcia-Echeverria, C.; Guagnano, V.; Noorani, M.; Roesel, J.; Bitsch, F.; Rihs,
G.; Furet, P. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 358-362.
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1.3 Peptidomiméticos de melanostatina (PLG)

Como se ha indicado anteriormente, muchos péptidos de cadena corta participan en
procesos fisiologicos importantes, de ahi que sus peptidomiméticos presenten interés como
estructuras-modelo para el desarrollo de nuevos farmacos. Este es el caso de la PLG
(prolina-leucina-glicinamida), tripéptido hipotaldmico también denominado melanostatina
o factor de inhibicion de liberacion de la hormona estimulante de melanocito (MIF-1). La
misma secuencia peptidica se encuentra en el extremo terminal de la hormona oxitocina
responsable, entre otras funciones, de las contracciones uterinas durante el parto o la

aparicion de leche materna posterior al alumbramiento en los mamiferos.

(0] N (0]
N
NH H O

Oxitocina Pro-Leu-Gly-NH, (PLG)

Figura 10: Representaciones de la hormona oxitocina y de la melanostatina.

1.3.1 PLG como modulador alostérico de receptores dopaminérgicos D):

posible interés en la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es un transtorno del sistema nervioso central (SNC)
que comienza, por causas aun desconocidas, con una degeneraciéon de las neuronas
dopaminérgicas del tracto nigroestriado, via que se origina en la sustancia negra y contintia
hasta el cuerpo estriado (nucleo caudado y putamen), donde es liberada la dopamina (DA),

(ver figura 11).
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Figura 11: Punto de partida (sustancia negra) y de llegada (cuerpo estriado) de la dopamina en la via

afectada en la enfermedad de Parkinson.

A causa de esta desaparicion neuronal, la sintesis y liberacion de dopamina
disminuye y el nivel de neurotransmisor decrece drasticamente lo que conlleva una menor
union a los receptores dopaminérgicos. Se provoca entonces una falta de respuesta que
desencadena en un funcionamiento anormal de la capacidad motora del individuo. La
consecuencia directa de la disminucion de DA en el cuerpo estriado es un desequilibrio con
respecto a la acetilcolina, que sigue manteniendo sus niveles normales. Todo ello provoca
una hiperactividad colinérgica y una disfuncién motora.

Los principales tratamientos terapéuticos de la enfermedad de Parkinson se basan
en la restauracion del equilibrio DA/acetilcolina para atenuar los sintomas de la
enfermedad. La estrategia fundamenal se basa en la potenciacion de la actividad
dopaminérgica central, bien directamente (levodopa, agonistas y activadores
dopaminérgicos) o indirectamente (inhibidores del metabolismo de la DA). En ciertos
estadios de la enfermedad se puede recurrir al bloqueo de la actividad colinérgica mediante

farmacos antimuscarinicos.
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Figura 12: Esquema grdfico de regulacion neuronal mediante los neurotransmisores dopamina y

acetilcolina.

Actualmente, el farmaco mas comunmente administrado es la levodopa®, precursor

endogeno del neurotransmisor DA (figura 13).

OH OH
OH
Tirosin-hidroxilasa DOPA-descarboxilasa OH
~NH, ~NH,
NH,
O~ OH O~ ©OH
Tirosina Levodopa (L-Dopa) Dopamina

Figura 13: Ruta biosintética de la dopamina en el cerebro.

Sin embargo, la eficacia terapéutica de la levodopa disminue con el tiempo debido a
la progresion natural de la enfermedad y posiblemente también al desarrollo de

mecanismos de compensacion como la disminucion de la actividad de los receptores

3 La Levodopa es denominada también L-Dopa, haciendo mencion a la configuracion L(S) del carbono

2 del acido (S)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil)propanoico.
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dopaminérgicos. Ademas, la levodopa provoca importantes efectos secundarios de
desarrollo lento (2-3 afios), como las discinesias (movimientos de agitacion involuntarios)
o las fluctuaciones en la respuesta antiparkinsoniana (efecto “on-off”).

En el marco de la bisqueda de posibles soluciones, se han llevado a cabo una serie
de estudios clinicos con la melanostatina que han mostrado una actividad terapéutica
sustancial del tripéptido en trastornos del sistema nervioso central. La PLG fue aislada de
estriado bovino por primera vez por Nair* en 1971. Mas tarde, se pudo observar que
ademas de cumplir las funciones anteriormente citadas, ejercia un poder modulador sobre
el sistema dopaminérgico”***’. La PLG incrementa la afinidad de ligandos agonistas sobre
receptores dopaminérgicos de tipo D, (D,sy D;1) y D4, aunque no presenta ninguna accion
sobre los otros tipos: D, D3 y Ds. También se ha propuesto que la PLG podria atenuar el
efecto del andlogo no hidrolizable de la guanidina trifosfato (GTP) denominado Gpp(NH)p
en cultivos celulares de neuroblastoma humano transfectado con cADNs* y membranas de
extriado bovino®. Ademas de estos resultados in vitro, este tripéptido ha mostrado ser
eficaz como modulador de agonistas en ensayos in vivo en modelos de rata lesionada o
modificada para presentar sintomas parkinsonianos o de discinesia. A pesar de esto, su

eficacia no es alta debido a su corta vida media en el organismo.

1.3.2  Interaccion PLG-proteina: receptores dopaminérgicos D; y ciclo de las

proteinas G

Los receptores dopaminérgicos (D, D,, D3, D4 y Ds) pertenecen al amplio grupo de
receptores de la clase II o receptores acoplados a proteinas G (GCPRs). Estan constituidos
por una cadena polipeptidica que atraviesa la membrana citoplasmatica con 7 fragmentos
de unos 20-22 aminoacidos cada uno. Este polipéptido mantiene las propiedades

caracteristicas de una hélice o transmembranal, ubicando el grupo carboxilo terminal en el

2 Nair, RM.G.; Kastin, A.J.; Schally, A.V. Biochem. Biophys. Res. Commun.. 1971, 436, 1376-1381.

% a) Mishra, R. K.; Chiu, S.; Chiu, P.; Mishra, C. P. Meth. Find. Exptl. Clin. Pharmacol. 1983, 5, 203-
233. b) Drucker, G.E.; Ritzmann, R.F.; Wichlinski, L.J.; Neg, K.; Gordon, J.H.; Fields, J.Z.
Pharmacol. Biochem. Behav.1994, 47, 141-145.

% Barbeau, A. Lancet 1975, 2, 683-684.

o Plotnikoff, N.P.; Kastin, A.J.; Anderson, M.S.; Schally, A.V. Life Sci. 1971, 10, 1279-1283.

8 Verma, V.; Mann, A.; Costain, W.; Pontoriero, G.; Castellano, J.M.; Skoblenick, K.; Gupta, S.K.;
Pristupa, Z.; Niznik, H.B.; Johnson, R.L.; Fair, V. D.; Mishra, R.K. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2005,
315,3,1228-1236.

¥ Srivastava, L. K.; Bajwa, S. B.; Johnson, R. L.; Mishra, R. K. J. Neurochem. 1988, 50, 960-968.
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citoplasma (intracelular) y el extremo amino de manera externa a la membrana. Parte de la
cadena peptidica se encuentra en un lazo intracelular que constituye la region del receptor a
través de la cual éste interacciona con la compleja familia de proteinas G.

Estas proteinas son denominadas asi por su interaccion con nucleotidos de guanina
(GTP/GDP) y se consideran esenciales para la transduccion de las sefales, ya que a través
de ellas se estimula (Gs) o inhibe (Gj,) la adenilil ciclasa (AC) o se estimula (Gg) la
fosfolipasa C regulandose asi los niveles intracelulares de segundos mensajeros como el
AMP ciclico o el fosfatidil inositol. Algunos ejemplos de receptores acoplados a proteinas
G estimulatorias son los dopaminérgicos D;, B-adrenérgicos o histaminérgicos H,, mientras
que los dopaminérgicos D,, los serotonérgicos 5-HT), los ay-adrenérgicos o los receptores
opioides p y 6 son un ejemplo de receptores acoplados a proteinas G inhibitorias (Gi,).

La transmision de sefal entre el receptor activado (unido al agonista) y el efector
pasa por el ciclo de activacidn-inactivacion de las proteinas G. A pesar de las diferencias
estructurales, todas las proteinas G operan de forma similar. En ausencia de agonista, el
dominio intracelular del receptor y la proteina G, en su conformacion inactiva, estan
separados. Cuando un agonista ocupa el receptor, éste sufre un cambio conformacional que
le permite unirse transitoriamente a la proteina G, por el cual la subunidad o de esta
proteina pierde afinidad por el GDP y gana afinidad por el GTP. La unién a GTP provoca
la disociaciéon de las subunidades Py, dejando libre la subunidad o para que pueda
interaccionar con el efector. Tras la interaccion de la subunidad a con el efector se activa el
dominio GTPasa, que hidroliza el GTP a GDP. Esto provoca la reasociacion de la
subunidad o con el complejo By, con lo que se cierra el ciclo (figura 14). Cuando los
receptores no estan acoplados a proteinas G muestran menor afinidad por los ligandos
agonistas (low affinity state), mientras que aquellos receptores acoplados, es decir,
funcionalmente activos, muestran mayor afinidad (high affinity state). Asi, el estado de alta
afinidad del receptor se corresponde con la formacion del complejo ternario agonista-

receptor-proteina G.
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Figura 14: Ciclo de activacion de las proteinas G: 1) Receptor en baja afinidad para agonistas. 2) Ligando
interaccionando con el receptor. 3) Aproximacion de GTP para establecer el intercambio con GDP. 4)
Intercambio efectuado: alta afinidad del receptor. 5) Disociacion de la subunidad a de la proteina G unida
al GTP. 6) Hidrdlisis de GTP en la subunidad o (actividad GTPasa) que conlleva su inactivacion y

reasociacion de las subunidades a'y fy para reiniciar el ciclo.

Actualmente, es conocido que los GPCRs estan implicados en multitud de
transtornos debido a mutaciones o polimorfismos en su estructura. De ahi que sean un
objetivo primordial para el desarrollo de farmacos. Sin embargo, es dificil encontrar
ligandos selectivos (agonistas o antagonistas) de GPCRs, debido a la semejanza de los
centros ortostéricos de los diferentes subtipos de receptores pertenecientes a una misma
familia. Una posible solucion a este problema es el empleo de moduladores de pequefio
tamafio que actien en otra zona del receptor que no sea el centro ortostérico para provocar
un efecto, ya sea activante o inhibitorio, de la respuesta provocada por la unién agonista-

receptor. Este efecto se denomina alostérico®. En la figura 15 se muestran

0" Conn, P.I.; Christopoulos, A.; Lindsley, C.W. Nature Rev. Drug Discov. 2009, 8, 41-54.

28



esquematicamente los posibles modos de accion del efecto alostérico, que puede incluir

una serie de cambios en el centro ortostérico o en las proteinas de su entorno.

Oirthosteric Allosteric

—— Affinity modulation

— Efficacy modulation

— Allosteric agonism

— Contrel (orthosteric agonism)

Response

Figura 15: Representacion esquemdatica de los modos de accion del efecto alostérico, (ref 30).

En general, los ligandos alostéricos pueden actuar siguiendo uno o la combinacion
de varios mecanismos de accion, tal y como se muestra en la figura 15. De manera
resumida, la unién modulador-receptor altera la respuesta organica debido a: a) un cambio
conformacional en el centro ortostérico, provocando una mayor o menor afinidad del
ligando enddgeno, (flecha roja, figura 15), b) la alteracion de respuestas intracelulares
(flecha azul). Ademas, también es conocido que este tipo de moduladores exhiben un
agonismo intrinseco aun en ausencia de ligando ortostérico (flecha verde).

La PLG y algunos de sus peptidomiméticos aumentan la alta afinidad de los
receptores D, por ligandos agonistas y, ademds, provoca un aumento de la proporcioén de
receptores en estado de alta afinidad. El mecanismo modulador por el que se da la
estabilizacion del estado de alta afinidad en el caso de la PLG no ha sido definido hasta el

momento, aunque se han propuesto dos posibles vias para explicar este hecho:

1. Una interaccion directa con un dominio del receptor diferente al lugar de unién del

ligando agonista (efecto alostérico).
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2. Un mecanismo indirecto asociado al incremento de la hidrolisis del GTP por parte
de la proteina G*'. Esta tultima hipdtesis es menos probable ya que el efecto
modulador no se observa con otros receptores acoplados a proteinas Gi como los
adrenérgicos oy o los serotonérgicos SHT;*”, ni con receptores acoplados a
proteinas Gs como los dopaminérgicos D1, sino que parece ser selectivo para los

receptores dopaminérgicos D;.

1.3.3  Conformacion bioactiva de la PLG

Aunque existen referencias bibliograficas acerca de la actividad de la PLG que
datan de los afios 80** nada se conoce acerca de la conformacion bioactiva que adopta al
unirse al receptor. Es conocida la conformacion del péptido libre en disolucion gracias a
estudios de RMN en DMSO-ds ** y dicroismo circular’. Ademas, estudios tedricos en el
mismo disolvente indican que la conformacion de giro B-II se encuentra entre las
estructuras de mas baja energia, lo que indica una alta flexibilidad del péptido*’. También
es conocida su disposicion espacial en estado solido (difractometria de Rayos X*® y laser
Raman™) conteniendo un enlace de hidrogeno intramolecular entre el oxigeno carbonilico

de la prolina y el proton amidico trans de la glicinamida (figura 16).

Mishra, R.K.; Makman, M.H.; Costain, W.J.; Venugopalan, D.N.; Johnson, R.L. Neurosci. Lett. 1999,
269, 21-24.

Verma, V.; Mann, A.; Costain, W.; Pontoriero, G.; Castellano, J.M.; Skoblenick, K.; Gupta, S.K.;
Pristupa, Z.; Niznik, H.B.; Johnson, R.L.; Fair, V. D.; Mishra, R.K. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2005,
315, 3, 1228-1236.

3 Sallés, J. y col, UPV-EHU, resultados no publicados.

3 Johnson, R.L.; Rajakumar, G.; Yu, K.L.; Mishra, R K. J. Med. Chem. 1986, 29, 2104-2107, y articulos
citados.

Higashijima, T.; Tasumi, M.; Miyazawa, T.; Miyoshi, M. Eur. J. Biochem., 1978, 89, 543-566.
Schwarz, R.; Mattice, W.; Morris, A. Biopolymers 1979, 18, 1835-1848

Zimmerman, S.S.; Baum, R.; Scheraga, H.A. Int. J. Peptide Protein Res. 1982, 19, 143-152.

% Reed, L.L.; Johnson, P.L. J.Am. Chem. Soc. 1973, 95, 7523-7524.

% Hsue, T.H.; Chang, H. Biochim. Biophys. Acta 1980, 624, 340-345.
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Figura 16: Disposicion espacial de PLG-NH, en estado solido obtenida por cristalografia de rayos X.

Este conjunto de resultados indica que, tanto en disolucion como en estado solido,
la PLG adopta una conformacion B-girada cuando se encuentra libre de interacciones con
el receptor. Ademas, algunos autores han observado otro enlace de hidrogeno adicional
entre la amina de la prolina y el proton amidico de la leucina®, enlace que restringe el

angulo diedro W), tal y como se indica en la figura 17.

HH
—N
_>:O

HoN
|I O-an—N
U

Ly H

HH

Figura 17: Conformacion p-girada de la PLG incluyendo enlaces de hidrogeno intramoleculares
estabilizantes. El angulo diedro Vi es restringido por la interaccion entre el proton amidico de la leucina y

la amina de la prolina.

La modelizacion molecular tampoco ha aportado luz al problema de Ia
conformacion bioactiva de la PLG. Ello es debido a que hasta la fecha no ha sido posible
aislar complejos PLG-receptor D, para ser elucidados por difractometria de rayos X. En

consecuencia, en la actualidad se desconoce la estructura detallada del receptor que

40 Valle, G.; Crisma, M.; Toniolo, C.; Yu, K.L.; Johnson, R.L. Int. J. Peptide Protein Res. 1989, 33, 181-
190
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interacciona con la PLG y, por tanto, el mecanismo de accion que desencadena la respuesta

neuronal.

1.3.4 Actividad biologica de andlogos de PLG

Johnson inici6 en 1988 el estudio de peptidomiméticos de PLG introduciendo
elementos de restriccion en diferentes posiciones del tripéptido*. Como se muestra en la
figura 18, en las estructuras de los compuestos denominados 8 y 9 dicho autor introdujo
una Yy-lactama (modelo de Freidinger, figura 4) sustituyendo el residuo de leucina central,
mientras que en el compuesto 10 se combind una y-lactama en el residuo central con una
piroglutanamida terminal sustituyendo la prolina. Por tltimo, en el derivado 11 se incluyo
un grupo voluminoso en el extremo (i+3) para asegurar una conformaciéon extendida, con
el objetivo de utilizarlo como referencia de compuesto inactivo.

Estos andlogos se sometieron a ensayos in vitro para estudiar su efecto sobre la
afinidad del agonista de receptores dopaminérgicos D,, [’H]-ADTN (2-amino-6,7-
dihidroxi-1,2,3,4-tetrahidronaftaleno). Se comprobd que las estructuras 8a y 10
incrementaban la fijacion del agonista a receptores D, de membranas de caudado bovino,
siendo el de mayor efecto el compuesto 8a (pirrolidinilcarbonilamino-2-oxo-
pirrolidinacetamida, PAOPA) de configuracion R en la posicion o del anillo de y-lactama*.
Puesto que es conocido que una y-lactama con configuracién S en posicion a es inductora
de giros B tipo II’ y, por el contrario, su andlogo R induce un giro P tipo II, se propuso que
ésta era la conformacion de la PAOPA, aunque ningin estudio experimental de

determinacion estructural avala esta afirmacion.

Kuo-Long, Y.; Rajakumar, G.; Srivastava, L.K.; Mishra, R.K.; Johnson, R.L. J. Med. Chem. 1988, 31,
1430-1436.

Dolbeare, K.; Pontoriero, G.F.; Gupta, S. K.; Mishra, R.K.; Johnson, R.L. J. Med. Chem. 2003, 46,
727-733.
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Figura 18: Representacion grdfica de algunos andlogos de la PLG propuestos por Johnson (8-11). Los
compuestos 8-10 responden al modelo de Freidinger. Ademds, el compuesto 10 contiene el dcido
piroglutamico mimetizando la prolina. En el derivado 11 el residuo de glicinamida terminal es sustituido por

una 2-cetopiperacina.

Tras estos primeros antecedentes, los mismos autores disefiaron varios andlogos de
PLG con elementos de restriccion parcial betdgena (compuestos 12-17, figura 19) y
determinaron su actividad®”. Desafortunadamente, ninguno de ellos mostr6 una actividad
superior al compuesto 8a (PAOPA), siendo el mimético 14 el que origind un mayor
incremento de afinidad del agonista N-propil-nor-apomorfina (NPA) por el receptor D,.
Este hecho parece indicar que la restriccion conformacional necesaria para interactuar con
el receptor no solamente puede ser ejercida por la posicion central del pseudopéptido y

pone de manifiesto la importancia del sustituyente del residuo (i+2). Ademas, se constatd

# Baures, P.W.; Ojala, W.H., Costain, W.J.; Ott, M. C.; Pradham, A.; Gleason, W.B.; Mishra, R. K_;
Johnson, R.L. J. Med. Chem. 1997, 40, 3594-3600.
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que los miméticos 16 y 17 (X=S) conteniendo en su esqueleto dos prolinas consecutivas y,
por tanto inductoras de hélice II poliprolina (PPII)*, también mostraban un considerable
efecto modulador sobre la afinidad de NPA en receptores D,*. En esta misma linea el
analogo 17 (X=CH;) que presenta un giro B-VI* también mostré un incremento de
afinidad de la NPA por receptores D,. Este hecho sugiere que, si bien no es necesaria una
conformacion especialmente restringida hacia el giro B-II candnico, si que es conveniente
una similitud en la disposicion espacial del esqueleto pseudopeptidico. Por ultimo, la
configuracion del estereocentro en la posicion cabeza de puente tiazolinico del
diasteredmero 17 es importante, ya que la inversion (R) a (S) provoca un efecto modulador

negativo, disminuyendo la afinidad de agonistas por receptores D, en estado de alta
afinidad.

15 16 17 (X=CH,, S)

Figura 19: Peptidomiméticos de PLG que incorporan lactamas biciclicas y poliprolinas como elementos de

restriccion conformacional.

44 a) Crespo, L.; Sanclimens, G.; Royo, M.; Giralt, E.; Albericio, F. Eur. J. Org. Chem. 2002, 1756-1762.

b) Flemer, S.; Wurthmann, A.; Mamai, A.; Madalengoitia, J.S. J. Org. Chem. 2008, 73, 7593-7602.
Raghavan, B.; Skoblenick, K.J.; Bhagwanth, S.; Argintaru, N.; Mishra, R.K.; Johnson, R.L. J. Med.
Chem. 2009, 52, 2043-2051.

Vartak, A.P.; Skoblenick, K.; Thomas, N.; Mishra, R.K; Johnson, R.L. J. Med. Chem. 2007, 50, 6725-
6729.
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En un intento de dilucidar otros factores estructurales que pudieran afectar la
actividad bioldgica de estos compuestos, Gmeiner estudio la importancia del enlace de
hidrégeno observado ocasionalmente en la PLG entre los residuos prolina (i) y leucina
(i+1), (ver figura 17). Para ello, sintetiz6 una serie de andlogos con anillos de pirrolidinas
mono y dibencilados capaces de bloquear el dngulo y; haciendo inviable la formacion del
enlace de hidrégeno. Algunos de estos compuestos mostraron una actividad similar a la de
la PLG", lo que permitié concluir que no habia una relacion directa entre el enlace de
hidrégeno intramolecular en esta posicion y la actividad de los analogos.

Los andlogos y-lactdmicos con un grupo sustituyente R en posicion o (andloga al
grupo 'Bu de la leucina en la PLG) también ha sido objeto de estudio, dado que este grupo
es considerado agente de reconocimiento para el receptor. Estudios llevados a cabo por el
grupo de Johnson con la serie de peptidomiméticos mostrados en la figura 20, indican que
a una concentracion 100 nM, un sustituyente bencilo (Bn) en posiciéon a del anillo
incrementa la actividad reguladora con respecto al grupo butilo (Bu), isobutilo (Bu) e

incluso al hidrégeno del mimético PAOPA.

150

=SS . o'
FLa \\\ N
2 NH H (@]

8a R=H

18 R:CHch(CH3)2
19 R:(CH2)3CH3
8a 18 19 20 20 R=CH,Ph

%W |FI!I'BI'E.M n NPA

Efecto modulador (grupo R)

[ )
4

H<Bu<Bu<Bn

Figura 20: Incremento de la fijacién del agonista [TH]-NPA sobre receptores D, de caudado bovino a
distintas concentraciones de los miméticos andlogos de PLG (8a, 18,19 y 20). El mimético bencilado 20 es el

que mayor efecto modulador presenta. (Figura tomada de la ref.42).

47 Thomas, C.; Ohnmacht, U.; Niger, M.; Gmeiner, P. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8, 2885-2890.
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En esta serie de experimentos se observa que el incremento de fijacion del agonista
[*H]-NPA a receptores D, de caudado bovino depende de la concentracion de mimético
afiadida (figura 20)*. Dicho incremento es mayor con el compuesto 20 que posee un grupo
bencilo en posicion a de la y-lactama. Este mismo analogo ha sido evaluado in vivo en ratas
lesionadas®, confirmandose que es el modulador mas efectivo descrito hasta ese momento.
Por todo ello, parece claro que el caracter hidrofobico del grupo R (en este caso bencilo) es
determinante en el proceso de reconocimiento molecular. Si comparamos las moléculas
PLG, PAOPA (8a) y el derivado 20, se puede concluir que el papel del grupo '‘Bu de PLG
es asumido de alguna manera por el puente etilénico de la y-lactama en la PAOPA. Por
otro lado, el hecho de que la bioactividad del andlogo bencilado 20 sea mayor, supone que
el efecto modulador es reforzado al introducir un grupo hidréfobo en la posicidén a con una
configuracién que expone al sustituyente de manera similar al grupo 'Bu de la PLG.

Finalmente, se han descrito analogos con esqueletos mas complejos utilizando
como elementos de restriccion residuos centrales de tipo biciclico, espirociclico® y glicinas
a,a disustituidas®. En el caso de los derivados con tiazolidinas biciclicas (compuestos 21-
24, figura 21) se ha observado un incremento en la afinidad de agonistas por receptores D,
al introducir un grupo hidréfobo R en la posicion a del anillo lactamico®. Cabe resaltar que
la preparacion de estos pseudopéptidos conlleva sintesis complejas, ya que la introduccion
estereocontrolada de sustituyentes en los residuos (i+17) e (i+2) no es trivial. Si bien existe
una metodologia descrita para la sintesis de monolactamas sustituidas™, esta no es
aplicable a los biciclos o espirolactamas™.

La comparacion de las estructuras y actividades de los peptidomiméticos
monociclicos (compuestos 8a, 18-20, figura 20) y los biciclicos (compuestos 21-24, figura

21) muestra resultados claramente diferentes en funcion del sustituyente R. Ello parece

48 Castellano, J.M., Batrynchuk, J., Dolbeare, K., Verma, V., Mann, A., Skoblenick, K., Johnson, R.L.,
Mishra, R.K. Peptides, 2007, 28, 2009-2015.

49 Khalil, E.M.; Ojala, W.H.; Pradham, A.; Nair, V.D.; Gleason, W.B.; Mishra, R.K.; Johnson, R.L. J.
Med. Chem. 1999, 42, 628-637.

30 Evans, M.C.; Pradham, A.; Venkatraman, S.; Ojala, W.H.; Gleason, W.; Mishra, R.K.; Johnson, R.L. J.
Med. Chem. 1999, 42, 1441-1447.

*' Khalil, E.; Pradham, A.; Ojala, W.H.; Gleason, W.; Mishra, R.K.; Jonhson, R.L. J. Med. Chem. 1999,
42,2977-2987.

52 Scott, W.L.; Alsina, J.; Kennedy, J.H.; O’Donnell, M.J. Org. Lett. 2004, 6, 1629-1632.

33 Para mas informacion sobre sustitucion en residuos “i+1” e “i+2”: a) Subasinghe, N.L.; Khalil, E.M.;
Johnson, R.L. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 1317-1320. b) Hinds, M.G.; Robinson, J.A. J. Chem. Soc.,
Chem. Commun. 1988, 1447-1449. ¢) Hinds, M.G.; Welsh, J.H.; Brennend, D.M.; Fisher, J.; Glennie,
M.J.; Richards, N.G.J.; Turner, D.L.; Robinson, J.A. J. Med. Chem. 1991, 34, 1777-1789.
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indicar que los elementos de restriccion adicionales (tiazolidina) empleados para bloquear
conformaciones beta giradas pueden entorpecer de algin modo el reconocimiento ligando-

receptor.

21 R=H
22 R=CH,CH(CHs),
23 R:(CH2)3CH3

- _
M O N 24 R=CH,Ph
o)
N

H

Efecto modulador (grupo R)

[ )
4

H < Bn <'Bu< Bu

Figura 21: Analogos de PLG conteniendo tiazolidinas biciclicas (21-24) (vef. 51).

Aunque en la bibliografia se da por sentado que los resultados positivos de
bioactividad de los miméticos de PLG se pueden atribuir al hecho de introducir elementos
que refuercen el caracter betageno de su cadena peptidica, apenas existen estudios
conformacionales que corroboren la presencia de motivos de giro B-II en los miméticos
mads activos. Los unicos datos experimentales de este hecho fueron aportados por Genin y
Johnson en 1992*, mediante el analisis conformacional de RMN de los pseudopéptidos
espirociclicos 25 y 26 basado en experimentos de NOE selectivo y medidas de
desplazamiento quimico del proton amidico terminal en CDCl; y DMSO-d;s. Si bien el
estudio en CDCI; mostr6 evidencias de la existencia de un enlace de hidrégeno
intramolecular, éste no fue observado cuando los ensayos se llevaron a cabo en
dimetilsulfoxido. En este trabajo se concluyo que el espirociclo central de los compuestos
25 y 26 (figura 22) era betageno, aunque un exceso de rigidez conformacional impedia la
formacion del enlace de hidrogeno estabilizante entre los residuos (i) e (i+3) en medios

coordinantes.

>4 Genin, M.; Johnson, R.L. J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 8778-8783.
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Figura 22: Derivados biciclicos 25 y 26 sometidos a andlisis conformacional de RMN en CDCl; y DMSO-dy.

En resumen, numerosos miméticos de PLG han sido sintetizados introduciendo
elementos de restriccion conformacional betigena (B-II) para ser sometidos a estudio
bioldgico. Los peptidomiméticos que han presentado hasta el momento una mayor
actividad son 8a (PAOPA) y su derivado sustituido con un grupo bencilo en la posicion o

de la y-lactama 20 (figura 23).

HH H —_
(S) N (RW’N RN
HN O _>:o HN O _>:o HN O _>:o
O'""H™N, O'""H-N, O""'"H-N,
H H H
NH NH NH
PLG 8a (PAOPA) 20

Efecto modulador

Figura 23: Compuestos andlogos de PLG con mayor actividad bioldgica, por orden de efectividad.:
PLG<8a<20.

1.3.5 Antecedentes f-lactamicos

Existen pocas referencias en la bibliografia que describan anédlogos de PLG
conteniendo en su esqueleto una B-lactama. El pionero en este campo fue el grupo de

Johnson, que aportd el andlogo 27 (figura 24)*, seguido del grupo de Podlech®, que

» a) Srivastava, L. K.;.Bajwa, S. B.;.Johnson, R. L.;.Mishra, R. K. J. Neurochem. 1988, 50, 960-968.

b)Yu, K.-L.; Rajakumar, G.; Srivastava, L. K.; Mishra, R. K.; Johnson, R. L. J. Med. Chem. 1988, 31,
1430-1436. c¢) Sreenivasan, U.; Mishra, R. K.; Johnson, R. L. J. Med. Chem .1993, 36, 256-263.

36 Maier, T.; Frey, W.U.; Podlech, J. Eur. J. Org. Chem. 2002, 2686-2687.
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desarrolld una ruta sintética para acceder al andlogo 2. Si bien se asume que los
peptidomiméticos 27 y 2 presentan restriccion conformacional provocada por el anillo B-
lactamico, en ninguno de los dos casos se estudiaron las conformaciones en disolucion. Por
otro lado, los resultados biologicos tampoco fueron positivos, por lo que no se pudieron
establecer relaciones conformacion-actividad en ninguno de los dos casos. Posteriormente,
en nuestro grupo fue sintetizado el peptidomimético 28, hasta el momento el andlogo
estructuralmente mas similar a la PLG. En esta ocasion, si se estudidé la disposicion
espacial del ligando libre mediante analisis conformacional de RMN y DM, demostrando
experimentalmente que la f-lactama a,a-disustituida actuaba realmente como un elemento
de restriccion betagena’. Ademas, este derivado mostrd cierto efecto modulador de la
fijacion de agonistas a receptores dopaminérgicos D, en cultivos de neuronas de cortex

cerebral de rata.

27 2 28

Figura 24: Peptidomiméticos f-lactamicos de PLG.

Estos resultados supusieron el punto de partida para la realizacion de un estudio
mas profundo de los peptidomiméticos B-lactamicos como analogos de PLG, tal y como se

detallard mas adelante.
1.3.6  Estudios biologicos in vitro e in vivo
El tipo de ensayo in vitro al que se someten los derivados de PLG consiste en

experimentos de competicion agonista-antagonista por la union con el receptor. Hasta

ahora, el medio sobre el cual se han desarrollado han sido cultivos de neuronas de nucleo

Palomo, C.; Aizpurua, J.M.; Benito, A.; Miranda, J.I.; Fratila, R.M.; Matute, C.; Domercq, M.; Gago,
F.; Martin-Santamaria, S.; Linden, A. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 16243-16260.
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caudado bovino®, neuroblastomas humanos transfectados con ADN de tejido enriquecido
en receptores dopaminérgicos™” o membranas de estriado de rata*. Sin embargo, hasta la
fecha no se han efectuado ensayos de bioactividad con receptores procedentes de
membranas de caudado humano, que proporcionarian informacién mas proxima a los
ensayos preclinicos en pacientes humanos.

El protocolo experimental es similar en todos los casos, requiriendo de
experimentos control en ausencia y en presencia de un modulador. De esta manera, se mide
el incremento de afinidad del agonista por los receptores. La PLG y sus miméticos activos
modulan esta afinidad de manera dosis-dependiente, como se indica en la figura 25”. La

respuesta es observada mediante un marcaje radiactivo (del agonista o antagonista).
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Hasta el momento se ha observado mayor fijacion de algunos agonistas (NPA,
apomorfina, ADTN, L-dopa, o pramipexol) cuando se administran junto con PLG o alguno
de sus miméticos. Esto se debe al incremento de afinidad del agonista por el estado de alta
afinidad del receptor, previsiblemente por efecto de un cambio estructural en el centro de
unioén del receptor. También se ha observado un aumento en la proporcion de receptores en
estado de alta afinidad.

Por otro lado, los experimentos in vivo desarrollados en el campo del Parkinson y
transtornos relacionados se han basado en la observacion de la respuesta ante lesiones del

tracto nigroestriado (via dopaminérgica) y la atenuacion del VCM (movimiento

* Nickolls, S. A.; Strange, P.G. Biochem. Pharmacol. 2003, 65, 1139-1150.

> Verma, V.; Mann, A.; Costain, W.; Pontoriero, G.; Castellano, J.M.; Skoblenick, K.; Gupta, S.K;
Pristupa, Z.; Niznik, H.B.; Johnson, R.L.; Fair, V. D.; Mishra, R.K. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2005,
315, 1228-1236.
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masticatorio) al administrar PLG o andlogos en presencia de un agonista D, a ratas

previamente lesionadas.
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2  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Tal y como se ha comentado en la Introduccion, muchos de los aspectos relativos a
la sintesis y analisis conformacional de los pseudopéptidos B-lactdmicos 29 (figura 26),
formados en torno a nucleos centrales (scaffolds) del tipo (B-Lactam)-(Gly), ya habian sido
estudiados previamente en nuestro laboratorio. El objeto de dichas investigaciones fue la
comprension de los efectos de estabilizacion conformacional ejercidos por los sustituyentes
de las posiciones o y B del anillo B-lactdmico segin su naturaleza electronica, tamafio y
disposicion espacial. Sin embargo, debido a la ausencia de un método sintético eficiente
para acceder a scaffolds enantiopuros del tipo (B-Lactam)-(Aa), los pseudopéptidos 30
(figura 26) portadores de residuos (i+2) sustituidos en la posicion o’ apenas habian sido

estudiados antes del comienzo del presente trabajo.

H R R2R3 H R
~1 g 1T L8
o} NQJ\NM o N%J\NMW\
o a H o RZ R3H
29 30

Figura 26: Pseudopéptidos p-lactamicos con fragmentos centrales de tipo (p-Lactam)-(Gly) (29) y de tipo
(B-Lactam)-(Aa) (30).

2.1 Diseiio de pseudopéptidos p-lactamicos multitopicos

Los pseudopéptidos del tipo 30 (figura 26) pueden constituir una solucion
interesante al problema de la interaccion entre los peptidomiméticos lactdmicos de
Freidinger y los receptores multitopicos (figura 27). En efecto, practicamente todos los
pseudopéptidos lactamicos requieren de uno o varios ciclos en el fragmento de restriccion
externo al giro (p. €j. 31 6 32, figura 27) para estabilizar un determinado subtipo de giro f.
Sin embargo, la congestion estérica provocada por las cadenas de los ciclos, biciclos o
espirociclos lactdmicos dificulta a menudo la interaccion de los grupos de reconocimiento

(R', R?, etc...) con el receptor. En este contexto, un disefio “minimalista” que tienda a
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reducir al méaximo el fragmento de restriccion de la lactama resulta particularmente
atractivo puesto que puede ayudar a minimizar las interacciones indeseadas entre el

mimético y el receptor.

Grupos de
reconocimiento

Receptor multitépico

X »
Rl 2 Receptor Choque
restnclmc')n R multitopico scaffold-receptor
(i+1) W N— (+2)
HN & 0
OI [} IH—
(i) o »i+3)
[ Reduccion del fragmento de restriccién] >
Rl 2 1 .- Tt SN
R R Re N
\ n X/ (( )\ R2 Rl B / R_S R2 h
H )m oH o Lo Fragmento de
U N /YN N— a' | restriccion minimo
HN o) HN ¢ (CH))
H OO””H_N O >:C)O||||H—N OOIIIIH—N\
f \os o, N v, N
31 32 30

Figura 27: Estrategia de reduccion de fragmento de restriccion en peptidomimeéticos lactamicos. Tipo

Freidinger: 31,32; tipo p-lactamico: 33.

Aplicando la aproximacion S-LSAD (ver apartado 1.2.1, pag 21) resulta muy
sencillo disefiar miméticos B-lactdmicos de tipo 30 a partir de los péptidos nativos cuya
conformacion bioactiva sea B-girada. Al no tener sustituyentes en la posicion 3 del anillo
B-lactamico, se puede esperar que la interaccion estérica scaffold-receptor sea menor que
en las lactamas de Freidinger. Ademas, debido a la inclusién de los grupos R%, R y a la
naturaleza estereogénica de la posicion a’, es esperable que los peptidomiméticos (-
Lactam)-(Aa) (30) presenten una diversidad quimica mucho mayor que los andlogos de
tipo (B-Lactam)-(Gly) (29). Por ultimo, gracias a que la posicidon a del anillo B-lactamico
se halla tetrasustituida, también resulta razonable suponer que los pseudopéptidos 30

tengan una baja reactividad quimica y una alta resistencia enzimatica, puesto que ambas
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caras del carbonilo B-lactamico se hallan estéricamente impedidas por los grupos R' y

RCOHN.

2.2 Anadlisis conformacional de pseudopéptidos p-lactamicos

La introduccion de los grupos R? y R® en el residuo (i+2) de los miméticos B-
lactamicos de tipo 30 deberia provocar interacciones estéricas no simétricas con diversos
fragmentos del residuo (i+7) que contiene el anillo de azetidin-2-ona. A su vez, ello
deberia favorecer de manera desigual la estabilizacion de los diferentes conformeros
extendidos, P-girados y Yy-girados (figura 28). Ademas, la configuracion relativa de los
estereocentros o y o’ también podria jugar un papel importante sobre las poblaciones
relativas de dichos conférmeros. Por ello, la principal cuestion que abordamos al comenzar
nuestro trabajo fue la de entender las interacciones interresiduales (i+7)/(i+2) que tienen

lugar en los pseudopéptidos de tipo 30 y sus consecuencias en el equilibrio

conformacional.
(i+3)
N
>? )J\ R} /H/ )
H (nﬂ M N >$>N x/
O""H N O RS R2 — HNo ‘R?
S —_— R
(1) “ZT+3) (i+])  (i+2) ©
,
(Giro B) 30 (Extendido) (i) (Giro y)

Figura 28: Algunas conformaciones de los pseudopéptidos p-lactamicos con fragmentos centrales de tipo (f5-

Lactam)-Aa (30).

Los pseudopéptidos de tipo 30 contienen los dos 4tomos Ca, Ca’ y el nitrogeno B-
lactamico dispuestos de forma lineal (figura 29). Por ello, dichos peptidomiméticos son
excelentes candidatos para nuclear estructuras secundarias con varios enlaces de hidrégeno
interresiduales, tales como horquillas (hairpin) y laminas B paralelas o antiparalelas. Sin

embargo, la estabilizacion de horquillas peptidicas depende en gran medida de la
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configuracion relativa de (i) e (i+3) cuando estos residuos son quirales. El andlisis
conformacional en disolucioén de pseudopéptidos del tipo 33 conteniendo residuos quirales
adicionales (i) e (i+3) podria ayudar a establecer qué pares de configuraciones relativas
(homoquirales 6 heteroquirales) de dichos residuos favorecen la estabilizacion de
estructuras secundarias mas complejas que los giros f o Y. Ademas, para establecer mejor
el efecto intrinseco de dichos residuos, seria conveniente estudiar modelos del tipo 33 con
un numero minimo de estereocentros y, por lo tanto, simétricamente sustituidos en la

posicion a’.

- Cq T N—CL i
a a L0 Rl o R
1 2 N * \\\\ N N
S S Py
__________ N—¥<--- H 2 p2H
O R o R° R 0
OIIIIH—N\ (l) (|+3)
33 (Extendido)
Rl R2 Rl R2

OIIIIH—N OIIIIH N OIIIIH N
R
o Pa e f ’I
—/ —
9

N—Hnno HNM HN O
O NH O (}:OHHIH N
T ?
o Horquilla Giro B Horquilla
(Lamina B-antiparalela) (LAmina B-paralela)

Figura 29: Algunas conformaciones en horquilla (hairpin) de los pseudopéptidos p-lactamicos (33) con

fragmentos quirales en (i) e (i+3).

Por ultimo, el establecimiento de las correlaciones entre estructura y conformacion
en los pseudopéptidos B-lactamicos de tipo 30 6 33, permitiria aplicar dicha informacion al
disefio de miméticos de PLG y estudiar las relaciones estructura-actividad en su interaccion

con receptores dopaminérgicos D;.
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Figura 30: Estructura de la melanostatina o PLG y sus andlogos [-lactamicos.

En la Introduccion se ha mencionado que en nuestro laboratorio ya se explord este
campo sintetizando el andlogo B-lactdmico de tipo 28, que muestra cierta capacidad
moduladora de fijaciéon de agonistas en cultivos de neuronas dopaminérgicas de rata.
Puesto que dicho incremento fue atribuido a la estabilizacion de una conformacion de tipo
giro B-1I, ahora seria posible preparar quimiotecas de tipo 34 que cumplieran este requisito
conformacional. De este modo, realizando los correspondientes ensayos de actividad
biologica, podria lograrse un control mucho mas preciso de la capacidad neuromoduladora

de los nuevos peptidomiméticos B-lactamicos.

2.3 Objetivos

Para intentar verificar experimentalmente las hipotesis formuladas en este apartado,
y continuando los estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio para estudiar la sintesis,
el comportamiento conformacional y la actividad bioldgica de los pseudopétidos B-

lactdmicos, nos marcamos lo siguientes objetivos:

1. Desarrollar un método general para preparar los moldes o scaffolds del tipo PG-(B-
Lactam)-Aa-OH (35) en forma enantiopura. Para ello, nos proponemos investigar
dos rutas alternativas:

a) La alquilacion en la posicion o’ de los enolatos derivados de las B-lactamas 36,

obtenibles a partir de las N-[bis(trimetilsilil)metil]-B-lactamas 37.
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PG-HN il //< R! O//<
_ J: R3 R2%-X, R®-X Ph}i(N R-X Ph)\(N
5 NT:’RZ — N — /l;‘

CO,H
35 PG= Boc, Cbz, etc... 36 37

b) La ciclacion intramolecular de las N-peptidil-B-azaalaninas 38 obtenidas
mediante la apertura con a-aminoésteres 40 de las N-nosil-aziridinas 39. Estas
ultimas constituyen formas simultaneamente protegidas y activadas de los serinatos

o-sustituidos 41.

Rl

R? R3
PG'HN';J; NSHN.,J R, MeO2C, R! HZNTRz
R® R +
NG R — MeOC HNX & — Ns-N<r CO,R
© T CO,R
35 CO.H 38 39 40
0, ,0 U’
\S\.sé Rl
R'= Me, Bn... Ns = @[ HoN (JwCOsMe
R?, R%= H, Me, Ph NO,
HO
41

2. Preparar tres familias de péptidos B-lactamicos incorporando moldes o scaffolds del
tipo PG-(B-Lactam)-Aa-OH mediante técnicas de sintesis peptidica en disolucion.
En primer lugar, se sintetizara la familia de péptidos 42 conteniendo sustituciones
minimas (Me) tanto en el carbono a del anillo B-lactdmico como en las posiciones

N- y C- terminales.

H Me Me
Me\n/N,, o Ns-HN.,,
o) %L .Me — (A0 + Nu CO,H +  HaN-Me
o N o X
R2 R3 H RZ R3
42 R? R%=H, Me, Ph 43
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Siguiendo una metodologia similar, se prepararardn los miméticos de tipo 44,
poseedores de centros estereogénicos cuaternarios en posicion o y de residuos mas

voluminosos en los extremos (i) e (i+3).

H
O_ _N, Ns-HN,,
D O ' N
0 N% on —> (Boc)O + N3 COH + H,N~ ~CO,Bn
0 N o
RZ R3H o) RZ R3
44 45

Por ultimo, se propone preparar los cuatro diasteredmeros posibles de los

miméticos de tipo 46, que incorporan residuos de alanina en los extremos (7) e (i+3).

)I\/I\e Ns-HN.,, Me
46 — BocHN * CO,H + N COH + HZN)*\COZBn

o XN

a7

3. Efectuar el estudio conformacional de los modelos peptidicos 42, 44 y 46 para
establecer los efectos estabilizantes (betagenos, gammagenos, etc...) provocados
por la sustitucion en o’ y la presencia de residuos quirales adicionales. Los estudios
se llevaran a cabo empleando técnicas combinadas de Dindmica Molecular y RMN
en disolventes altamente coordinantes (DMSO-ds) para identificar las redes de
enlaces de hidrogeno intramoleculares formados. Cuando el acceso a monocristales
adecuados lo permita, también se estudiardn dichas conformaciones en estado

solido mediante técnicas de difractometria de rayos X.
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4. Realizar la sintesis y el analisis conformacional en disolucion de los nuevos
pseudopéptidos [B-lactdmicos 48 anilogos de la melanostatina (PLG). Su
preparacion se planted siguiendo una metodologia idéntica a la mencionada mas
arriba partiendo de los scaffolds 49, amoniaco y (L)-prolina convenientemente
protegida en funcién de la naturaleza quimica del grupo R'. A diferencia de los
modelos de pseudopéptidos descritos en los objetivos anteriores, en este caso nos
propusimos preparar ambos diasteredmeros para cada sustituyente R'. De este
modo, ademds de estudiar los motivos conformacionales inducidos por cada
combinacion de configuraciones relativas, dispondriamos de una mayor variedad de

ligandos para la evaluacion de su bioactividad.

H R R!
H *
© 5 N>8LNH2 —— “N"con * N. CO,Me + NHg

R? R? PG © R2 R2
48 R!=-Bu, -CH,CH=CH, -CH,Ph 49
R2=H, Me
PG= Cbz, Boc

5. Evaluar la actividad de los ligandos B-lactdmicos 48 como moduladores alostéricos
de la afinidad del agonista dopaminérgico (—)N-propilnorapomorfina (NPA) por
receptores D, procedentes de caudado humano mediante experimentos de
competicion agonista/antagonista utilizando la técnica de “binding” o fijacion de
ligandos. En dicho estudio se determinaran las constantes de afinidad de la NPA en

presencia y en ausencia de PLG y los analogos sintetizados de tipo 48.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Sintesis de dipéptidos f-lactamicos enantiopuros (scaffolds) del tipo PG-(f}-
Lactam)-(Aa)-OH

El plan de trabajo propuesto para abordar el primer objetivo de la tesis consistid en
explorar dos rutas de acceso a los moldes B-lactamicos clave 35, necesarios para la sintesis
de diversos pseudopéptidos B-lactamicos. La primera se basé en la alquilacion en o’ de las
a-alquil-a-amino-N-alcoxicarbonil-B-lactamas 36 y la segunda en la condensacion
intramolecular de las B-azaalaninas 38, accesibles a su vez a partir de las aziridinas 39 y los

o-aminoésteres 40.

0O
O//< Rl Alquilacién a Rl Condensacion 1

R
N&,, PG-HN.)| NsHN.,| R3
Ph X R3 — : _R2
5 N R2 MeO,C HN—X

N O 2_ 3_
Pho 7 R*-X, R™-X

CO,R
CO,R CO,H
36 35 38
R= Me, Bn... ﬂ
R2, R3= H, Me, Ph .
— 1 <
0, ,0 PG= Boc, Cbz, etc... MeO.Cy R HoN \~r R2
Ns = Sig Ns-N *
CO2R
NO2
39 40

Esquema 1: Rutas sintéticas para la preparacion de los moldes f-lactamicos 35.

En los siguientes apartados de este capitulo se detallan los resultados obtenidos en

cada caso, asi como las limitaciones y ventajas que presentaron.
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3.1.1 Alquilacion de a-alquil-a-amino-N-alcoxicarbonilmetil-f-lactamas

La alquilacion estereocontrolada de enolatos de N-[(alcoxicarbonil)metil]-p-
lactamas fue desarrollada por Ojima hace casi dos décadas®. El procedimiento (esquema 2)
consiste en una secuencia de alquilacion de enolatos en la que el orden de adicion de los

halogenuros de alquilo determina la posicion y la configuracion de los centros alquilados

O — —_
o) o)
O{j o< o
K{ Ph N_ %,Ph , N_ ,Ph
a) R2-Br
PhO; NT Ph /—N Ph SN .R?
Q o )
CO,tBU .
2 Li—0~ “OtBu CO,tBu
50 51
S _ S
04 0//(
N Ph N
b) K{ * R3-Br K( Ph3
Ph N Rz Ph N R
= 2
Y S
. Li—0” “otBu | CO,tBu
52
B ] o)
\\\Ph
C) %N * Ph 1 N - Ph
Q | RS ﬂ» R3
\ : N R? Ph ; N R?
Li—O T o T
CO,tBu CO,tBu

53

Esquema 2: Reactivos y condiciones: a) LiIHMDS, THF, -78°C, 16h., luego R’Br, b) LiHMDS, THF, -78°C,
16h., luego R’Br, ¢)LiHMDS, THF, -78°C, 16h., luego R'Br.

60

56

a) Ojima, I.; Komata, T.; Qiu, X. J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 770-774. b) Ojima, 1. “f-Lactam
Synthon Method. Enantiomerically Pure f-Lactams as Synthetic Intermediates” en “The Organic
Chemistry of f-Lactams” Ed. G.I. Georg, VCH, New York, 1993, p. 197-255. ¢) Ojima, 1. Acc. Chem.

Res., 1995, 28, 383-389.



Aunque se trata de una aproximacion muy elegante, presenta una importante
limitacion, ya que sélo es aplicable a B-lactamas a,B-disustituidas y es el grupo arilo (Ph)
de la posicion B de la B-lactama el determinante estereoquimico de la induccidon asimétrica
observada en las tres etapas de alquilacion. Puesto que los moldes B-lactamicos de tipo 35
(esquema 1) debian carecer de sustitucion en la posicion B, no resultaba clara la
aplicabilidad del método de Ojima para nuestro objetivo. A pesar de esto, se decidio
explorar esta ruta. Para ello, se prepararon las N-[(alcoxicarbonil)metil]-B-lactamas 54a-b
siguiendo un procedimiento descrito anteriormente en nuestro laboratorio®, (esquema 3).
La secuencia consistio en una bencilaciéon completamente estereocontrolada del enolato de
la N-[bis(trimetilsilil)metil]-B-lactama 37, seguida de la degradacion oxidativa del grupo
sililado con nitrato de cerio (IV) y amonio y posterior N-alquilacion de la NH-f-lactama
intermedia con bromoacetato de metilo en presencia de carbonato de cesio. De este modo,
la B-lactama 54a se pudo obtener con un rendimiento global del 80%. Posteriormente, se
prepar6 el éster ferc-butilico 54b via saponificacion y posterior esterificacion con terc-

butanol de la N-[(metoxicarbonil)metil]-B-lactama S4a.

O

e oA

N’I,I N/
Ph a), b), c) Ph
N -

Ph SiMe3 Ph N
0 T 80% o 7
SiMe3 COZR

54a R=Me
@) 50% Lo gap R= tBu

37

Esquema 3: Reactivos y condiciones: a) LDA (1.2 eq.), THF, -78°C, 30 min., luego BrBn (5 eq.), -78°c-t.a.,
16h., b) CAN (5 eq.),H,0, 0°C, luego t.a., 1h., c) BrCH,CO,Me (1.4 eq), Cs,CO; (1.1 eq.), MeCN, 85°C, 90
min., d) LIOH.H,0 (10 eq.), MeOH/H,0, t.a., 1h., e) PhOP(O)Cl; (1.2 eq.), Et;N (4 eq.), 'BuOH (1.1 eq.),
CH,CI,, ta., 16h.

Palomo, C.; Aizpurua, J.M.; Ganboa, I.; Benito, A.; Cuerdo, L.; Fratila, R.M.; Jiménez, A.; Loinaz, L.;
Miranda, J.I.; Pytlewska, K.; Micle, A.; Linden, A. Org. Lett. 2004, 6, 4443-4446.
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Una vez preparados los ésteres P-lactdmicos 54a y 54b se pasé a estudiar la
metilacion de sus enolatos en condiciones similares a las de Ojima empleando yoduro de

metilo como electrofilo, THF como disolvente y diferentes bases (ver tabla 2).

Tabla 2: Ensayos de metilacion de los ésteres f-lactamicos 54a-b.

ot o~

Ph’/\rN Base, THF Ph’/\r

Mel Ph

Ph S Nj NH
CO,R*? CO,R? ©
54a Rl= Me 55a R'=Me 56
54b R1='Bu 550 R!='Bu
Sustrato Base” T>(°C) t(h) Conversién” Rdto(%) Producto

1 54a LDA -78 0.5 0 0 54a
2 54a LDA -78-t.a 1 0 0 54a
3 S54a LDA -78-t.a 5 100 0 Descomposicion
4 54a NaH -78 0.5 0 0 54a
5 54a LiHMDS -78 0.5 100 50 55a
6 54a LiHMDS -78 2 100 50 (mezcla) 55a, 56
7 54a LiHMDS -78 16 100 N.d 56
8 54a LiHMDS  -78-0 1 100 50 56
9 54b LiHMDS -78 3 0 0 55b

“ Las cantidades de base adicionadas fueron de 1.2 eq. (entradas 1-4), y 3 eq. (entradas 5-9). " Segun el
andlisis de 'H RMN (500MHz), (ver figura 31).

Los primeros ensayos se llevaron a cabo con el éster metilico 54a, empleando LDA
como base. Tal y como se muestra en las entradas 1-2, no se observod conversion alguna
del producto de partida a -78°C y tiempos cortos de reaccion. El incremento en la

temperatura y tiempo de reaccién provocaron unicamente la degradacion de 54a, segln se
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dedujo de los analisis de "H RMN. Por otro lado, los ensayos con hidruro sédico tampoco
condujeron a una conversion apreciable. Posteriormente, se estudi6 la reaccion utilizando
como base el bistrimetilsililamiduro de litio (LIHMDS, entradas 5-9). En esta caso se
obtuvo el producto doblemente metilado en posicion o’ tras 30 minutos de reaccion a -
78°C (entrada 5). La posterior purificacion del crudo obtenido mediante columna

cromatografica dio lugar al producto 55a cuyo espectro se muestra en la figura 31.

Mey
Hz H3
,L Y (I
I T 1 |
Me;, Me;3
,
H7 Hg H4 H6
/ j /\
Lll J .

55a CO,Me'

1.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 31: Espectros 'H-RMN de los compuestos 54ay 55a registrados a 500MHz.

Los dos singletes observados a 1.0 y 1.5 MHz en el espectro de 55a muestran
inequivocamente la incorporacion de dos grupos metilo al Ca’, que se contrapone a la
desparicion de los dos dobletes correspondientes a los protones H, de 54a (figura 31). En
posteriores ensayos con la misma base (LiIHMDS) aumentando el tiempo de reaccion y
elevando la temperatura hasta 0°C, se aprecid la aparicion de un nuevo producto 56
(entrada 6-8), hasta ser el Unico observado (entradas 7-8). Por ultimo, los ensayos de
alquilacion de S54b en las condiciones Optimas encontradas para su homoélogo S4a no

dieron los resultados esperados, recuperandose la totalidad del producto de partida.
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En resumen, las condiciones descritas por Ojima® para la alquilacion de enolatos de
N-[(alcoxicarbonil)metil]-B-lactamas no fueron aplicables a la alquilacion estereocon-
trolada de P-lactamas no sustituidas en la posicion B, y la obtencion por esta via del
producto dimetilado S5a presentd una baja reproducibilidad. Por esas razones se desecho
esta via para preparar moldes PB-lactdmicos de dipéptidos y se optd por estudiar mas

profundamente la condensacion intramolecular de f-aminoésteres.

3.1.2 Condensacion intramolecular de f-azaalaninas a-sustituidas

Durante la realizacion de su tesis doctoral, E. Balentovd puso a punto en nuestro
laboratorio una metodologia para preparar o,0’-dialquil-B-lactamas a partir de p-
azaalaninas por ciclacion con bis(trimetilsilil)amiduro de litio (LiHMDS)®. También
desarroll6 un método para preparar f-azaalaninas a-sustituidas mediante la apertura de N-
nosil-aziridinas con B-aminoalcoholes O-terc-butildimetilsililados. Este trabajo supuso el
punto de partida para la preparacioén por nuestra parte de nuevos moldes B-lactamicos o’-
monosustituidos (64a-k, ver tabla 3).

En primer lugar, se prepararon en forma enantiopura los serinatos a-sustituidos 41 a
partir de la D-serina siguiendo el procedimiento de a-alquilacion de aminoacidos descrito
por Seebach®. La posterior formacion de las aziridinas 39 se llevd a cabo por
calentamiento de los alquil-serinatos con dos equivalentes de cloruro de orto-nosilo y
bicarbonato potasico en acetonitrilo. La reaccion transcurrié de forma muy limpia cuando
se empled dicha base (KHCO3), pero dio lugar a reacciones incompletas o subproductos
cuando se emplearon otras bases inorganicas (carbonato potésico, carbonato sddico,
bicarbonato so6dico), u organicas (trietilamina, diisopropiletilamina, piridina, etc...). Por su
parte, el grupo nosilo resultd ser el agente protector-activante Optimo tanto para la
formacidon como para la posterior apertura de las aziridinas estudiadas, ya que otros grupos,
tales como tosilo, fercbutoxicarbonilo (Boc), benciloxicarbonilo (Cbz), etc.. resultaron ser
ineficientes. Ninguna de las aziridinas preparadas fue aislada, haciéndose reaccionar in situ

con las aminas 57-62.

62 Para una mayor informacién sobre el estudio de esta metodologia, ver Tesis Doctoral E. Balentova,

Universidad P. Safarik, Kosice, Eslovaquia, 2006.
63 Seebach, D.; Aebi, J.D.; Gander-Coquoz, M.; Nael, R. Helv. Chim. Acta 1987, 70, 1194-1216.
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Tabla 3: Sintesis de o,a -dialquil-f-lactamas a partir de a-alquil-serinatos de metilo.

NsHI}l .
Rl MeOZC R Rl
MeO,C., | -NH NSHN,
2 J/ 2 a) Ri . CO,Me b) 57-62 HN c), d)
7, D) srbz ©.d)

\DN'NS % N._R2

HO ” S e
- CO,H
4la Rl=Bn 39a R= Bn OSiMe,'Bu 2
41b R= Me 39b R'= Me 63a-k 64a-k
RZ
57.62: L _osiMegBu >’ R?=H 59 R?=Me (S) 61 R2=Ph (S)
HaN " 58R’=Me(R) 60R?=Ph(R) 62R2=iPr(R)

Reactivos y condiciones: a) o-NsCl (2.1 eq.), KHCOj; (5eq.), MeCN, reflujo, 16h., b) 57-62 (1.5 eq.), KHCO;
(1 eq.), MeCN, t.a., 12h., ¢) LIHMDS (2.5 eq.), THF, t.a., 12h., d) HF (1.2 eq.), t.a., 1h., después CrOs/H,SO,
(2eq.), acetona, 0°C, 2h., 0 d’) BAIB (2.2 eq.), TEMPO (0.5 eq.), acetona/H,0 1:1, t.a., 3h.

n R R’ Amina B-Azaalanina  Rdto(%)* p-Lactama  Rdto(%)”
1 Bn H 57 63a 64 64a 80°
2 Me H 57 63b 70 64b 75°
3 Me Me®) 58 63c 70 64c 87°
4  Me Me(S) 59 63d 83 64d 88°
5 Me  Ph(R) 60 63e 79 64e 55°¢
6 Me  Ph(S) 61 63f 84 64f 58°¢
7  Bn  Me(R) 58 63g 50 64g 91°
8 Bn  Me®S) 59 63h 50 64h 90°
9 Bn Ph®® 60 63i 46 64i 77°
10 Bn  Ph(S) 61 63 50 64 74°
11 Me PrR) 62 63k 45 64k 89"

* Rendimientos globales a partir de los serinatos 41; Y Meétodo de oxidacion de N-hidroxietil-p-lactama:

Reactivo de Jones, acetona; ¢ Método de oxidacion de N-hidroxietil-B-lactama: BAIB, TEMPO,
acetona/H,0

Los B-aminoalcoholes protegidos con el grupo terc-butildimetilsililo (57-62) se
prepararon facilmente a partir de los correspondientes a-aminodcidos mediante reduccion

con borohidruro de litio y clorotrimetilsilano seguida de O-sililacion con ferc-
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butildimetilclorosilano segun el procedimiento de Giannis*. La reaccion de 57-62 con las
aziridinas 39a-b condujo a las B-azaalaninas 63a-k con rendimientos globales a partir de
los serinatos 41 que oscilaron entre el 45 y el 84%. La ciclacion de los B-aminoésteres 63a-
k se llevd a cabo por tratamiento con bis(trimetilsilil)amiduro de litio en THF a
temperatura ambiente, proporcionando las N-(2-sililoxietil)-B-lactamas intermedias de
modo practicamente cuantitativo. Los crudos de dichas B-lactamas fueron desililados con
acido fluorhidrico diluido y los alcoholes resultantes oxidados a las N-carboximetil-f-
lactamas 64a-k con rendimientos globales comprendidos entre el 55 y el 89%.
Inicialmente, se habia pensado en llevar a cabo la apertura de las aziridinas 39 con
los correspondientes a-aminoésteres 65a y 65b en lugar de los f-aminoalcoholes sililados

57-62 para formar asi directamente las f-lactamas o’-monosustituidas 67 (esquema 4).

Bn
Bn NsHN.,,
MeO,C,, ] -NH> 2
N\rR

o]
HO CO,Bn
41a 67
R2 b)
Bn
BnCO,Me HN- COzBn NsHN., | R?
\DN'NS 65a R2= H MeO,C HN4<
2_ CO,Bn
39a 65b R“= Me(R) 2

66a R%= H

66b R2= Me (R)

Esquema 4: Reactivos y condiciones: a) o-NsClI (2.1 eq.), KHCOj (5eq.), MeCN, reflujo, 16h., luego 65 (1.5
eq.), MeCN, t.a., 12h., b) LIHMDS (2.5 eq.), THF, t.a., 12h

Sin embargo, se comprob6 que, aunque la apertura de la aziridina 39a con glicinato
o alaninato de bencilo transcurria con buenos rendimientos (70-73%), los ensayos para la

ciclacion de los B-aminoésteres lineales® 66a-b a las B-lactamas 67 en presencia de bases

64

a) Giannis, A.; Sandhoff, K. Angew. Chem. Int. Ed. Eng. 1989, 28, 218-220. b) Steinig, A.G.; Spero,
D.M. J. Org. Chem. 1999, 64, 2406-2410.

Para métodos de ciclaciéon de B-aminoésteres a 2-azetidinonas ver: a) Backes, J. In Houben-Weyl,
Methoden der Organischen Chemie, Band E16b; Miiller, E.; Bayer, O.; Eds.; Thieme: Stuttgart, 1991,
pp 97-101. b) Vicario, J.L.; Badia, D.; Carrillo, L. J. Org. Chem. 2001, 66, 9030-9032.
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como LiHMDS o LDA conducian unicamente a la recuperacion del producto de partida
acompafiado de productos de descomposicion. Los intentos fallidos de la ciclacion 66 —
67 fueron atribuidos a la acidez del proton de la posicion Ca’ de las N-peptidil--
azaalaninas 66 que impedia la abstraccion del proton aminico implicado en el proceso de
ciclacion hacia la B-lactama. Por ello, al abordar por primera vez la formacion de los
analogos a’,a’-disustituidos 70 (tabla 4), se pensd en una condensacion similar utilizando
aminoésteres a’,a’-disustituidos no enolizables.

En efecto, tal y como se muestra en la tabla 4, los aminoésteres a,o-disustituidos
68-69 reaccionaron con las aziridinas 39 a 40°C en acetonitrilo para proporcionar los
¢ésteres metilicos de las B-azaalaninas 70a-g con rendimientos globales de moderados a
buenos. Una vez purificados, dichas B-azaalaninas fueron cicladas en condicines suaves
(0°C, 1h) con LiHMDS en THF dando lugar a las B-lactamas a,0’,0’-trisutituidas 71a-g
con rendimientos practicamente cuantitativos. Tanto las reacciones de apertura de
aziridinas como las de formacion de B-lactamas se siguieron mediante el analisis de 'H
RMN de alicuotas tomadas a diferentes tiempos de reaccion.

Es preciso resaltar la considerable congestion estérica provocada por la
tetrasustitucion en los carbonos adyacentes a los centros reactivos de la aziridina y del B-
aminoéster. A pesar de ello, tanto las reacciones de apertura del anillo de aziridina como la
formacion de la B-lactama transcurrieron eficientemente en todos los ejemplos estudiados,
aunque la primera etapa requirié de un leve calentamiento (40°C) que no fue preciso en el
caso de los B-aminoalcoholes sililados 57-62 (ver tabla 3). Finalmente, los ésteres 71a y
71c¢ fueron sometidos a saponificacion con hidroxido de litio para proporcionar los 4cidos
libres 72a y 72c¢, listos para ser sometidos a acoplamiento peptidico por la posicion C-
terminal.

Los resultados obtenidos en este apartado supusieron la consecucion completa del
primero de los objetivos de la presente tesis. También se establecid una de las rutas mas
cortas y eficientes para la sintesis completamente estereocontrolada de miméticos de
dipéptidos conteniendo simultdneamente un elemento de restriccion de tamafio minimo -
CH,- y varios grupos de reconocimiento (R', R?, R?, ver esquema 1).

En los siguientes apartados se describira la sintesis de diversas familias de

pseudopéptidos B-lactamicos preparados a partir de las familias 64 y 71 y se estudiara su
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comportamiento conformacional en disolucion, asi como la estructura en estado solido de

algunos de ellos.

Tabla 4: Sintesis de o,a’,0. -trialquil-p-lactamas a partir de o-alquil-serinatos de metilo.

R3 R®
1 HoN ‘\ CO,Me Nen R
R 2 2 MeO,C-i,R!
1 _NH 7 _>N "
MeO,C, > a) |Ry .COMe 68-69 o °
. ey HN N B 2
o N-Ns /K\R:" o \rR
41a R1=Bn 39a-e Mo R? o
41b R = Me 708 )
g 7la-g R=Me
1= Ali 68 R?= R®= Me
41c Rl _;A\|I|O 69 R2-R3 = -(CH,)4- © |:
R 72acR=H

41e RY= CH,CqFs
Reactivos y condiciones: a) o-NsCI (2.1 eq.), KHCO; (5eq.), MeCN, reflujo, 16h., luego 68-69 (1.5 eq.),
KHCO; (1 eq.), MeCN, 40°C, 24h., b) LIHMDS (2.5 eq.), THF, 0°C, 1h., ¢) LiOH.H,0O (10 eq.), MeOH/H,0,
ta., lh

n R R? R} p-Lactama Rdto(%)*
1 Bn Me Me 71a 70 (72a, 90)°
2 Bn -(CH,),- 71b 51

3 Me Me Me T1c 65 (72¢, 93)°
4 Me -(CH,),- 71d 59

5 Alilo Me Me T1e 40

6 ‘Bu Me Me 71f 45

7 CH,C(Fs Me Me 71g 40

“ Rendimientos globales a partir de los a-alquilserinatos.  Rendimiento de la saponificacién al acido libre

(71—72).

En la figura 32 se muestran los espectros '"H RMN (200MHz, CDCl;) de los crudos
de reaccion de la aziridina 39a, B-azaalanina 70a y la B-lactama 71a, indicandose las

asignaciones de los protones mas significativos en cada caso.
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Figura 32: Espectros 'H RMN (200MHz, CDCl;) de los crudos de los compuestos 39a, 70ay 71a.

NO; 6 3
N 1
N CcOo,M

65



3.2 Sintesis y andlisis conformacional de peptidomiméticos f-lactamicos

Como se ha indicado en el apartado Hipotesis y objetivos, en nuestro laboratorio se
habian investigado anteriormente las relaciones estructura-conformacion de los miméticos
B-lactdmicos a,B-sustituidos del tipo 29 (ver figura 33). Estudios basados en andlisis por
RMN, DM y rayos X habian mostrado claras evidencias del efecto fuertemente betageno
de los anillos B-lactdmicos a-monosustituidos y a,B-disustituidos cuando ocupan la
posicion (i+17) de estos pseudopéptidos con un resto (i+2) de glicina (figura 33). Ahora,
aprovechando la ruta sintética desarrollada en el apartado 3.1 para preparar nuevos moldes
B-lactdmicos decidimos sintetizar los pseudopéptidos 30 (figura 33) y explorar su
comportamiento conformacional. De esta manera, no s6lamente podria hacerse patente el
efecto de la configuracion del estereocentro Ca’ en el residuo (i+2), sino también las
consecuencias de una posible interaccion estérica entre los sustituyentes de las posiciones

Caen (i+/)y Ca’ en (i+2).

H RlRZ2

M“"1T
i e
ey o J;L%L -

-(B- . . o] N
29 -(B-Lactam)-(Gly) 2 R H
(i) (i+3)
MNTr j:\ N 42 Ac-(B-Lactam)-(Aa)-NHMe
[
%kNdvvvv\.
R2 R3H
—_— H
(i+2) >(°\H/N'~ 0
30 -(B-Lactam)-(Aa)- 0 N K(OH
. e} ”
2 53 - R?2 RS 0
R2 R3=H, Me, Ph 0 o
(i+3)

44 Boc-(B-Lactam)-(Aa)-Aib-OH

Figura 33: Modelos propuestos para el estudio conformacional de peptidomiméticos [-lactamicos con

residuos (i+2) quirales (30) y residuos (i) e (i+3) aquirales (42,44).
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Para evitar interacciones mas complejas con los residuos terminales, se disefiaron
modelos modificados en los residuos (i) e (i+3) con fragmentos aquirales de diferente
volumen. En concreto, la familia de pseudopéptidos 42 fue propuesta por tener
sustituciones minimas (Me) tanto en el Ca del anillo B-lactdmico como en las posiciones
N- y C- terminales. En el caso de los pseudopéptidos 44 los grupos (Bn, Boc, Aib) fueron
seleccionados por presentar un volumen mayor y cierta capacidad aceptora/dadora a la
hora de formar enlaces de hidrogeno.

Seguidamente se describen los detalles de la sintesis de los peptidomiméticos-
modelo del tipo 42 y 44 para, en un apartado posterior, llevar a cabo su analisis

conformacional.

3.2.1  Sintesis de miméticos f-lactamicos Ac-(f-lactam)-(Aa)-NHMe y Boc-(f3-
Lactam)-(Aa)-Aib-OH portadores de residuos N-y C- terminales aquirales

En la tabla 5 se muestra la sintesis de peptidomiméticos de cadena corta con

esqueleto Ac-(B-Lactam)-(Aa)-NHMe 42 a partir de los moldes ditdpicos 64b-f y 72c.

H Me
Me\n/N/,/,!;‘ o
(@] 5 N{J\N,Me
RZ\ R3 H

42

La transformacion se llevo a cabo en dos etapas. En la primera de ellas se formaron
las N-metilacetamidas 73a-f a partir de los correspondientes acidos carboxilicos f3-
lactamicos. Para el caso de los derivados no sustituidos o monosustituidos en o’ (entradas
1-5), la reaccion se llevo a cabo mediante activacion del grupo carboxilo con cloroformiato
de isobutilo (IBCF) y N-metilmorfolina (NMM), seguida de reaccion con metilamina. De
este modo se obtuvieron las amidas deseadas con rendimientos que oscilaron entre el 58 y
el 85%. Sin embargo, para la formacion del derivado o’, a’-disustituido 73f (entrada 6), la

transformacion se llevo a cabo empleando la N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina
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(EEDQ) como agente activante. Este reactivo esta particularmente indicado para el
acoplamiento peptidico entre aminoacidos impedidos®.

La segunda etapa consistid en reemplazar el grupo nosilo de los compuestos 73 por
el acetilo de los productos finales 42. Para ello se aplicd una variante one-pot del método
de Maligres®” que consistié en la desnosilacion de nosilamidas con tiofenol y carbonato
potésico, seguida de adicion de un exceso de anhidrido acético al crudo de reaccion.
Aunque como subproducto de Ila reaccion de desproteccion se forma 2-
tiofenilnitrobenceno, éste no interfirid la acetilacién posterior y los productos finales se

obtuvieron con rendimientos del 72 al 94% tras purificacion cromatografica.

Tabla 5: Sintesis de (3-acetamido-3-metil-2-oxoazetidin-1-il)-N-metilacetamidas 42a-f a partir de los moldes

S-lactamicos ditopicos 64b-fy 72¢

Me Me H Me
NsHN.,, NSHN., .,
3 a) ’ 3 b) Me\ﬂ/N ' 3
R™ , R® — R
N<S-R N<S~R o N s~R?
O EIOYO O \r O \r
CO,H @N/\(OB CONHMe CONHMe
64b-f, 72¢ ( ;) 73a-f 42a-f
EED

Reactivos y condiciones. Para 64b-f: a) MeNH, (ac.), NMM, IBCF, THF, -20, 48°. Para 72c: a) MeNH, (2M
THF), EEDQ, CH,Cl,, -12—t.a., 16h. b) PhSH, K,CO;, Ac,0, MeCN seco, 16h.

n R’ R’ Config. o’ Prod. Rdto(%) Prod. Rdto(%)
1 H H 73a 80 42a 84
2 H Me (R) 73b 58 42b 72
3 Me H (S) T3¢ 59 42¢ 81
4 H Ph (R) 73d 78 42d 89
5 Ph H (S) 73e 85 42e 94
6 Me Me 73f° 75 42f 82

“ Reaccion llevada a cabo utilizando el reactivo de acoplamiento EEDQ

6 a) Sipos, F.; Gaston, D.W. Synthesis 1971, 321-322. b) Chan, T.Y.; Chen, A.; Allason, N.; Chen, R.;
Liu, D; Sofia, M.J. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 8097-8100.
67 Maligres, P.E.; See, M.M.; Askin, D.; Reider, P.J. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 5253-5256.
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A continuacion se prepararon los modelos B-lactdmicos de tipo Boc-(B-Lactam)-

(Aa)-Aib-OH 44 mostrados en la siguiente figura,

( A (" \
oN oN
YT 9 YT 9
o) N (R X(OH o) Nl K(OH
o} N o T N
Me H 0] Me H O
(. J _ J
442 44D
( \
o
D O
o) N OH
o %NXV
Me" meH )
|\ J

En primer lugar, se procedi6 a la sintesis del par de diasteredbmeros 44a,b. Para ello
(esquema 5) las N-carboximetil-B-lactamas diastereomeras 64 fueron sometidas a
acoplamiento peptidico con el éster bencilico del acido a-aminoisobutirico (H-Aib-OBn)
74 empleando EEDQ como agente deshidratante. Ello proporcioné los pseudopéptidos 75-
(R) y 75-(S) con rendimientos del 79% y 70% respectivamente. Posteriormente, €stos se
sometieron a desnosilacion con tiofenol/K,CO3 para proporcionar las correspondientes a-
amino-B-lactamas libres que fueron aisladas previamente a su reaccion con el dicarbonato
de diterc-butilo conduciendo a la formacion de los N-Boc-derivados 76 con buenos
rendimientos. Es preciso sefialar que aunque se intentaron combinar estas dos reacciones
en una transformacion one-pot, ello no fue viable bajo condiciones similares a las
empleadas anteriormente para la transformacion de las N-nosilamido-f-lactamas 42.
Finalmente, tras una hidrogenacién catalitica a presion atmosférica se obtuvieron los

productos deseados 44a-b con rendimientos cuantitativos.
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Ph Ph
NsHN., ”
' o a) NsHN/,, o b), c)
N_* N * OBn
) W)kOH O£ %H><ff
Me Me O
649*R) 75-(R) : 79%
64h*(S) 75-(S) : 70%
H Ph H Ph
O-_N,, d) O-_-N,,|
>0 0 —— 7Y 0
O N OB o] N * OH
o T’Qk“}ﬁf ’ o T)kN><ff
Me H 0] Me H O
76-(R) : 79% 44a*(R) : 100%
76-(S) : 80% 44p*(S) : 100%

Esquema 5. Reactivos y condiciones: a) H-Aib-OBn (74), (2 eq.), EEDQ (1,7 eq.), CH,Cl,, -12°—>t.a., 16h.,
b) PhSH (5 eq.), K;CO; (4 eq.), MeCN, t.a., 2h., ¢) (Boc),0, MeCN, t.a., 16h., d) H,, Pd/C, MeOH, t.a., 1h.

Por ultimo, se estudiod la sintesis del compuesto 44¢ disustituido en la posicion o’
del residuo (i+2), (esquema 6). En primer lugar, se ensayd la misma secuencia sintética
empleada para la preparacion de los compuestos 44a y 44b. Para ello se llevo a cabo la
saponificacion y el acoplamiento peptidico de la B-lactama 71a con el éster metilico del
acido a-aminoisobutirico 68 para obtener el tripéptido nosilado 77 con un rendimiento del
92%. Desafortunadamente, no se logrdé completar la etapa siguiente (77—78) ni obtener el
Boc-derivado deseado ya que, aunque fue posible aislar la a-amino-B-lactama intermedia
tras la desnosilacion, su posterior reaccion con el dicarbonato de diterc-butilo no
proporcion6 el compuesto 78, a pesar de intentar la reaccion bajo diferentes condiciones.

En consecuencia, se plante6 una ruta alternativa a través de la o-terc-
butoxicarbonilamino-f-lactama 79, obtenida mediante la sustitucion inicial del grupo
nosilo por el grupo terc-butoxicarbonilamino en la N-nosil-p-lactama 71a. Este intermedio
se sometid a saponificacion (LiOH/MeOH) para dar lugar al acido carboxilico terminal que
tras acoplamiento con H-Aib-OMe (68) en presencia de EEDQ proporcion6 el compuesto
78. La transformacion del éster metilico al correspondiente grupo acido para obtener el
producto final 44¢ se ensayd por saponificacion con hidroxido de litio. El espectro del

crudo acidificado mostro el producto esperado, pero, sorprendentemente, tras la
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purificacion por cromatografia de silice, se observo la formacion parcial del producto de
partida. En nuevos ensayos, se confirmo la reversibilidad de la esterificacion causada por
el empleo (inevitable) de metanol como eluyente de la cromatografia. Para solventar este
inconveniente, se sustituyo el éster metilico H-Aib-OMe 68 por su andlogo bencilico H-
Aib-OBn 74 y se prepar6 el compuesto 80 de modo idéntico al descrito anteriormente, con
un rendimiento del 40 % desde el molde inicial 71a. Por ultimo, la hidrogenacion catalitica

de 80 proporciond de manera cuantitativa el producto 44¢, que no necesitdo de posterior

purificacion.
Ph Ph
NsHN.,, o c) d) NsHN,, o
N N ><
0 OMe (92%) 0] H CO2Me
71a 77
(45%)‘ a) b) % a) b)
Ph Ph
BocHN., c) d) BocHN.,
/| O O
N 0 N ><
o OMe (80%) o N" CO;Me
79 78
(92%)‘ c)e) c)
Ph Ph
BocHN., o BocHN/,, o
e : e e
o N COzBn (100%) © Hog
80 44¢

Esquema 6: Reactivos y condiciones a) PhSH (5 eq.), K;COj; (4 eq.), MeCN, t.a., 2h., b) (Boc),0, MeCN, t.a.,
16h., ¢) LiOH.H,O (10 eq.), MeOH/H,0, t.a., lh., d) H-Aib-OMe 68 (2 eq.), EEDQ (2eq), CH,Cl,, -
12°C—t.a, 16h., e) H-Aib-OBn 74 (2 eq.), EEDQ (2eq), CH,Cl,, -12°C—t.a, 16h., f) H, Pd/C, MeOH, t.a.,
1h.
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3.3  Analisis conformacional de miméticos portadores de residuos N-y C- terminales

aquirales: Ac-(f-Lactam)-(Aa)-NHMe y Boc-(f-Lactam)-(Aa)-Aib-OH

3.3.1 Introduccion

La influencia de la configuracion relativa de los aminoacidos sobre la
conformacion en péptidos cortos ha sido mencionada en la parte introductoria de la
presente memoria. La gran mayoria de los estudios relativos a este fendmeno han
consistido en el analisis tedrico de di-, tri- y tetrapéptidos® en combinacién con
observaciones experimentales extraidas de experimentos de RMN y DC realizados en
disolucion®. Recientemente, Mons™ ha publicado un estudio teodrico-experimental
describiendo el comportamiento conformacional de los siguientes dipéptidos de tipo Ac-

(Aa)-PhG-NHMe en ausencia de disolventes.

0 e 0 e o : , o
P nodl o nodl o L A Nl
N (s) N N < N NR) Y
H o pn " H o e " H o e "
L-Ala-L-PhG Aib-L-PhG D-Ala-L-PhG

Tal y como se muestra en la figura 34, los péptidos en cuestion adoptan
conformaciones de tipo giro B-I o giro-B-II’ en funcidén de la configuracion y grado de
sustitucion del residuo (i+17) que precede a la fenilglicina. Dicho autor ha aplicado técnicas
de espectroscopia laser (IR-UV) a muestras en estado gaseoso y ha determinado la
prevalencia de un giro B-1 (figura 34) en la secuencia homoquiral del dipéptido Ac-L-Ala-
L-PhG-NHMe (“L-L”), mientras que su homoélogo heteroquiral Ac-D-Ala-L-PhG-NHMe
(“D-L”) muestra preferentemente un giro B-II’. Sin embargo, en el péptido anélogo
conteniendo un residuo Aib a,a-disustituido (Ac-Aib-L-Phe-NHMe) prevalece el giro B-I
frente al giro B-1I’, aunque con una escasa diferencia de estabilidad entre ambos. Para este

ultimo dipéptido una conformacion de doble giro y (C7-C7) resulta ser la més inestable.

68 Perczel, A.; Jakli, I.; McAllister, M.A.; Csizmadia, I.G. Chem. Eur. J. 2003, 9, 2551.

69 Motta, A.; Reches, M.; Pappalardo, L.; Andreotti, G.; Gazit, E. Biochemistry 2005, 44, 14170-14178.

70 Brenner, V.; Piuzzi, F.; Dimicoli, I.; Tardivel, B.; Mons, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 2463-
2466.
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Figura 34: Estabilidad relativa de los conformeros de los dipéptidos Ac-L-Ala-L-PhG-NHMe, Ac-D-Ala-L-
PhG-NHMe y Ac-Aib-L-PhG-NHMe (ref. 70).

Hasta el momento se han realizado pocos estudios sistematicos de la influencia de
la configuracion relativa de residuos contiguos en pseudopéptidos cortos conteniendo
lactamas de Freidinger y menos atn conteniendo B-lactamas. En este sentido, Gonzalez-
Muiiiz ha llevado a cabo analisis estructurales de RMN e IR en disolucion de 2-alquil-2-
carboxi-azetidinas en las que se pone de manifiesto su capacidad para inducir giros y”',
diferenciandolas del efecto betageno de las prolinas o a-alquil-prolinas™. Por otra parte, un

unico trabajo del grupo de Rapic ha utilizado el efecto restrictivo del ferroceno en

n Baeza, J.L.; Gerona-Navarro, G.; Perez de la Vega, M.J.; Garcia-Lopez, M.T.; Gonzalez-Muiiiz, R.;

Martin-Martinez, M. Tetrahedron Lett. 2007, 48, 3689-3693.
Baeza, J.L.; Gerona-Navarro, G.; Pérez de la Vega, M.J.; Garcia-Lopez, M.T.; Gonzalez-Muiiiz, R.;
Martin-Martinez, M. J. Org. Chem. 2008, 73, 1704-1715.
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pseudopéptidos que contienen B-lactamas terminales para inducir laminas paralelas o
antiparalelas”.

Nosotros nos planteamos observar la influencia del grado de sustitucion y de la
configuracion del estereocentro Ca’ contenido en el residuo (i+2) sobre la estabilidad de
los conformeros de pseudopéptidos B-lactdmicos sencillos. Por ello, se penso en estudiar en
primer lugar modelos de baja complejidad como los miméticos del tipo 42 con una
estructura general Ac-((R)-metil-B-Lactam)-(Aa)-NHMe, que imita al péptido Ac-(L-Ala)-
(Aa)-NHMe incorporando un atomo de carbono adicional segin el disefio B-LSAD (ver
figura 8, pag. 21). Aunque se observa una aparente inversion de la configuracion entre el
estereocentro Ca de la B-lactama y el de la L-Ala, ello se debe tnicamente al cambio de

preferencias CIP™ de los grupos sustituyentes del centro estereogénico.

o M o) Ry R?
e
H o B-LSAD O Me a H
)J\ a N . S emmmm e m e e m e — = > )J\ W N o ~
N (S) N N'(Rr)
H o Rl R2 H "Inversion” Ca: (S)-(R) H 3 o)
L-Ala-Aa Cambio de preferencias (R)-B-Lactam-Aa 42

El puente metilénico incorporado en los miméticos B-lactdmicos 42 deberia
restringir mucho la libertad conformacional de los péptidos nativos evitando, por ejemplo,
la formacion de conféormeros de tipo B-I. De este modo, esperdbamos obtener
pseudopéptidos con rotaciones de tipo P/y muy bien definidas. En concreto, se
seleccionaron las moléculas 42a-f, formadas por un ntcleo comtn B-lactdmico (i+/) con
un sustituyente de tamafio minimo (Me) en el d&tomo Ca del anillo y diversos residuos
(i+2) tales como la glicina (42a), D- y L-alanina (42b-c), D- y L-fenilglicina (42d-e) y Aib
(42f) mostradas a continuacion. Los compuestos 42b-e contienen un centro estereogénico
adicional en (i+2), por lo que se distinguiran sus configuraciones relativas nombrandolos
como “diasteredmeros homoquirales”, (42b y 42d) y “diasteredmeros heteroquirales”, (42¢

y 42e).

& Kovac, V.; Radolovic, K.; Habus, 1.; Siebler, D.; Heinze, K.; Rapic, V. Eur. J. Inorg. Chem. 2009, 389-
399.

Para mas informacion acerca de las reglas CIP (Cahn, Ingold, Prelog), ver: Nicolau, K.C.; Boddy,
C.N.C; Siegel, J. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 701-704 y referencias citadas en él.
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3.3.2  Anadlisis conformacional de los modelos Ac-(f-Lactam)-(Aa)-NHMe

Para llevar a cabo el andlisis conformacional de los compuestos 42a-f, en primer
lugar se efectué una modelizacién computacional (DFT) que permitiera caracterizar sus
conformeros mas estables en funcion de la naturaleza de los sustituyentes de la posicion o’,
asi como de su configuracion. Posteriormente, se compard dicha informacién con datos

experimentales de RMN vy cristalografia de rayos X.

Modelizacion DFT: Para cada uno de los pseudopéptidos B-lactamicos 42a-f se
llevaron a cabo célculos ab-initio de nivel B3LYP/6-31++G** minimizando la energia de
los posibles conformeros en vacio. Como se muestra en la figura 35, los minimos relativos
de energia de los compuestos Ac-(B-Lactam)-(Aa)-NHMe 42 corresponden a tres
conformaciones estabilizadas mediante enlaces de hidrégeno: un giro B-11 y dos giros y. En
estos ultimos, el enlace de hidrogeno se forma entre el grupo C=0 del anillo B-lactdmico y
el HN de la amida terminal que, a su vez, se puede situar en la cara inferior al ciclo (y-
down) o en la superior (y-up). Ademds, de acuerdo con nuestra suposicion inicial, se

constato la ausencia de giros B-1.
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Figura 35: Energia relativa de los conformeros (giro p-1I, giros y-down y giro y-up) de los pseudopéptidos
42a-f.

De los datos de energias relativas ( “zero energy” a 25°C) recopilados en la tabla 6,
se dedujo que el giro B-1I es el conféormero mas estable en todos los casos excepto para el
derivado fenilico 42e, cuya conformacion mas estable es y-down (entrada 5). Se observo
una tendencia a la desestabilizacion del giro B en los pseudopéptidos heteroquirales 42¢ y
42e con respecto de sus diastereomeros homoquirales 42b y 42d (entradas 2-5), siendo

este contraste especialmente pronunciado entre los derivados de fenilglicina 42d y 42e.
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Ademas, en este ultimo caso, existe una clara inversion en la estabilidad de las
conformaciones y-down y y-up que depende de la configuracién de Ca’ de los compuestos
42d y 42e. Por otro lado, los modelos 42a y 42f derivados respectivamente de la glicina y
del Aib, muestran un patron de estabilidad del giro  y los giros y muy similar en ambos

casos, aunque en el tltimo la diferencia de energia entre dichos conférmeros es menor.

Tabla 6: Energias de formacion relativas (Kcal/mol) de los conformeros de los compuestos 42a-f*.

n Comp. R' R’ Config. @’ B-11 v-down Y-up
1 42a H H --- 0.00 2.68 2.82
2 42b Me H (R) 0.00 2.30 2.68
3 42c H Me S 1.10 2.54 2.63
4 42d Ph H (R) 0.00 3.08 2.21
5 42e H Ph ) 2.55 2.19 3.27
6 42f Me Me --- 0.00 1.71 1.87

a . r , . r
Valores relativos al conformero mas estable de cada grupo de diasteredmeros.

Estos resultados se pueden atribuir a las interacciones que origina la proximidad de
los sustituyentes R' y R? situados en la posicion o’ con: a) el puente metileno p-lactamico
del residuo (i+7), y b) el carbonilo del residuo (i+2). En la figura 36 se muestran las
proyecciones de Newman de los pseudopéptidos 42a-f, eclipsando el nitrogeno B-
lactamico y el Ca’ para la interaccion A, y eclipsando el Ca’ con el carbono del grupo
carbonilo del residuo (i+2) para la interaccion B. De manera general, el giro B-II posee una
disposicion alternada de los grupos R'y R? tanto con respecto del metileno B-lactamico
como del carbonilo (i+2), lo cual explica que sea la conformacion mas estable en la
mayoria de los casos. Sin embargo, esta situacion puede verse alterada cuando el residuo
(i+2) es quiral y existe una gran diferencia de tamafio entre los grupos R' y R?. Asi por
ejemplo, en el compuesto 42e de configuracion (S) en (i+2), los conformeros giro B-1I 'y y-
up se hallan desestabilizados por interacciones gauche de tipo B entre el grupo fenilo y el
carbonilo adyacente. Como resultado, el conférmero mas estable para este compuesto es el

giro y-down. Por otra parte, unas interacciones equivalentes en el compuesto 42d, de
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configuracion (R) en (i+2) pueden explicar la estabilizacion relativa del conféormero y-up

con respecto del y-down.

MeCOHN,, - % B
4 N
Me 4/&—0
O NHMe
Interacciéon A:
Me O
Me Me
R2 Rl R2 ,\N Me
H M H. H
®) ~— 0 <R _— o R?
H / H \
o¢ H, _CO ; H
NHMe N R
Me
Interaccion B:
(0]
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Figura 36: Modelo de interacciones estéricas determinantes de la estabilidad conformacional en los

pseudopéptidos B-lactamicos 42a-f.
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Anadlisis mediante RMN: Esta técnica es particularmente eficaz para el estudio
conformacional de péptidos, ya que permite determinar tanto la formacion de enlaces de
hidrégeno intramoleculares como las distancias interprotonicas y los angulos diedros
3J(HCo-NH). A su vez, la combinacion de estos datos con calculos de modelizacion
molecular permite conocer la estructura de las diferentes especies que participan en el
equilibrio conformacional en disolucion. Es frecuente efectuar estos estudios en
disolventes no coordinantes como CDCI;”, pero es mas significativo atn realizarlos en
medios coordinantes (DMSO-ds 0 D,0), ya que los enlaces de hidrogeno intramoleculares
estables en estos ultimos son considerados mas fuertes. Su existencia se puede poner de
manifiesto por el coeficiente térmico de los protones de amida (AS(NH)/AT).

Tras asignar las sefiales de RMN de los pseudopéptidos 42a-f utilizando una
combinaciéon de experimentos 'H, COSY y NOE selectivos, se midio la variaciéon del
desplazamiento quimico del proton (NH);; en CDCl; para un rango de temperaturas de
220-300 K a intervalos de 10K. Posteriormente se repitio el proceso en DMSO-d;, en cuyo
caso se aplico un rango de temperaturas de 300-325K a intervalos de SK.

Los resultados de ambos experimentos se muestran en la tabla 7. Los
desplazamientos quimicos de los protones de amida O&(NH)i:3 correspondientes a la
posicion Ny (ver figura 37) se observaron entre 7.12 y 8.41 ppm en CDCl; y entre 8.17 y
8.53 ppm en DMSO-ds. La diferencia de desplazamiento quimico al pasar de CDCl; a
DMSO-ds oscild entre -0.08 y -0.29 ppm para todos los compuestos excepto para el
pseudopéptido 42e, que mostrd un incremento de -1.15 ppm.

Segun el criterio definido por Kessler’, un protén amidico con un coeficiente
térmico inferior o cercano a + 3 ppb/K en DMSO-ds se encuentra formando parte de un
enlace de hidrégeno intramolecular y, a medida que este valor se incrementa en valor
absoluto, la interaccion se hace mas débil. En este sentido, los coeficientes térmicos de los
analogos 42a y 42b indican la existencia de un enlace de hidrégeno intramolecular
relativamente estable, que se va debilitando paulatinamente en los compuestos 42¢, 42d y

42f, acabando por desaparacer en 42e.

7 a)Dutt, A.; Drew, M.G.B.; Pramenik, A. Tetrahedron 2008, 64, 549-558. b) Sharma, G.; Subash, V ;
Reddy, N.; Narsimulu, K.; Ravi, R.; Jadhov, V.; Murthy, U.; Kishare, K.; Kunwar, A. Org. Biomol.
Chem. 2008, 6, 4142-4156. c) Cardillo, G.; Gentilucci, L.; Tolomelli, A.; Qasem, A.; Spampinato, S.;
Calienni, M. Org. Biomol. Chem. 2003, 1,3010-3014.

6 Kessler, H. Angew. Chem. Ed. Engl. 1982, 21, 512-523.
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Tabla 7: Desplazamientos quimicos (A0) y coeficientes térmicos (AXAT) del protén amidico (NH);.3 en los

compuestos 42a-f.

A3 (NH) 5 AS(NH)/AT  A3NH)/AT
O(NH);:3 O(NH);+3
Comp. CDCl,—DMSOd, CDCl, DMSO-d,
CDCl, DMSO-d, . .
[ppm] [ppb/K] [ppb/K]

42a 8.17 8.17 -0.08 3.5 3.2
42b 8.13 8.26 -0.18 3.2 34
42¢ 8.01 8.23 -0.29 6.0 3.9
42d 8.41 8.53 -0.16 3.9 4.0
42e 7.12 8.27 -1.15 -12.7 4.9
42f 8.47 8.35 -0.16 2.9 3.9

“ Coeficientes térmicos (ppb/K) medidos en CDCI; en un rango de temperaturas de 220-300K a intervalos de
10K, ° Coeficientes térmicos (ppb/K) medidos en DMSO-dgs en un rango de temperaturas de 300-325K a
intervalos de 5K.

Inicialmente, se planted el estudio registrando los experimentos de 'H en DMSO-
ds. Sin embargo, se observaron sefiales superpuestas y de dificil interpretacion, lo que llevo
a realizar el andlisis conformacional en CDCls. En este disolvente, a partir de las sefiales de
cruce de los espectros NOESY resultdo sencillo distinguir entre si los protones
diastereotopicos H4" y H,® de la posicion B del anillo B-lactamico (figura 37). En todos los
analogos se observo sefial de cruce H45/H7 y H4R/Me3, lo que defini6 la ubicacion de la
cadena lateral (Aa)-NHMe en la cara inferior del ciclo, formando un giro de baja
estabilidad cuando los coeficientes mostraron unos valores comprendidos entre -3 y -4
ppb/K en DMSO-ds (fabla 7). Las distancias entre los protones H7-H4S y Mes-H® se
determinaron integrando las sefiales de cruce de los espectros NOESY (CDCls), siguiendo

el método ISPA” (Isolated Spin-Pair Approximation) y se recogen en la tabla 8.

7 a) Neuhaus, D.; Williamson, M. The Nuclear Overhauser Effect in Structural and Conformational

Analysis; VCH Publishers: New York, 1989. b) Thomas, P.D.; Basus, V. J.; James, T.L. Proc. Nat.
Acad. Sci. 1991, 88, 1237-1241.
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Figura 37: Numeracion de los protones en los espectros 'H RMN. Representacion de las interacciones NOE

H}/H;y H*/Me; en los pseudopéptidos 42.

Tabla 8: Distancias(4) H,-H, determinadas a partir de experimentos NOESY en CDCl;

Distancia (A)
NOE Ha-Hb

42a 42b 42c 42d 42e 42f
1# H,-H,® 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80
2 H,*-H, 2.29 2.34 2.62 2.29 2.23 2.28
3 H,5-H, 2.81 2.79 2.96 2.58 3.17 2.65
4 H,®-Hs 2.51 . 2.94 2.28
5 H,%-H, 3.16
6 H,*-H, 2.56
7 H.S-H; P 3.13 2.76
8 H,-H, 2.66 2.75 3.09 2.59 2.59
9 H,-H; 2.41 2.35 2.80 2.25 2.32 2.25
10 Hs-H 1.84 2.39 2.43 2.65 3.03 2.27
11 H,-Hg 2.54 2.65 2.72 2.52 2.55 2.53

? Distancia de referencia establecida en 1.80 A. Y Distancias no calculadas por la imposibilidad de distinguir

los protones aromaticos entre si.

81



Todos los analogos 42 presentaron sefial de cruce H7/H4’, dando distancias mas
cortas para los miméticos homoquirales (R,R), 42b y 42d, que para sus homologos
heteroquirales (R,S), 42¢ y 42e. Este dato, junto con el valor de los coeficientes térmicos,
que permanecid menor en los derivados homoquirales (tabla 7), indic6 una mayor
estabilizacion del giro B-II en los diasteredémeros de configuracion Ca’ (R) que en los de
configuracion Ca’ (S). Por ello, de acuerdo con estos datos, el giro B-II es el conférmero
mas estable para los compuestos 42a y 42b, mientras que el giro y esta favorecido para los
derivados 42¢, 42d y 42f, y, en menor medida, para 42e, que presenta una conformacion
extendida.

A modo de ejemplo, en la figura 38 se muestran los espectros NOESY de los
modelos 42d y 42e correspondientes, respectivamente, a los miméticos que incorporaron
residuos de (R)-fenilglicina y (S)-fenilglicina, incluyendo algunas de las distancias
interprotdnicas no contiguas que permiten esclarecer sus conformaciones mas pobladas.

En el caso del analogo 42d el conjunto de distancias interprotonicas es coherente
con una conformacion B o y-girada. La presencia de sefiales de cruce intensas Hy/Hs® y
H,®/H; indica distancias cortas entre dichos protones (2.58 y 2.29 A, respectivamente).
Por otro lado, los protones aromaticos (Hs) muestran sefiales con H® y H,X, indicando una
ubicacion del grupo fenilo préxima al metileno del anillo B-lactdmico. Sin embargo, el
protéon metinico Hg no da NOE ni con H4R ni con H4S, por lo que se ubica en la cara
anterior de la B-lactama.

Por su parte, en el isomero 42e el proton Hs se encuentra practicamente equidistante
de H,® y con H,®, confirmando que la rama se halla ligeramente girada distorsionando el
giro hacia una conformacion mas extendida. Ademds, la distancia H7-H4s en este
diasteredomero es de 3.17A, considerablemente mas larga en el modelo 42d.
Desgraciadamente, en ninguno de los espectros ROESY se apreciaron sefiales de cruce a
muy larga distancia (H;/Hs) que serian indicadores claros de la presencia de giros B muy
estables. Los espectros ROESY del resto de los pseudopéptidos 42a-c y 42f mostraron

patrones similares y se recogen en el anexo B.
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Figura 38: Ampliaciones de los espectros NOESY e interacciones NOE significativas de los pseudopéptidos
P-lactamicos 42d y 42e.

A continuacion, se emplearon las distancias interprotonicas recogidas en la tabla §
como restricciones en el calculo de los grupos conformacionales o clusters mas relevantes

para cada uno de los pseudopéptidos 42a-f. Para ello, se sigui6 el método de simulated
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annealing descrito por Seebach y Van Gusteren”, modelizando el enfriamento de 100
estructuras de cada pseudopéptido desde 1000K hasta 300K. El margen aplicado a cada
distancia interprotonica fue de +10% y las simulaciones se efectuaron en ausencia de
disolvente empleando el programa X-PLOR-NIH 2.16”. Las estructuras de cada
pseudopéptido que no violan ninguna de las restricciones impuestas fueron agrupadas
segun los diferentes intervalos de valores de los angulos ¢» y w2, o bien del angulo
pseudodiedro p que indica la planaridad de las cuatro posiciones Ca (ver definicion en la
figura 2, pag 13), originando los clusters que se recogieron en la fabla 9. Para poder
observar el efecto que produce en las conformaciones la existencia de un carbono
estereogénico en el residuo (i+2), el andlisis de los clusters se efectud separadamente para
dichos peptidomiméticos. Por una parte, (tabla 9, figura 39) se estudiaron los analogos
42b-e con un residuo (i+2) quiral en su esqueleto estructural, y por otra, (tabla 9, figura
40) los analogos 42a y 42f, con un residuo de Gly y Aib en dicha posicion,
respectivamente.

Los valores de los angulos diedros y pseudodiedros representados en la tabla 9
definieron los clusters representados en las figuras 39 y 40 mediante las correspondientes
superposiciones de estructuras. Puesto que los valores de los coeficientes térmicos del
protén amidico +3(NH) 6 H; no fueron inferiores a 3 ppb/K en ninguno de los casos (ver
tabla 7), no se consider6 la distancia i+3(NH)-(O=C) como una restriccion en el calculo de
simulated annealing llevado a cabo con estos compuestos. Este hecho podria ser el
causante de la escasa estabilidad conformacional mostrada por el conjunto de analogos

sefialados en la tabla 9.

78 Daures, X.; Gademann, K.; Schifer, H.; Jaun, B.; Seebach, D.; Van Gunsteren, W.F. J. Am. Chem.
Soc. 2001, 123, 2393-2404.
7 Schwieters, C.D.; Kuszewski, J.J.; Clore, G.M. Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 2006, 48, 47-62.

84



Tabla 9: Clusters conformacionales de los pseudopéptidos 42a-f con los valores promedio de sus
principales parametros estructurales.

Cluster ()"  (NH-O0=C)y  wa(NH-(O=C);  <@> <Y <@> <@ <>

42a-1 (25) 2.95 3.34 -52.3 1034 1042 -423 0.82
42a-2 (46) 4.91 4.71 -52.4 1304  87.1 76.6 14.8
42a-3 (29) 5.06 6.01 -52.4 1304 -110.5 -684 141.63
42b-1 (27) 3.25 3.17 -49.0 123.7 1148 -49.6 10.3
42b-2 (7) 3.19 5.77 176.0 130.6 112.8 -49.5 -21.5
42b-3 (51) 5.15 5.08 -49.1 123.7 1141 722 42.1
42b-4 (14) 5.15 5.41 175.9 130.6 112.5 727 11.0
42c-1 (37) 4.58 4.17 -49.3 123.7  61.6 80.8  -10.1
42¢-2 (11) 2.72 3.2 -49.7 123.8  96.0 -42.0 -6.8
42c¢-3 (41) 5.19 5.72 -49.0 123.6 -121.8 -72.3 1303
42d-1 (32) 3.46 3.12 -48.9 123.7 121.8 -484 17.6
42d-2 (8) 391 3.10 -48.7 123.7  72.4 41.9 -5.4
42d-3 (26) 5.18 5.22 -48.9 123.6 122.8 71.6 50.8
42d-4 (7) 3.53 5.47 176.9 130.8 1052 -20.5 -209
42d-5 (7) 5.18 5.36 176.9 130.8 1202 721 18.3
42d-6 (14) 5.14 5.32 -49.5 1239 -88.5 -73.7 111.8
42e-1 (33) 4.31 6.06 -49.9 1233 842 -479 1711
42e-2 (11) 4.38 4.9 175.9 1304 -87.1 -483 138.1
421-1 (69) 4.13 3.76 -49.4 123.8  94.7 27.3 10.9
421-2 (26) 4.18 5.50 175.9 1309  93.7 31.6  -18.6

“ Numero de estructuras de cada 100 que no violan ninguna de las restricciones de distancia interproténica.

b Angulo pseudodiedro representado entre las posiciones a.
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Analizando las estructuras por parejas de diasteredmeros, entre 42b y 42c
(miméticos del tipo Ac-(B-Lactam)-Ala*-NHMe) solo el derivado de configuracion (R) en
posicion o’ (42b) presento cierta tendencia a formar una disposicion B-girada (figura 39,
cluster 42b-1). Sin embargo, la mayor parte de las estructuras (65) de éste pseudopéptido
mostraron una conformacion extendida, (clusters 42b-3 y 42b-4). Por otro lado, el
pseudopéptido 42¢ con el residuo (i+2) quiral de configuracion (S), presentd en igual
proporcién un giro y-down y un conféormero extendido, aunque en ningun caso se observo
el giro f.

Los andlogos fenilados 42d y 42e (Ac-(B-Lactam)-(PhG)*-NHMe), también
mostraron caracteristicas conformacionales diferentes entre si. La elevada movilidad de la
rama lateral (PhG)-NHMe en el compuesto 42d quedo reflejada en los 6 clusters entre los
que se repartieron 40 estructuras en un giro B-II y 58 en conférmeros extendidos. Esta
misma movilidad de la cadena lateral también fue observada en el derivado 42e, por lo que
solo 44 estructuras de las 100 calculadas cumplieron las restricciones impuestas, todas
ellas dispuestas en un giro y-up.

De estos resultados se puede concluir que la conformacion extendida y de giro vy
estan particularmente pobladas en este grupo de pseudopéptidos de estructura Ac-(p-
Lactam)-(Ala)*-NHMe y Ac-(B-Lactam)-(PhG)*-NHMe. Ademas, se hacen patentes los
efectos de la configuracion del Ca’ y el volumen del sustituyente situado en esa posicion,
ya que, por un aparte, unicamente los diasteredmeros de configuracion (R) en el residuo
quiral (i+2) presentan cierta tendencia a adoptar una conformacion de giro B-II, mientras
que es el giro y el mas poblado por los diasteredmeros de configuracion (S) en dicho
residuo, y por otra, a medida que se incrementa el volumen del sustituyente se favorece
una movilidad de la rama (Aa)*-NHMe, lo que origina una mayor dispersion
conformacional, disminuyendo entonces el nimero de conférmeros que cumplen todas las

restricciones impuestas.
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42b 42¢ 42d 42e

/
42b-1 (27) [B] 42¢-1 (37) [yd] 42d-1 (32) [B] 42e-1 (33) [yu]
42b-2 (7) [yd] 42¢-2 (11) [yd] 42d-2 (8) [B] 42e-2 (11) [yu]

U

42b-3 (51) [€] 42¢-3 (41) [€]

42b-4 (14) [¢]

424-5 (7) [e]

42d-6 (14) [e]

Figura 39: Superposiciones de conformeros representativos de cada uno de los clusters hallados para los
pseudopéptidos 42b-e. Entre paréntesis se indica el numero de estructuras que clumplen todas las
restricciones. Entre corchetes el tipo de conformero: [B]=giro f; [yd]=giro y down; [yu]=giro y up, [e]=

extendido.
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La figura 40 muestra las estructuras representativas de los pseudopéptidos 42a y
42f con residuos (i+2) aquirales de glicina y Aib, respectivamente. Se observaron dos
conformaciones en el derivado 42a, siendo mayoritaria la de giro y-down (71 estructuras,
clusters 42a-1 y 42a-2) frente al conformero extendido (29 estructuras, cluster 42a-3). Por
otro lado, el compuesto o’a’-disustituido 42f presenta tinicamente estructuras cuya rama
lateral (Aib)-NHMe se sitia por debajo del anillo B-lactdmico, de las cuales 69 se
encuentran en disposiciéon de giro B, mientras que otras 26 estan y-giradas. De este
resultado se puede extraer que la introduccién de los dos grupos metilo incorporados en la
posicion o’ de los derivados de tipo 42 es un factor betdgeno, ya que favorece la

orientacion de la rama lateral (Aib)-NHMe para la adopcion del giro B-11.

42a 42f

42a-1 (25) [yd]

42a-2 (46) [yd] 42£-2 (26) [yd]

42a-3 (29) [€]

Figura 40: Superposiciones de conformeros representativos de clusters para los analogos de residuo (i+2)
aquiral 42a y 42f. Entre paréntesis se indica el numero de estructuras que cumplen todas las restricciones.

Entre corchetes el tipo de conformero: [B]=giro ; [yd]=giro y down, [e]= extendido.

Del analisis de clusters de los pseudopéptidos 42a-f se extrajeron conclusiones que

mostraron s6lo en algunos casos concordancia con las predicciones de los calculos DFT
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(figura 35, pagina 76). La preferencia energética que €stos predecian para la conformacion
de giro B fue constatada en los compuestos de residuo (i+2) quiral 42b, 42d y en el
pseudopéptido de residuo (i+2) aquiral 42f.

En general, el estudio mediante RMN mostré que la mayor parte de las estructuras
de los andlogos 42 adoptaban conformaciones intermedias entre giros y y extendidas, con
valores divergentes de los angulos @ y y para los residuos (i+/) e (i+2) y distancias
promedio ;+3(NH)-(O=C);+, superiores a 4 A. Este valor indica un alejamiento de la rama
(Aa)-NHMe respecto del anillo B-lactdmico que impide la formacion de enlaces de
hidrégeno intramoleculares entre dichas posiciones. Este hecho concuerda con los valores
relativamente altos de los coeficientes térmicos de H; medidos en disolucion de CDCls y

DMSO-dg (tabla?).

Cristalografia de rayos X, determinacion de estructuras en estado solido: Tras
multiples intentos de cristalizacion, se obtuvieron monocristales de los dipéptidos 42e y

42f por crecimiento a partir de disoluciones de MeOH.

Me Me Me
S <
HN 5 HJ/ HN, b o
>:O %OIIIIH—N\
Me

Me
Me 1.92 A

42e 42f

Figura 41: Estructuras de rayos X de los pseudopéptidos B-lactamicos 42e (giro abierto) y 42f (giro p-1I),

incluyendo los angulos diedros del residuo (i+2).
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En la figura 41 se muestra la representacion ORTEP de ambos pseudopéptidos
obtenidos a partir de difractogramas de rayos X registrados empleando técnicas de baja
temperatura. Al igual que lo observado en la mayoria de las estructuras estudiadas en
disolucion, en ambos casos la rama lateral con el grupo acetamido del residuo (i) se ubica
debajo del plano del anillo B-lactamico y perpendicular a éste. En el compuesto 42e
unicamente existen enlaces de hidrogeno intermoleculares, pero no intramoleculares (tabla
10, entradas 1,2), y cada uno de los grupos NH act@ia como dador frente al grupo C=0O
aceptor de otra molécula formando una red tridimensional (ver anexo D). Por otro lado, el
derivado 42f presenta una distancia +3(N-H)-(O=C); intramolecular de 1.92 A de longitud

(entrada 3) correspondiente al enlace estabilizante del giro B-IL.

Tabla 10: Datos cristalogrdficos relativos a los enlaces de hidrogeno de los compuestos 42e y 42f.

n Comp. D..H..A? D.H H.A D.H.A D.HA"
1 42¢ i+ sN=-H--0=C; 1.03 1.95¢ 2.94° 160°
2 42¢ i+ 1N=-H--0=C;, , 0.98 2.15¢ 2.95° 138¢
3 42¢ i+ 3N=-H--0=C; 0.88 1.92 2.76 160
4 42f i+ IN=-H--0=Cj. 5 0.89 2.00 2.90 176

. . b . .o d
“ D=dador; A=aceptor, distancias en A ~Angulo O-H-N en grados. “ Distancias intermoleculares.  Valores

de angulos intermoleculares

Comparando las conformaciones de los pseudopéptidos B-lactdmicos 42e y 42f en
fase solida y en disolucion, se observd que Unicamente 42f presenta un mismo tipo de
conformacién mayoritaria en ambos medios. El pseudopéptido 42e adopta una
conformaciéon extendida en estado so6lido en contraste con el giro y-up mostrado en
disolucion de CDCli.

Como conclusion del estudio conformacional de los modelos 42a-f se pueden
realizar las siguientes afirmaciones: a) aunque, en general, los célculos DFT realizados en
vacio predicen una conformacion f-girada como la més estable, los experimentos de RMN
en disoluciéon (CDCls) indican que son conformeros extendidos o y-girados los mas
poblados, lo cual puede explicarse por la exigua diferencia de energia entre los diferentes

conformeros (1-3 kcal/mol) predicha por los calculos y la previsible ausencia de altas
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barreras energéticas de interconversion, b) la configuracion y el cardcter mono- o
disustituido del residuo (i+2) juegan un papel importante en la estabilizacion relativa de
conformeros y-girados o -girados, siendo el residuo Aib el més betageno.

Un aspecto importante a tener en cuenta a la hora de interpretar estos resultados es
el tamafio relativamente pequefio (Me) del sustituyente de la posicion a de los anillos -
lactamicos estudiados, que podria limitar el caracter betdgeno de los pseudopéptidos 42a-f.
Por ello, decidimos estudiar unos modelos conteniendo un sustituyente mas voluminoso

(Bn) en dicha posicion.
3.3.3  Anadlisis conformacional de los modelos Boc-(f-Lactam)-(Aa)-Aib-OH
Con anterioridad al presente trabajo, la Dr. Ana Benito ya habia realizado en

nuestro laboratorio el estudio conformacional de algunos pseudopéptidos B-lactamicos de

cadena corta del tipo Boc-(pB-Lactam)-(Gly)-Aib-OH.

. Me Me FN R
BUO H ¥ \ %COEH i_.:' B
/ R H-N Y o N—,
%N \\ O Ja . A\
o B H—rx{\ o H /‘z=o
N \ ‘
Dy =0 H-N
s ! .
H o ML 'Bu0 D e
L. - Me Me
90
£ T I
g £ £
T T
| | |
Y
L o NN N

) ppm { ) | ppm
HN(i+1) L7.€ { _ 20
| HN(i+1) j/ ( l }
3 e r 72
78 S ﬂ |
i A ‘j ~74
HN(i+3) i i I
I ia 0 I 78
Y 1 -y
[y HN[H‘S] ‘:j w ", : L?S
J 8.2 hY ' P
1 i LM
T T i | I R [ e S— Y |
45 40 3.5 ppm 38 35 34 32 30 pom

Figura 42: Conformeros principales y ampliaciones de espectros ROESY de los pseudopéptidos a-bencil
—f-lactamicos 89 y 90 en DMSO-d;.
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Con este trabajo, se pusieron de manifiesto las diferencias conformacionales entre
el peptidomimético 89 monosustituido en la posicion o del anillo B-lactdmico y el
homologo a-bencilado 90. Tal y como se muestra en las ampliaciones de los espectros
ROESY de la figura 42, el proton amidico (NH);13 del compuesto 89 presenta sefial de
cruce con los dos protones de la posicion B del anillo B-lactamico (H® y H®), lo que indica
una estructura flexible cuya rama lateral (Gly)-Aib-OH gira en torno al plano de la B-
lactama. Sin embargo, al introducir un grupo bencilo en la posicién o para formar el
mimético 90, el sistema adopta una conformacion de giro B-II y s6lo muestra una sefal de
cruce H¥/(HN);:3. Ademas, la caracterizacion por cristalografia de rayos X de la a-bencil-
B-lactama 90 ratifico la existencia de una conformacion en estado solido de giro B-II

coincidente con su disposicion en disolucion (DMSO-dg).

90

Figura 43: Estructura de rayos X del pseudopéptido 90.

Posteriormente, Eva Balentova llevd a cabo estudios preliminares del efecto de la
monosustitucion en posicion o’ del residuo (i+2) para los pseudopéptidos derivados de
fenilglicina Boc-(B-Lactam)-(PhG)-Aib-OH. Las conformaciones observadas por RMN
para disoluciones de ambos diastereémeros en DMSO-ds fueron de giro B-II para 91
(homoquiral) y giro y para 92 (heteroquiral), lo que confirmaba una vez mas la clara
influencia de la configuracion relativa de los residuos (i+1/)/(i+2) en la orientacién de la

cadena PhG-Aib-OH con respecto del plano de la B-lactama.
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Teniendo en cuenta estos precedentes, pensamos completar dicho estudio con los
modelos metilados 44a-c y efectuar asi un analisis conformacional comparativo con los
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Analisis mediante RMN: Siguiendo la misma metodologia aplicada en los
apartados precedentes, se midio el desplazamiento quimico de las sefiales de amida de
todos los modelos a-bencilados a intervalos de 5K entre 300-325K utilizando DMSO-dg

como disolvente.

Tabla 11: Desplazamientos quimicos (0) y coeficientes térmicos (AVAT) de los protones amidicos (NH);.3 en

los compuestos 90-92 y 44a-c.

AS(NH).; AS(NH)/AT
Residuo 6(NH)i+3 6(NH)1+3
Comp. . CDCl;—DMSO0d, DMSO-dg4
(i+2) CDCl; DMSO-d4 b
[ppm] [ppb/K]
90 Gly 7.82 7.82 0.00 2.3
44a Ala-(R) 7.93 7.93 0.00 2.8
44b Ala<(S) 7.83 7.93 20.10 3.0
91 PhG-(R) 8.18 8.32 -0.14 -3.1
92 PhG-(S) 7.85 8.40 +0.45 42
44c Aib 7.86 7.76 +0.10 2.5

Tal y como observamos anteriormente en los derivados o-metilados Ac-(B-
Lactam)-(Aa)-NHMe 42 (tabla 7), en los derivados o’-monosustituidos se hizo patente el
efecto del grupo en la posicion o’, ya que se observd una desestabilizacion del enlace de
hidrégeno intramolecular al aumentar el volumen de éste, siendo menores los coeficientes
térmicos de los diasteredémeros metilados 44a y 44b que los de los compuestos fenilados
91 y 92. Ademas, entre estos ultimos se observd una mayor desestabilizacion del enlace de
hidrégeno intramoleculares al variar la configuracion del Ca’ de (R) a (S), siendo el valor
del coeficiente térmico de la amida (NH);;3 en el compuesto 92 de -4.2 ppb/K, lo que
indica la apertura de la rama (PhG)-Aib-OH. Finalmente, la presencia de dos grupos metilo
en el carbono o’ en 44¢ indujo una conformacion de giro B-II similar a la observada para el
derivado de glicina 90.

A continuacion, se llevo a cabo la integracion de las sefiales de cruce de los
espectros ROESY para calcular las distancias interprotonicas de los miméticos 90-92 y

44a-c, que se recogen en la tabla 12.
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90 Ré=R’=H

44a R%= Me, R’=H

Me Me 44b R®= H, R’= Me
OH 91 RS=Ph,R’=H

\\‘HS
5
N>j\8><[(
6/~ 7 N 92 R°=H,R’=Ph

44¢ R8= R7=M2

Figura 44: Numeracién de los protones en los espectros 'H RMN de la serie de pseudopéptidos 90-92, 44a-

44c.

Tabla 12: Distancias interprotonicas representativas de los miméticos 90-92 y 44a-c determinadas a partir

de los espectros ROESY en DMSO-dy.

ROE  HaHb Distancia (A)

90 44a 44b 91 92 44c¢
1 Hs®-H® - - - 1.80(ref.)  1.80(ref.) 1.80(ref.)
2 Hs®-H, 2.42
3 Hs"-H, 3.56 2.94 2.90 2.50 2.39
4 H;®-Hg 3.26 2.40
5  Hs"-Hg 2.87 3.38 3.20 3.25 2.87 2.95
6  Hs“H; 4.10 3.10 221
7 Hs*-H, 3.10 4.39
8 Hs°-H 3.55 3.96 3.18
9  Hs-H, 3.40 2.95 2.59
10  H,-H; 3.10 2.51 2.46
11 Hs;-H, 2.32 2.20 2.19 2.17 1.94
12 HgH, 2.40 2.50 (ref) 2.50(ref)  2.47 2.29
13 He-Hg 1.84 3.20 2.95
14 H;-Hg 3.23 2.85 2.70 3.31 3.28
15 Hg-Hoyp 3.43 2.80 2.00
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En primer lugar fueron identificados los protones B-lactdmicos a partir de la sefial
de cruce HsY/H, presente en todas las estructuras excepto en el analogo fenilico 92
(entrada 3) y de las sefiales Hs>/Hg y Hs*/H, (entradas 4y 7). A continuacion se analizaron
los ROEs de Rg y R; con Hs® y Hs® (entradas 5,6 y 8,9), cuyas distancias indicaron que la
rama (Ala)-Aib-OH se hallaba orientada hacia la cara inferior del anillo B-lactdmico en los
miméticos 44a-c¢ (ver figura 45). Sin embargo, Unicamente para el analogo o’,a’-
dimetilado 44c se observo sefial de cruce H5S/Hg, cuya integracion dio lugar a una distancia
de 2.40 A (entrada 4, tabla 12). Este dato, junto al del valor del coeficiente térmico para
44c (tabla 11) permiti6 asignar una conformacion de giro B-II para dicho compuesto. Ya
que los espectros ROESY de los derivados o’-monometilados 44a y 44b no mostraron
sefial Hs>/Hg y que los coeficientes térmicos oscilaron entre los -2.8 ppb/K y -3.0 ppb/k,
respectivamente, se concluyd que dichos compuestos podrian contar con una amplia
poblacion de conformaciones de giro y en DMSO-ds. A pesar de ello, no fue posible
determinar la existencia de un enlace de hidrégeno intramolecular estable entre el
carbonilo de la B-lactama y el proton amidico Hg. Una tendencia diferente fue observada en
la pareja de diasteredmeros 91 y 92, ya que el analogo con configuracion (R) en Ca’ (91)
mostrd las sefiales de cruce H5R/H4, H5S/Hg y Hss/Hz (entradas 3,4 y 7), y un coeficiente
térmico de -3.1 ppb/K para H7, en contraposicion al analogo (S) (92). En este ultimo caso
ninguna de las sefiales citadas fue observada, lo cual unido a un coeficiente de -4.2 ppb/K,
fue interpretado como una conformacion y-girada no estabilizada mediante enlace de
hidrégeno intramolecular. En consecuencia, se pudo constatar que, aumentando el volumen
del sustituyente situado en la posiciéon o’ (metilo en 44a,b y fenilo en 91,92), se acentua el
efecto que tiene la configuracion de este carbono en la estabilizacion de conféormeros en
disolucion, ya que, mientras que en los derivados metilados (44a y 44b) no se pudo
observar una diferencia significativa entre ambos diasteredmeros, ésta si fue constatada en
los pseudopéptidos fenilados (91 y 92), tal y como se preveia al conocer los valores de los
coeficientes térmicos de la fabla 11.

A continuacion, las distancias interprotonicas recogidas en la tabla 12 se utilizaron
como restricciones en el céalculo de los grupos conformacionales o clusters utilizando la
misma metodologia de simulated annealing descrita para los pseudopéptidos Ac-(B-

Lactam)-(Aa)-NHMe 42 (ver apartado 3.3.2, pag 75).
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Figura 45: Representacion de algunas sefiales de cruce (ROESY y NOESY) no consecutivas determinantes

para 44a, 44b y 44c en DMSO-d;.
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Las superposiciones se llevaron a cabo utilizando Uinicamente conférmeros que

cumplian todas las restricciones de RMN experimentales. Al igual que ocurria con los

analogos 42, la distancia j13(NH)-(O=C); no se pudo utilizar como una restriccion, puesto

que en los analogos 44a y 44b, no fue observada la sefial de cruce Hs*/Hs. En la tabla 13

se indican los valores promedio de los dngulos diedros y las distancias ;+3(NH)-(O=C); y

i+3(NH)-(O=C);+1 de cada uno de los clusters hallados.

Tabla 13: Clusters observados en los pseudopéptidos de estructura Boc-(f-Lactam)-(Aa)-Aib-OH con los
valores promedio de los siguientes parametros: distancia(A) ;.3(NH)-(0=C);+;, +3(NH)-(O=C); valores de

los angulos diedros (°) @iy Wiy del pseudodiedro |.

Cluster (n)*  s(NH)-(0=C)iri  wx(NH)-(0=C); <¢@> <> <@> <P <p">
90-1 (49) 4.8 3.9 -27.6 114.5 82.7 79.2 23.8
90-2 (43) 4.9 5.8 -159.5 114.6 82.0 79.4 -47.3
44a-1 (11) 33 6.2 -12.3 114.0 -26.8 -61.6  -129.0
44a-2 (28) 3.6 4.9 16.5 114.1 88.6 -54.8 14.8
44a-3 (8) 4.4 6.0 -114.9 1143 -84.6 -59.8 150.9
44a-4 (49) 5.2 7.3 24.5 114.0 204 -172.6  -27.1
44b-1 (10) 4.7 6.9 42.0 114.2 68.6 -167.1 2.2
44b-2 (30) 2.4 4.3 349 114.3 72.1 -70.5 -9.8
44b-3 (58) 4.7 6.0 45.0 114.2 65.0 98.7 14.9
91-1 (29) 4.3 3.5 -22.5 113.1 60.6 74.8 4.2
91-2 (22) 4.1 5.7 -16 113.9 -146.2 42.0 123.8
92-1 (13) 2.6 5.4 -13.0 115.1 -26.5 -38.0 -10.5
92-2 (23) 2.5 5.1 2.2 115.1  -107.8 115.1 13.5
92-3 (37) 4.5 6.9 11.3 114.2 -21.4 69.5 -72.7

44c¢ (83) 4.3 3.6 -17 114.7 91.3 44.5 48

“ Representa el numero de estructuras por cluster que no violan ninguna de las restricciones de distancias

interprotonicas extraidas de los espectros ROESY. b/fngulo pseudodiedro de los cuatro carbonos Ca.
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En la figura 46 se representan entre corchetes las conformaciones halladas para
cada uno de los clusters, teniendo en cuenta los valores de los pardmetros estructurales
recogidos en la tabla 13.

Los compuestos 44a, 44b, 91 y 92 de residuo (i+2) quiral mostraron una
distribucion de clusters heterogénea. El andlogo monometilado 44a de configuracion (R)
en Ca’ presentd 4 clusters con diferencias notables entre sus angulos diedros. Las 47
estructuras de los clusters 44a-1, 44a-2 y 44a-3 presentaron conformaciones de giro y-up y
y-down, mientras que las estructuras restantes (39) presentaron una disposicioén extendida
(cluster 44a-4, tabla 13). Casi la totalidad de las estructuras halladas para este andlogo (96
de 100) cumplieron todas las restricciones impuestas, lo mismo que ocurri6 con su
diastereomero 44b. Las estructuras de este ultimo compuesto se agruparon en 3 clusters en
los que se observo una disposicion y-girada con la rama lateral (Ala)-Aib-OH ubicada bajo
el plano del anillo B-lactdmico (giro y-down). Los anédlogos fenilados 91 y 92 presentaron
un mayor nimero de estructuras que violaron las restricciones impuestas. Por una parte, el
analogo homoquiral 91 present6 una poblacion practicamente equivalente de giro B (91-1)
y giro y-up (91-2), mientras que la unica conformacion hallada para el derivado 92 fue el
giro y-up, confirmada por las distancias promedio 3(NH)-(O=C)is (tabla 13).
Nuevamente, y al igual que se observd en los derivados de cadena mas corta 42, la
introduccion de un centro estereogénico en el residuo (i+2) generd una mayor dispersion
conformacional. Nuevamente el efecto del volumen del sustituyente en Ca’ se hizo
patente, ya que los derivados fenilados 91 y 92 presentaron una mayor movilidad de la
rama (PhG)-Aib-OH que sus andlogos 44a y 44b. Los resultados obtenidos del simulated
annealing pusieron de manifiesto también la relevancia de la configuracion del Ca’ para
este tipo de pseudopéptidos, puesto que los andlogos de configuracion (R) presentaron
cierta tendencia a estabilizar un giro B, algo que no ocurrié en los andlogos (S). Por su
parte, los analogos 90 y 44c de residuo (i+2) aquiral mostraron una mayor homogeneidad
conformacional. Asi, 49 estructuras del analogo no sustituido 90 se orientaron en una
conformacion [-girada, aunque debido a la movilidad de la rama Gly-Aib no todas
presentaron una distancia j3(NH)-(O=C); favorable para la formacién de un enlace de
hidrégeno intramolecular estabilizante. El resto de las estructuras (43) se orientaron en una

conformacion de giro y-down. El andlogo dimetilado 44¢ presentd un unico cluster
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representado por 83 estructuras dispuestas en un giro § no candnico muy similar al

observado para el compuesto 90 en el cluster 90-1.

44a 44b 91 92

91-2 (22) [yu]

92-3 (37
44b-3 (58) [yd] G7) bru]

44a-4 (39) [€]

Figura 46. Superposicion de conformeros representativos de clusters para los peptidomiméticos 44a, 44b, 91 y
92. Entre paréntesis se indica el numero de estructuras que cumplen todas las restricciones. Entre corchetes el

tipo de conformero: [f]=giro B; [yd]=giro y down, [yu]=giro y up; [¢]= extendido.
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44c (83) [B]

90-2 (43) [vd]

Figura 47: Superposicion de algunas de las conformaciones de los peptidomiméticos 90 y 44c. Entre
paréntesis se indica el numero de estructuras que no violan las restricciones impuestas. Entre corchetes el

tipo de conformero: [f]=giro B; [yd]=giro y down.

Todo lo observado mediante analisis conformacional en disolucion de DMSO-ds en
los analogos de esqueleto estructural Boc-(p-Lactam)-(Aa)-Aib-OH nos llevo a concluir
que la introducciéon de un fragmento (i+2) quiral (compuestos 44a, 44b, 91 y 91) provoca
una mayor dispersion conformacional, algo que no se observd en los analogos con el
fragmento (i+2) aquiral (92 y 44c¢). Por otro lado, los resultados observados del derivado
42¢ mostraron que la introducciéon de dos grupos metilo en el Ca’ es un factor de
betageneicidad, algo que ya se habia observado en los derivados de menor tamafio 42a-f

(apartado 3.3.2, pag 75).
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3.4 Sintesis de miméticos f-lactamicos portadores de residuos N- y C- terminales

quirales: Boc-Ala*-(f-Lactam)-(Aa)-Ala*-NH,

Tras completar los estudios conformacionales de los miméticos de tipo 42 y 44
conteniendo residuos aquirales en las posiciones (i) e (i+3), pensamos investigar los
pseudopéptidos de tipo 46, que incorporan en estas posiciones sendos residuos quirales de

alanina.
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De acuerdo con los criterios anticipados en el apartado de hipdtesis y objetivos (pag
45), los miméticos 46a-d fueron disefiados para resaltar al maximo el efecto
conformacional de los residuos de alanina. Para favorecer la estabilizacion de giros B y
posibilitar la nucleacién de horquillas o Aairpin se incluy6 un resto quiral betdgeno de Aib
en la posicion (i+2) de todos ellos. Para preparar estos pseudopéptidos se partié de la a-
nosilamino-B-lactama 71a (ver tabla 4, pag 64), y se sigui6 la ruta sintética mostrada en el

esquema 7
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82-(R): 83% 83-(S) o 46a-(R, R): 80%

82-(S): 85% 46b-(R, S): 65%

46¢-(S, S): 73%

46d-(S, R): 77%

Iz

Esquema 7: Reactivos y condiciones: a) PhSH (Seq.), K;CO; (4 eq.), MeCN, ta., 2h., b) EEDQ (1.5¢eq.),
CH,Cl,, -12°C-t.a., 16h., ¢) LiOH.H,0, MeOH/H,0, t.a., 2h., d) H-Ala-NH, (83) (1.2 eq.), EEDQ (1.5¢eq.),
CH,Cl;, -12°C-t.a., 16h.

En primer lugar, se desprotegid el grupo nosilo de la P-lactama 71a con
tiofenol/K,COs3 y tras aislar la oa-amino-B-lactama intermedia, ésta se sometid a
acoplamiento peptidico promovido por EEDQ con el correspondiente enantiomero de la
terc-butoxicarbonil-alanina 81. Se obtuvieron asi los tripéptidos 82-(R), 82-(S) con
rendimientos del 83% y el 85%, respectivamente. Posteriormente, se saponificd el éster
metilico terminal con hidroxido de litio y el 4cido carboxilico resultante se acopld por
separado cada uno de los enantiomeros de las alaninamidas 83. En primer lugar se abordé
este paso utilizando nuevamente la EEDQ, pero en esta ocasion la conversion fue baja, tal
y como se muestra en la fabla 14. Por ello, se ensayaron combinaciones alternativas de
reactivos tales como N,N’-diciclohexil-carbodiimida/hidroxibenzotriazol (DCC)/HOBY).
Asi se obtuvieron los pseudopéptidos 46a-d, pero su purificaciéon cromatografica resultd
ser muy problematica debido a la dificil separacion de la N,N-diciclohexil urea residual.
De manera similar, cuando se utiliz6 EDC/HOBL el producto también resulté contaminado

con subproductos de dificil separacion. Finalmente, se utiliz6 la mezcla HATU/HOAt y
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bicarbonato potasico empleando DMF como disolvente. Estas condiciones habian sido
puestas a punto para preparar otros péptidos impedidos en nuestro laboratorio por Joseba
Oyarbide durante la consecucion de su tesis doctoral, y proporcionaron mejores
rendimientos que el sistema HATU/HOAt/DIPEA®. En este caso, los pseudopéptidos 46 se
purificaron sin problemas mediante cromatografia en columna de gel de silice con

rendimientos globales que oscilaron entre el 65% y el 80% para la transformacion 82— 46.

Tabla 14: Ensayos de acoplamiento de los péptidos f-lactamicos 82 con las alaninamidas 83.

Sustratos Reactivo activante Disovente T (°C) Tiempo  Conversiéon®
82-(R), 83-(S) EEDQ CH,Cl, -12—ta. 16h <10%
82-(R), 83-(S) DCC/HOBt CH,Cl, 0—t.a. 16h >90%”
82-(S), 83-(5) EDC/HOBt CH,Cl, 0—t.a. 16h >90%”

82, 83 HOAt/HATU/KHCO; DMF 0—t.a. 16h 100%°

* Determinada por andlisis "H-RMN del crudo de reaccion."La purificacion del producto por cromatografia
de columna resulté ser inviable. © Para rendimientos de los productos aislados, ver Esquema 7.

Por su parte, las alaninamidas 83-(R) y 83-(S) se prepararon a partir de las N-
benciloxicarbonilalaninas 84 comerciales mediante una sencilla secuencia de esterificacion
del grupo carboxilo, seguida de amidacion del éster metilico intermedio con amoniaco
(esquema §8). El andlisis mediante HPLC con fase estacionaria quiral de los productos

finales confirmé que no ocurria racemizacion en ninguna de las etapas de la

Cbz-~ oH__ & b © NH.
H * H2N *

transformacion.

O @]
84-(R) 83-(R): 80%
84-(S) 83-(S): 85%

Esquema 8: Reactivos y condiciones: a) DBU (3eq.), Mel (3 eq.), tolueno, 0°C— t.a., 16h., b) NH;(g),
MeOH, t.a., 24h. ¢) Pd/C (10%), H,, MeOH, t.a., 1h.

80 a) Tulla-Puche, J.; Marcucci, E.; Prats-Alfonso, E.; Bay6-Puxan, N.; Albericio, F. J. Med. Chem. 2009,
52, 834-839. b) Ghosh, A.K.; Kulkami, S. Org. Lett. 2008, 10, 3907-3909.
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En la figura 48 se muestra el espectro 'H RMN del compuesto 46d-(S,R) en CDCl;
con la asignacion de protones resultante del andlisis combinado COSY/HSQC/HMBC.

Boc
46d
ME4
H, Meis Mes 10
H Hi HSHE N
Hiy 5\ Hi4 15 H, lH3 f‘S ’l/‘|6
// | IMM_LJL

30 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 0.5 OCc

Figura 48: Espectro 'H RMN del compuesto 46d-(S,R) en CDCl;.

3.5  Anadlisis conformacional de miméticos portadores de residuos N- y C-terminales

quirales: Boc-Ala*-(f-Lactam)-(Aa)-Ala*-NH,.

La formacién de horquillas o hairpins estabilizadas mediante enlaces de hidrogeno
“intercadena” se puede favorecer con nucleadores peptidicos o pseudopeptidicos. Asi, por
ejemplo, la diprolina (D)Pro-(L)Pro 85 de Robinson® (figura 49), es particularmente eficaz
para estabilizar laminas B en macrociclos que han mostrado actividad como agentes
antivirales. Por otro lado, Gennari** ha demostrado que los péptidos 86 que incorporan
como nucleador una N-bencil-dicetopiperazina, presentan un equilibrio entre horquillas

moleculares y agregados peptidicos (figura 49).

8 a) Pfeifer, M.E.; Moechle, K.; Linden, A.; Robinson, J.A. Helv. Chim. Acta 2000, 83, 444-464. b)
Mocehle, K.; Athanassiou, Z.; Patora, K.; Davidson, A.; Varani, G.; Robinson, J.A. Angew. Chem. Int.
Ed. 2007, 46,9101-9104.

Resurreicao, A.S.M.; Bordessa, A.; Civera, M.; Belvisi, L.; Gennari, C.; Piarulli, U. J. Org. Chem.
2008, 73, 652-660.

82
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Figura 49: Horquillas nucleadas por una diprolina (Robinson) y una dicetopiperazina (Gennari).

Dado que no existen precedentes en la bibliografia relativos a la aplicacion de las -
lactamas como nucleadores de horquillas, uno de nuestros objetivos consistio en el estudio
conformacional de los miméticos del tipo Boc-Ala*-(B-Lactam)-(Aib)-Ala*-NH, (46a-d)
para intentar comprender la influencia de la quiralidad relativa de los residuos de alanina

sobre los confoérmeros formados.

o) :F j
H 46a-(R, R
>Lo/“\NJﬁ(N"' 46b-§R, sg
N 46¢-(S, S)
o) N><E\NJ*\WNH2 46d-(S, R)
o) il

Analisis conformacional mediante RMN: Al igual que en el caso de los
pseudopéptidos precedentes, los estudios conformacionales de 46a-d se llevaron a cabo en
DMSO-d; utilizando experimentos monodimensionales y bidimensionales combinados con
modelizacion de dindmica molecular (simulated annealing). La concentracion de
compuestos se mantuvo constante para cada serie de experimentos en un rango de 6-10

mM, tras verificar la ausencia de deriva por dilucion en los desplazamientos quimicos.
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Los coeficientes térmicos de los protones amidicos H,, Hs, Hy;, His y Hys se
determinaron a partir de experimentos 'H realizados entre 300 y 325K con una diferencia
de temperatura de 5K entre espectros. En la siguiente figura se indica la numeracion

utilizada para designar los protones en toda la serie de compuestos 46a-d.

IZN

1 “HS
*m N
9 /N 10 N 12

Me Me

Figura 50: Numeracion de los protones de los diastereomeros 46a-d. Las posiciones H,, Hs, H;;, H;, y H;s

corresponden a los protones amidicos potencialmente dadores.

De los protones observados se prestd especial atencion a H;; por su capacidad
potencial para formar enlaces de hidrégeno intramoleculares, bien con el oxigeno del

grupo (C=0);;1, dando lugar a un giro 3, o con (C=0);s, para formar un giro Y.

Tabla 15: Coeficientes térmicos (AVAT) de los protones amidicos H, Hs, H;, H;, H;; en los
pseudopéptidos 46a-d.

AS(H,)AT  AS(Hs)/AT  AS(H.;)/AT  A3(H.)/AT  A3(H.s)/AT

n Comp.

(ppb/K) (ppb/K) (ppb/K) (ppb/K) (ppb/K)
1 46a-(R.R) -6.97 -5.77 -2.50 -4.28 -4.51
2 46b-(R.S) -6.86 -5.71 -2.75 -4.40 -5.03
3 46¢-(S,S) -7.33 -6.72 -2.79 -3.79 -4.13
4 46d-(S,R) -8.23 -6.74 -2.46 2.16 -5.55

Efectivamente, los valores de los coeficientes térmicos de H;; comprendidos entre -
2.5 y -2.8 ppb/K resultaron ser notablemente menores que los de H,, Hs o H;s. Este dato
confirm6 una estabilizacion del giro B por enlace de hidrogeno entre (C=0); y (NH);;3 en
todos los compuestos 46a-d. Por otro lado, los coeficientes medidos para His y His
mostraron valores absolutos superiores a 3 ppb/K, lo que fue interpretado como una

tendencia a la apertura de los extremos de las ramas laterales, salvo para el
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peptidomimético 46d cuyo proton amidico Hj4 mostr6é un coeficiente de -2.16 ppb/K. Este
dato es especialmente significativo y nos llevd a realizar experimentos de NOE selectivo
con dicho peptidomimético para intentar determinar el carbonilo aceptor del protén H4.
Debido a la proximidad de su desplazamiento quimico con el de otras seiales en el
espectro de 'H (ver anexo A), la irradiacion de Hj4 no aportdé ninguna informacion

significativa, por lo que se opt6 por repetir el experimento irradiando Hs y Hy; (figura 51).

Hs H2 H3 He

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05

Ht
Hi3 H4 Me® Melo

_/

Figura 51: Espectros de NOE selectivo obtenidos irradiando los protones amidicos H, y H;; del compuesto
46d.
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En contraste con la irradiacion de Hs que s6lamente mostré NOE con protones de
su misma cadena peptidica (figura 51), la irradiacion de H;; reveld una proximidad entre
cadenas, ya que se observo el incremento de las intensidades de Hs y también de los
protones H; pertenecientes al grupo Boc (figura 52). Este hecho sugirié que el valor de -
2.16 ppb/K medido para el coeficiente térmico de Hj4 pudo deberse a la formacién de un
enlace de hidrégeno intramolecular del protén amidico Hy; con el carbonilo del grupo Boc,

que actuaria como aceptor.

Figura 52: Representacion de las seriales de NOE del proton amidico Hyyen el compuesto 46d.

A continuacion, se determinaron las distancias interprotonicas de los compuestos
46a-d a partir de experimentos ROESY. En la figura 53 se muestra a modo de ejemplo el
espectro ROESY del compuesto 46a-(R,R), que resultod tener grupos de sefales de cruce
muy similares a sus diasteredémeros 46b-d (ver anexo B). Las distancias promedio mas
representativas entre pares de protones no consecutivos se recogen en la tabla 16. Las
distancias HgS-H11 y HgR-H7, por un lado, y HgS-M€9, HgS-Melo y HgR-M€9, HgR-Melo por
otro, indicaron que la rama lateral (Aib)-Ala-NH; se hallaba orientada hacia la cara inferior

del anillo de B-lactama.
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Figura 53: Espectro ROESY del pseudopéptido p-lactamico 46a-(R,R).

Tabla 16: Relacion de algunas de las distancias interatomicas promedio halladas por integracion de seiiales

de cruce (ROESY) y el angulo diedro O(H;;N-CH;) calculado a partir de la constante de acoplamiento

SJ(H,-H ).

Compuesto

Distancia(A)

3J(Hz) 0(°)

46a-(R.R)
46b-(R.S)
46¢-(S,S)

46d-(S,R)

6.98 (142)
6.72 (140)
7.27 (144)

6.46 (138)

Otro dato extraido fue la constante de acoplamiento *J(H;;-Hj2), que permitio

calcular el angulo diedro 8 del enlace H;{N-CH;3 a través de la ecuacion de Karplus®.

83

110
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Estos valores, junto con los bajos coeficientes térmicos de H;; medidos para los
diasteredbmeros 46a-d (tabla 15) permitieron concluir que todos ellos adoptaban una

conformacion de giro B-II, tal y como se indica en la figura 54.

64118@

ﬂ_ |||||Me
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Figura 54: Interacciones NOE entre protones no consecutivos obtenidas a partir de los espectros ROESY

para los compuestos 46a-d. En azul se indican los dangulos diedros (¢ y w)de los residuos (i+1), (it2) e

(i+3).

A continuacién, se incorporaron las distancias interprotonicas® y los angulos
diedros 6 como restricciones en el calculo de los grupos conformacionales o clusters mas
relevantes aplicando la aproximacion de simulated annealing de Seebach y Van Gusteren®
para cada uno de los pseudopéptidos 46a-d.

Puesto que los coeficientes térmicos hallados por RMN fueron menores de 3 ppb/K
y se observo una corta distancia Hs>-H;; en todos los pseudopéptidos, la distancia i3(NH)-
(O=C); fue impuesta como restriccion en el procedimiento del annealing con un valor de
2.5+0.3 A entre el oxigeno aceptor del residuo (i) y el hidrogeno Hy; del (i+3). Esto derivo
en la obtencion de 100 conformeros de cada uno de los peptidomiméticos de tipo 46 que,
una vez agrupados segun los intervalos de los angulos diedros, originaron los clusters que

se recogen en la tabla 17.

84 Para un listado completo de las distancias empleadas, ver anexo C.

Daures, X.; Gademann, K.; Schifer, H.; Jaun, B.; Seebach, D.; Van Gunsteren, W.F. J. Am. Chem.
Soc. 2001, 123, 2393-2404.
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Tabla 17: Grupos conformacionales de los pseudopéptidos 46a-d y parametros promedio de distancias

i+3(NH).(C=0); (4), de los angulos diedros () @iy Wiy del angulo pseudodiedro (L.

Cluster (n)* w(NH(0=C);, <¢> <P <@ <P <@> <P <>

46a-1 (53) (R R) 2.7 29 1134 379 462 @ --° ~° 334
462-2(29) (R R) 2.9 26 1133 1204 479  --° ~° 224
46b (56) (R.S) 2.6 135 1143 1015 -534  -160.0 - 137
46¢ (66) (S,9) 2.1 18 1136 1086  -37  -160.0 - 104
46d-1 (33) (S.R) 2.6 93 1129 302 492 960 -57.0 -41.4
46d-2 (25) (S.R) 2.4 163 113.1 332 481 1080 141.0 -39.7
46d-3 (16) (S.R) 2.7 155 1134 1144 603 93 56 11.8
46d-4 (22) (S.R) 2.6 183 1136 1137 612 112 142 104

* Representa el numero de estructuras por cluster que no violan ninguna de las restricciones de distancias
. (. , b .

interprotonicas extraidas de los espectros ROESY. ~Angulo pseudodiedro de los cuatro carbonos Ca de los
residuos (i)-(i+3). © No presenta restriccion definida.

En la primera columna de dicha tabla se identifica cada cluster obtenido incluyendo
entre paréntesis el numero de estructuras que no violan ninguna de las restricciones. Asi,
los compuestos 46b y 46¢ presentaron un Unico cluster poblado con 56 y 66 estructuras,
respectivamente, mientras que los derivados 46a y 46d presentaron un nimero mayor de
clusters, (2 y 4, respectivamente). Sin embargo, estos Ultimos mostraron un mayor nimero
de estructuras que cumplian las restricciones impuestas, siendo éstas 82 para el andlogo
46a y 96 para 46d. Por otro lado, los valores promedio de los angulos diedros reflejados en
la tabla 17 distan, en algunos casos notablemente, de aquellos observados en el giro B-II
canonico, aunque se observé graficamente la conformacion B-girada en todos los clusters
extraidos de los calculos (figura 55). Ademas, las distancias halladas entre el oxigeno del
grupo carbonilo en (i) y el hidrogeno amidico de (i+3), cuyos valores (2.1-2.9 A) fueron

menores de 3.2 A, constataron la existencia de un giro P.
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46d-1 46d-2

46d-3 46d-4

Figura 55: Grupos conformacionales (Clusters) de cada diasteromero 46a-d incluyendo los valores

promedio de los angulos del residuo (i+3). El simbolo oo denota la ausencia de restricciones definidas.
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Como se observa en la figura 55, los compuestos 46b y 46¢ presentaron clusters
muy similares, y Ginicamente mostré una notable movilidad el grupo terminal Boc en las
diferentes estructuras encontradas. Por otro lado, las superposiciones 46a-1 y 46a-2
difieren en la disposicion de la rama lateral orientada por el angulo ¢, que pasa de un valor
de 38 a 120° provocando asi una apertura de la cadena (Aib)-Ala-NH,. Como
consecuencia de esta variacion, el &ngulo Y también se vid afectado, aunque permanecié en
un rango aceptable para un giro B, con valores que fueron desde -33.4° hasta 22.4°. Por
ultimo, y puesto que los valores de los dngulos diedros pertenecientes a los residuos (i+1/) e
(i+2) no permitian diferenciar los clusters 46d-1 del 46d-2, ni tampoco 46d-3 del 46d-4,
fue preciso extraer los valores de los dngulos diedros 03 y W3 para cada uno de ellos. Estos
valores mostraron que 3 variaba en cada par de clusters como consecuencia de la rotacion
del grupo CONH,;. En particular, las superposiciones de algunas estructuras de los clusters
46d-1 y 46d-3 (figura 55) indicaron una proximidad del proton de amida trans terminal
con el oxigeno aceptor del residuo (i+2) de su misma cadena que justificaria el valor del
coeficiente térmico de -2.16 ppb/K hallado en la deriva térmica del compuesto.

En general, en los peptidomiméticos 46a-d se hallaron grupos conformacionales
homogéneos, observandose en todos los casos un giro B-II. Los grupos bencilo y Boc
mostraron una alta movilidad, mientras que los grupos metilo del residuo Aib
permanecieron en una disposicion aproximadamente fija. Si bien no se pudo apreciar una
conformacion de horquilla canonica en ninguno de ellos, los compuestos 46b-(R,S) y 46¢-
(5,S) se mostraron como los mejores candidatos potenciales para estabilizar una
conformacion de tipo hairpin, al disponer de angulos diedros ¢s con un valor de,

aproximadamente, -160°.

Anadlisis conformacional mediante dinamicas moleculares

Tras el andlisis conformacional de los miméticos 46 por RMN en disolucion de
DMSO-dg, se considerd oportuno llevar a cabo un estudio adicional mediante dindmica
molecular no restringida. Con ello, se pretendia obtener mas informacioén acerca de las
preferencias conformacionales de dichos compuestos originadas por la quiralidad de los
residuos (7) e (i+3), al tiempo que se pretendia confirmar la oportunidad de aceptar como

restriccion el enlace de hidrogeno ;(NH)-(O=C);s; aplicado en el estudio precedente de
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RMN. Se realizaron dindmicas moleculares utilizando el programa Amber (v.8.0)
empleando los campos de fuerzas PARM99 y GAFF simulando una caja explicita de
DMSO-ds rodeando a cada uno de los compuestos en estudio a 300K de temperatura y 1
atmosfera de presion. Inicialmente se parti6 de la conformacion de giro B, y se sometio
cada estructura a ciclos de equilibrado en condiciones adiabaticas registrando las
coordenadas del sistema cada picosegundo durante 6 nanosegundos (6000 ps). Los datos
ofrecidos por estos experimentos permitieron extrapolar valores para algunas distancias y
angulos pseudodiedros claves.

En este estudio se analizaron las trayectorias de varios pardmetros determinantes
para la elucidacion de la conformacion de los analogos. Puesto que se estaba llevando a
cabo un estudio de la influencia de la disustitucion del Ca’ y la elongacion de las cadenas
laterales tanto en la estabilizacion de giros § como de otras conformaciones mas complejas,

se tomaron en cuenta los parametros mostrados en la figura 56.

(+1) (i+2) 0 dl | ;sNH"O=C,

d2  NH~O=Ci,3

1
| |
(I) ) i i d3 i+4NH"'O:Ci
(I+3) i Ca ca .
d4  +aNH-O=Cjy

(i-1) (i+4)

Figura 56: Representacion de las distancias d;, d, ds;, dy y del angulo pseudodiedro u en los miméticos

46a-b.

En la tabla 18 se recogen los valores extraidos del estudio en las condiciones
citadas para las dindmicas moleculares, tomdndose como valores los promedios de los

diferentes grupos conformacionales observados en cada caso.
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Tabla 18: Valores promedio calculados por dinamica molecular para las distancias d;-d; y el angulo

pseudodiedro u en los pseudopéptidos 46a-d.

Compuesto d1 (A) d2(A) d3(A) d4(A) n
46a (mayor.) 2.0 6.9 1.9 7.2 -30
46a (minor.) 2.0 7.5 3.9 9.6 -30
46b (mayor.) 1.9 5.1 1.9 4.1 -55
46b (minor.) 1.9 8.4 1.9 59 -55

46¢ 1.9 8.3 2.0 7.0 -35
46d 2.0 8.3 1.9 6.2 -40

Segun los valores de la tabla precedente, los 4 compuestos mantuvieron una
conformacion B girada del nucleo central de los residuos (i+17)-(i+2) formados por f-
Lactam-(Aib), segin se deduce de los datos del angulo pseudodiedro p (-30-55°, columna
6) y de la distancia d; entre los residuos (i) e (i+3) (columna 2). En resumen, de los datos
indicados en la tabla 18, se puede deducir que bajo las condiciones de la dindmica la
disustitucion del Ca’ por dos grupos metilo favorece la disposicion B girada de todos los
pseudopéptidos 46a-d y que la introduccion de dos alaninas homo- o heteroquirales no
debilita dicho giro. Este hecho est4d en buen acuerdo con lo observado experimentalmente
por RMN y, mds concretamente, con los bajos coeficientes térmicos medidos para el
protén amidico Hy; (ver tabla 15, pag 107).

En las figuras 57-60, se muestran los diagramas de barras de la distribucion de

conformaciones para cada uno de los pseudopéptidos.
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Figura 57: Diagramas de poblacion conformacional (6000 estructuras) del compuesto 46a-(R,R). a)—d)

Distribuciones segun las distancias d1-d4, e) Distribucion segun el angulo pseudodiedro u.
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Figura 58: Diagramas de poblacion conformacional (6000 estructuras) del compuesto 46b-(R,S). a)—d)

Distribuciones segun las distancias d1-d4, e) Distribucion segun el angulo pseudodiedro u.
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Como ya se ha comentado anteriormente, las poblaciones estudiadas de los
pseudopéptidos 46 presentaron una conformacion de giro B-II estabilizada por un enlace de
hidrégeno .;(NH)-(O=C); segiin se deduce de las cortas distancias d; (1.9-2.0 A). Sin
embargo, en ningin caso se observd un segundo enlace de hidrogeno ;(NH)-(O=C);s3,
puesto que en los 4 analogos, d, presentd valores comprendidos entre 5.1 y 8.4 A. Este
hecho también coincide con los valores de los coeficientes térmicos de Hjs, que fueron
superiores a 3 ppb/K en los compuestos 46a-c, aunque no concuerda con el coeficiente de
-2.16 ppb/K hallado para 46d.

Por otro lado, todos los compuestos 46 presentaron una estructura mayoritaria con
un enlace de hidrogeno bifurcado entre los protones amidicos j13(NH) y i+4(NH) y el
carbonilo aceptor (O=C);, que explica a su vez las cortas distancias d; y d; extraidas de las
trayectorias de la dindmica (figuras 57-60). Esta podria ser la razon del bajo coeficiente
térmico presentado por el proton Hj4 de 46d y también de las cortas distancias H;-Hys y
H;;-Hy4, confirmadas mediante los experimentos de NOE selectivos en DMSO-d; (figura
51, pag 108).

Atendiendo a los valores promedio extraidos para d, y d4, se puede afirmar que en
ningun caso se hallé una conformaciéon de horquilla o Aairpin candnica. En los compuestos
46a y 46¢-d se observd una apertura del extremo de la cadena peptidica '‘BuONH-Ala,
mientras que el compuesto 46b, aunque mostrdé en las dos conformaciones halladas las
cadenas laterales paralelas, los valores para las distancias d, y d4 resultaron demasiado
largas para permitir la formacion de un enlace de hidrogeno i(NH)-(O=C);;3 . tanto en el

conférmero mas poblado (d,=5.1A, d4=5.9A) como en su estructura menos poblada
(d,=8.4A, d;=4.1A).
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Figura 59: Diagramas de poblacion conformacional (6000 estructuras) del compuesto 46c¢-(S,S). a)—d)

Distribuciones segun las distancias d1-d4, e) Distribucion segun el angulo pseudodiedro u.
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Figura 60: Diagramas de poblacion conformacional (6000 estructuras) del compuesto 46d-(S,R). a)—d)

Distribuciones segun las distancias d1-d4, e) Distribucion segun el angulo pseudodiedro u.
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Cristalografia de rayos X

Para completar el estudio estructural de los miméticos 46a-d, se ensayd su
cristalizacion sistematica, obteniéndose monocristales adecuados de los compuestos 46a y
46d por crecimiento en disoluciones de CH,Cl, y MeOH, respectivamente. El analisis
cristalografico de rayos X se llevo a cabo a baja temperatura, constatandose la inclusion en

la celda unitaria de una molécula de H,O para 46a y una molécula de MeOH para 46d

(figura 61).

Figura 61: Representacion ORTEP de las estructuras de rayos X de 46a-(R,R) y 46d-(S,R.)

Los datos de la tabla 19 recogen las distancias y d&ngulos entre los atomos dadores y
aceptores involucrados en los enlaces de hidrogeno de 46a-(R,R) y 46d-(S,R). En ambos
casos se observd un giro B-II practicamente candnico, con sendos enlaces de hidrégeno
intramoleculares ;+3(NH)-(O=C), de 2.07 A (46a) y 1.97 A (46d). El resto de los enlaces de
hidrégeno correspondid a puentes intermoleculares, exceptuando el enlace .4(NH)-

(O=C);+; de 1.87 A del compuesto 46a.
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Tabla 19: Datos cristalograficos relativos a los enlaces de hidrogeno de los compuestos 46a y 46d.

n Comp. D..H..A? D.H H..A D..H..A D.H..A"
1 46a iN--H--0=C;. 0.89 2.17 3.04 166
2 46a i+ s;N=-H--O=C; 0.85 2.07 2.90 167
3 46a . ,N-H-O=C,, 1.00 2.15 3.07 154
4 46a ;. ,N--H--O=C., 0.99 1.87 2.85 168
5 46d N--H--0=C;., 0.82 2.13 2.92 163
6 46d i+ sN=-H--0=C; 0.92 1.97 2.85 159
7 46d ;. N--H--0=C,, 0.89 2.07 2.90 156
8 46d i+/N--H--0=C_., 0.87 2.07 2.93 173

* D=dador; A=aceptor, distancias en A. b/fngulo O-H-N en grados

Es preciso sefalar que la estructura del compuesto 46a presenta una caracteristica
singular en compuestos peptidicos: la imbricacion de dos giros B que comparten tres

residuos comunes: (i+1), (i+2) e (i+3).

Me
oy @Y ¢2"\'/|'?'Me 42 (i+1) .....Me('+2)
HN Q V2"=o g HN ©
Z " H~N :’:o““H N

|||Me Melll i-|\ IIIMe
(i+3) o :<NH L <o (i+3)

% A

Giro Bl @ = -39; Y, =119 GiroB-I ®=47; U, =30
46a @ = 47; YP,= 30 46a @®=67; Yy=24

Valores @1 = -60; ;=120 Valores @ = 60; Y, =30

ideales @®,= 80; Y,= 0 ideales @, = 90; ), =

Figura 62: Representacion de los dos enlaces imbricados de 46a. Izquierda: giro f-1I. Derecha: giro -1’. Se
indican los valores experimentales y teoricos de los angulos diedros implicados. Los fragmentos (i+1), (i+2)

e (i+3) participan en los dos giros.
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Tal y como se muestra en la figura 62, los residuos (D-Ala)-(B-Lactam)-(Aib)-(D-
Ala) conforman un primer giro  de tipo II (indicado con un sombreado en la figura
izquierda) cuyos angulos diedros se encuentran distorsionados unos 30° con respecto de los
valores ideales. Ademas, los residuos (B-Lactam)-(Aib)-(D-Ala)-NH, de la misma
molécula participan en otro pseudociclo de diez miembros que corresponde a un giro 3 de
tipo I’ distorsionado en unos 20° respecto de los valores ideales (sombreado en la figura
derecha).

Las estructuras cristalograficas del compuesto homoquiral 46a-(R,R) y del
heteroquiral 46d-(S,R) confirman que este tipo de pseudopéptidos B-lactamicos posee
conformaciones similares en estado sdlido y en disolucion, y que ambos tipos de
conformaciones contienen giros B-II muy estables. Asimismo, ponen de manifiesto la
incapacidad de las B-lactamas para inducir enlaces de hidrégeno secundarios asociables a
estructuras de tipo horquilla (hairpin) en peptidomiméticos con cadenas laterales
relativamente cortas. Por ultimo, demuestran que la configuracion relativa de los restos (7)
e (i+3) juega un papel importante a la hora de definir las poblaciones conformacionales de

los pseudopéptidos B-lactdmicos.
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3.6  Sintesis, andlisis conformacional y evaluacion biologica de los andlogos [-

lactamicos de la melanostatina (PLG).

Una vez concluidos los estudios relativos al comportamiento conformacional de los
péptidos B-lactamicos modelo, se abordaron los objetivos 4 y 5 de nuestro trabajo (pag. 45)
consistentes en la sintesis, analisis conformacional y estudio bioldgico de nuevos analogos

B-lactdmicos de PLG. Los pseudopéptidos propuestos para ello se muestran a continuacion,

P, @Yﬁx& %ﬁx&

'b

Se seleccionaron tres parejas de diasteredmeros en las que se vario el sustituyente
del carbono B-lactamico Ca, asi como su configuracién. De esta manera, se pretendio
estudiar el efecto de la quiralidad del residuo -lactamico sobre la interaccion con el centro
activo a través de la evaluacion de la actividad biologica de los pseudopéptidos. Como
grupos de reconocimiento se escogieron el bencilo, por similitud con el analogo mas activo
conocido hasta el momento (compuesto 20, figura 23, pag 31), el grupo iso-butilo presente
en la PLG vy, finalmente, el grupo alilo que es semejante en tamafio al grupo isobutilo, pero
con una mayor densidad electronica debido al doble enlace C=C.

A la hora de definir el disefio general de los miméticos 48a-f se tuvieron en cuenta
los siguientes factores: a) su conformacidn, previsiblemente [-girada a causa de la
presencia del segmento (B-Lactam)-(Aib)- y, b) su probable inercia hidrolitica, favorecida
por la disustitucion tanto en la posicion a del anillo B-lactdmico como en la posicion o’ del

resto de Aib.
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3.6.1 Sintesis de andlogos f-lactamicos de PLG a,a’-tetrasustituidos

La sintesis de los miméticos 48 se llevo a cabo a partir de las a-nosilamino-f3-
lactamas 71, que fueron preparadas como enantidmeros R y S siguiendo el método

previamente descrito en el apartado 3.1.2 (ver tabla 4, pag. 52).

Tabla 20: Sintesis de analogos de PLG 48a-f a partir de los moldes f-lactamicos 71

1 87a-f 88a-d (R%=Chz) 88e-f (R?=Boc)
d) | B

48a-f (R?=H)

Reactivos y condiciones: a) PhSH (5 eq.), K;CO; (4 eq.), MeCN, t.a., 2h. b) R>-Pro-OH, BOP-CI (2.6 eq.),
Et;N (3.9 eq.), CH,Cl,, 0°C-t.a., 16h. ¢) NHs(g), MeOH, t.a., 3-10d., d) H,, Pd/C, MeOH, t.a., 2h. e) HCO,H
(exc.), t.a., 2h.

n R' R? Config.a Prod. Rdto(%) Prod. Rdto(%) Prod. Rdto(%)

1 Bn Cbz (®) 87a 80 88a 64 48a 93
2 Bn Cbz (S) 87b 82 88b 70 48b 95
3 Bu Cbz (®) 87¢ 60 88¢c 67 48¢ 100
4 'Bu Cbz (S) 87d 56 88d 65 48d 100
5 Alilo Boc (R) 87e 91 88e 80 48e 100
6 Alilo Boc (S) 87f 92 88f 90 48f 100

En primer lugar, se llevd a cabo la sustitucion del grupo nosilo por la N-Cbz-
prolina (entradas 1-4, tabla 20) o por la N-Boc-prolina (entradas 5-6) dependiendo de la
naturaleza del sustituyente R'. Para ello, las B-lactamas 71 se desnosilaron siguiendo el

procedimiento habitual (PhSH/K,COs) y las a-amino-B-lactamas intermedias resultantes se
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acoplaron con las correspondientes prolinas N-protegidas empleando cloruro de bis(2-oxo-
3-oxazolidinil)fosfonilo (BOP-CI1)* como agente activante. Los rendimientos globales de
estas reacciones oscilaron entre el 56 y el 92%. Posteriormente, se trataron los ésteres [3-
lactamicos 87 con una disolucion saturada de amoniaco en metanol para obtener las amidas
pseudopeptidicas 88 con rendimientos entre moderados y buenos (64-90%). La
eliminacién del grupo protector (R?) del residuo de prolina requiri6 de condiciones
diferentes en funcion de su naturaleza. Asi, se emple6 una hidrogenacion catalitica (Pd/C)
a presion atmosférica para obtener los analogos 48a-d, mientras que la eliminacién del
grupo Boc se realizdé con écido férmico, dando lugar a los compuestos 48e-f con
rendimientos casi cuantitavos. Todos ellos fueron utilizados sin posterior purificacion tanto

en los estudios conformacionales como en los ensayos bioldgicos.

3.6.2 Analisis conformacional de pseudopéptidos f-lactamicos andlogos de

PLG.

Con anterioridad al estudio conformacional de los nuevos miméticos B-lactamicos,
A. Benito habia demostrado en nuestro laboratorio que el analogo 28 (figura 63) adopta
una conformacion de giro B-1II en disolucion de DMSO-ds y que dispone de un enlace de
hidrogeno intramolecular entre el proton amidico terminal Hy.,s y el carbonilo de la
prolina. Ademas, los estudios de RMN revelaron la existencia de un segundo enlace de
hidrogeno formado entre el nitrégeno aminico de la prolina y el proton amidico Hg.

Teniendo estos resultados como antecedente, los miméticos 48a-f se sometieron a
andlisis estructural por RMN en disolucion con el objetivo de definir sus conformaciones
mas estables y determinar cuales pudieran estar asociadas a una mayor actividad bioldgica.
En primer lugar, se realizaron las derivas térmicas para detectar la existencia de enlaces de
hidrégeno intramoleculares y, seguidamente, se registraron espectros NOESY y ROESY
para determinar las distancias interprotonicas relevantes. A fin de resaltar mejor las
diferencias conformacionales debidas a la naturaleza del sustituyente (Bn, Bu o Alilo) y a
la configuracion del estereocentro [-lactdmico Co, cada una de las parejas de

diasteredmeros fue estudiada por separado.

86 a) Diago-Meseguer, J.; Palomo-Coll, A.L.; Fernandez-Lizarbe, J.R.; Zugaza-Bilbao, A. Synthesis 1980,
7, 547-551. b) Baker, R.; Castro, J.L. Chem. Commun. 1989, 378-381. b) Ahn, H.C.; Yun, S.; Choi, K.
Chem. Lett. 2008, 37, 10-11.
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Figura 63: Conformacion (giro p-II) del andlogo 28 en disolucion de DMSO-d6, incluyendo los
coeficientes térmicos de los protones amidicos. En la ampliacion del espectro ROESY se muestran con un
circulo rojo las intensas sefiales de cruce HYH,yons y HS/HC,-S, mientras que con un recuadro se enmarcan las

débiles seriales de cruce con H®

Medida de los coeficientes térmicos [A0(NH)/AT]

Siguiendo el procedimiento habitual, se midieron los desplazamientos quimicos de

los protones de amida (Hg, H;s y Hj¢) en un intervalo de temperaturas comprendido entre
300-325K.

Figura 64: Asignacion numérica de los protones del esqueleto de los andlogos 48a-f.

El disolvente utilizado fue DMSO-d; y las medidas se efectuaron a concentraciones

que oscilaron entre 4.5 mM y 15 mM, verificando la ausencia de deriva por dilucion. De
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manera general, los protones fueron numerados en todos los anilogos estudiados segun se

indica en la figura 64.

Tabla 21: Desplazamientos quimicos(0) y coeficientes térmicos (AVAT) en DMSO-dg de los protones

amidicos Hg, H;5s y H;5 para los compuestos 48a-f.

&(ppm) AJ/AT(ppb/K)*
Comp. R Config.a

Hs His His Hs H;s His
48a Ph (R) 9.12 7.22 7.20 -4.6 -2.7 -6.7
48b Ph ) 8.70 7.42 7.11 -3.8 -2.6 -6.4
48c CHMe, (R) 8.23 7.97 7.21 -2.8 -4.2 -6.9
48d CHMe, ) 8.17 7.92 7.15 -2.5 -3.9 -6.4
48e CH=CH, (R) 8.17 7.91 7.23 2.5 -3.5 -5.7
48f CH=CH, ) 8.15 7.89 7.06 -2.5 -3.2 -6.0

a ’ 7. . . , .
Los protones amidicos Hyg, H;s y H;5 se sometieron a deriva térmica en un rango de temperaturas de 300-

325K.

En la tabla precedente se muestran los valores de los desplazamientos quimicos y
coeficientes térmicos de las amidas sefaladas en la figura 64. En funcion de estos
parametros, fue posible asignar provisionalmente cada pareja de andlogos a una de las tres
estructuras B-giradas (A, B 6 C) representadas en la figura 65. De esta manera, la
conformacion de la figura 654, que contiene un enlace de hidroégeno intramolecular
it3(NH)-(O=C);, podria ser la preferida por los diasteredémeros 48a-b; la estructura de la
figura 65B, con un enlace de hidroégeno i+ (NH)-(NH);, seria la conformacion de 48c-d, y
por ultimo los analogos alilicos 48e-f estarian dispuestos en un giro B como el que se
indica en la figura 65C, que contiene un enlace de hidrogeno i;;(NH)-(NH); y una
interaccion débil 13(NH)-(O=C);. Aunque en la figura 65 se representan unicamente los
isomeros de configuracion (R) en el estereocentro Co del anillo B-lactamico, los
homologos de configuracion (S) muestran coeficientes térmicos similares, por lo que se
asumio6 que los enlaces de hidrogeno también podrian serlo. Para confirmar este extremo,

se llevd a cabo un analisis de grupos conformacionales por simulated annealing.
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Figura 65: Representacion de los sistemas de enlaces de hidrogeno de los andlogos 48a-f deducidos a partir

de los coeficientes térmicos de la tabla 21.
Determinacion de distancias interprotonicas por espectroscopia de RMN

Las distancias interprotonicas se determinaron en todos los andlogos 48a-f a partir
de experimentos ROESY registrados en DMSO-ds a concentraciones que oscilaron entre
4.9 mM y 11 mM. Previamente, se realiz6 la asignacion completa de todos los protones. A
modo de ejemplo, en la figura 66 se muestra el espectro 'H-RMN del compuesto 48¢, con

los protones proR y proS claramente diferenciados.
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Figura 66: Espectro de "H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) del andlogo 48c.
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Las amidas Hg, H;s y H;¢ mostraron desplazamientos superiores a 7 ppm, mientras
que el proton de amina Hyg no result6 visible. La zona ampliada entre 1.5 y 2.1 ppm recoge
la mayor parte de los protones de la prolina, asi como algunos pertenecientes al grupo iso-
butilo. Estas caracteristicas espectroscopicas resultaron ser similares en el resto de los
andlogos de PLG estudiados.

Tal y como se ha mencionado mas arriba, cada pareja de diasteredmeros se estudid
por separado para establecer de manera mas precisa el efecto del sustituyente R' y la
configuracion del estereocentro Ca sobre el comportamiento conformacional de cada

analogo.

Distancias interprotonicas de los andlogos bencilicos 48a y 48b

Hiz

R R

11, H12 l\_/Ie13 S Hll/,,

Hio Z _Mey, Hio
N
(-4.6)Hg™N H12 (e} (-3.8) Hg™N le 0]
His™N His™N
? / (=2.7) H16 ? / (-2.6) H16
He H7 (=6.7) He M7 (-6.4)
48a 48b

Figura 67: Designacion de los protones de los andlogos 48a y 48b. Entre paréntesis se indican los

coeficientes térmicos de los protones amidicos (ppb/K).

Para los compuestos 48a y 48b la distincion de los protones proR y proS se realizd
facilmente a partir de los espectros ROESY. En la figura 66 se presentan ampliaciones de
los espectros en el que aparecen sefiales de cruce de Hp," y Hj»° con los protones
aromaticos Hj;7 (columna izquierda). En el fragmento correspondiente al anidlogo 48b se
observa una mayor intensidad de la sefal de cruce H,"/H,; frente a la presentada por
les/Hn, a la vez que H;s muestra una sefial de baja intensidad con les. Sin embargo, esta
distincion no resulté obvia para el andlogo 48a (figura 68), ya que las sefiales de cruce

entre les y H12R y los protones Hy;7 y Hjs resultaron ser de la misma intensidad. Ambas
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observaciones sugirieron la existencia de

conformaciones diferentes en disolucion.

un equilibrio en el que coexisten dos
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Figura 68: Ampliaciones de espectros ROESY de los compuestos 48a y 48b. En la columna de la izquierda se
muestran las sefiales de cruce que permitieron distinguir H;,® de H,,®, y en la columna derecha aquellas que

distinguen Me13R de MeMS.

En las tablas 22 y 23 se recogen las distancias interprotonicas mas relevantes

obtenidas por integracion de los espectros ROESY de los analogos 48a y 48b.
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Tabla 22: Desplazamientos quimicos de los protones (ppm) y distancias interprotonicas (A) del andlogo 48a.

ROE (n°) H, 0.ppm Hg og ppm distancia (H,-Hg) (A)
1 Me;s* 0.76 Me;® 1.11 2.53 (ref))
2 Hg 9.14 H, 423 3.03
3 Hg 9.14 H;s 2.37 3.46
4 H,, 7.33 H,*  3.50 3.17
5 Hy, 7.33 H,® 330 3.08
6 H,, 7.33 Me,® 1.11 3.52
7 H,, 7.33 Me;;*  0.76 4.02
8 His 721 H,®  3.30 3.48
9 His 721 H,*  3.50 3.52
10 His 721 Me® 1.11 4.82
11 H,,’ 3.30 H, 3.29 3.34
12 H,*  3.50 Me,® 1.11 3.83
13 H,*  3.50 Me;;©  0.76 2.77

Tabla 23: Desplazamientos quimicos de los protones (ppm) y distancias interproténicas (A) del andlogo 48b.

ROE (n°) H, 0,ppm Hg op ppm distancia (H,-Hg) (A)
1 Me;®  0.74 Me; st 1.12 2.53 (ref))
2 H;;*° 17.33 Me;s© 112 3.68
3 Hj; " 733 Me,” 0.74 421
4 H,*  3.42 Me,” 0.74 3.27
5 H,> 326 Me,® 0.74 2.83
6 H,” 326 His 7.51 4.41

Como ya se ha comentado, el andlogo 48a presentdé dos conformaciones

principales. Una de ellas vino definida por la distancia clave H15-H125 de 3.48 A (ROE 8,
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tabla 22), asi como por el coeficiente térmico de -2.7 ppb/K medido para H;s (tabla 21).
Ambos datos son consistentes con una conformacion en la que la rama lateral Aib-NH,
esta orientada bajo el plano de la B-lactama formando un giro B-II. Por otro lado, se pudo
atribuir la distancia H15-H12R (3.52 A, ROE 9) a una conformacion alternativa cuya rama
Aib-NH,; estuviera extendida.

El andlogo 48b mostr6 menos sefiales de cruce (ver ROESY en el anexo B). Al
contrario que su diasteredmero, este compuesto presentd un conjunto de distancias
interprotonicas coherentes con una unica conformacion. No obstante, el valor medido para
la distancia H;s-Hp,® (4.41 A, ROE 6) resultd ser mayor del esperado para un giro f3
canonico, conformacion apoyada por el bajo coeficiente térmico de H;s (-2.65 ppb/K, tabla
21). Una posible explicacion de este hecho fue el solapamiento de la sefial de H;,® con el
H,O (figura 68) que pudo interferir su integracion provocando una disminucion en la

intensidad de la sefial esperada.

Distancias interprotonicas de los andlogos de isobutilo 48c y 48d

(-25)Hg™N  Hy 0
3.4 5.6 2: His~N
(-4.2) H16 ng (-3.9) H16
Hg H, (-6.9) o H7 (-6.4)
k 48¢ 48d

Figura 69: Designacion de los protones de los andlogos 48c y 48d. Los valores entre paréntesis corresponden

a los coeficientes térmicos de los protones amidicos (ppb/K).

Utilizando la metodologia habitual, se asignaron los protones de los anédlogos
portadores de un grupo isobutilo 48¢ y 48d tal y como se indica en la figura 69. En esta
ocasion los protones PB-lactdmicos fueron facilmente identificables, ya que en ambos
analogos H 2" mostré sefial de cruce de mayor intensidad con uno de los grupos metilo
contenidos en el sustituyente 'Bu (figura 70, columna derecha). Ademas, la presencia de

una sefal H125/H15 (resaltada con un circulo en la figura 70, columna izquierda) confirma
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la orientaciéon de la rama lateral Aib-NH, hacia la parte inferior al anillo. Una vez
asignados H R y les, pudieron distinguirse Me3R y Mel4S por proximidad a les. Otro
aspecto a resaltar es la diferencia de orientacion de la prolina en los dos compuestos, ya
que en 48d se da una proximidad de algunos protones del ciclo (H;, H¢) con Hg que no se

observa en 48c (figura 70, columna izquierda).
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Figura 70: Ampliacion de los espectros ROESY de los compuestos 48c y 48d. Se han remarcado las seiiales

. . . R s
relevantes para la identificacion de los protones H;5", H;y”, Me;3, Me;,, Me;sy Mejq.
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En las tablas 24 y 25 se muestran las distancias obtenidas por integracion del

espectro ROESY de los andlogos 48c¢ y 48d, respectivamente.

Tabla 24: Desplazamientos quimicos de los protones (ppm) y distancias interproténicas (A) del andlogo 48c.

ROE (n°) H, 0,ppm Hg op ppm distancia (H,-Hg) (A)
1 H,® 3.58 H),®  3.38 1.80 (ref))
2 Hg 8.22 Hy, 1.63 2.77
3 Hg 8.22 H;, 182 2.32
4 Hg 8.22 H,  3.59 2.91
5 His  7.93 H,,® 3.58 2.81
6 H, 3.59 H,® 3.58 3.79
7 H,,® 3.58 Mey® 0.94 3.57
8 H,* 337 Me,® 0.94 2.59
9 Me;;t  1.28 H,,® 3.58 2.82
10 Me;;"  1.28 H,* 337 2.47

En ambos casos, el proton amidico terminal H;s se encuentra a una corta distancia
de H,,® (2.81 y 2.23 A, respectivamente), indicando una vez mas la ubicacion preferente de
la cadena lateral en la parte inferior al anillo B-lactdmico. En este sentido, la proximidad de
uno solo de los grupos metilo situados en el Ca’ a los protones B-lactamicos Hy, (Me;3" en
48c y Me 4> en 48d), confirma que la rama Aib-NH, se encuentra girada y desfavoreciendo
la formacion de un enlace intramolecular ;;3(NH)-(O=C); de tipo giro B. Por otro lado, los
coeficientes térmicos para H;s de 48¢ (-4.2 ppb/K) y 48d (-3.9 ppb/K) se encuentran fuera
del rango de Kessler (-3.0 ppb/K), lo que indica que no existe un enlace de hidrégeno

intramolecular estable entre el carbonilo del residuo (7) y el NH del residuo (i+3).
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Tabla 25: Desplazamientos quimicos de los protones (ppm) y distancias interprotonicas (A) del andlogo 48d.

ROE (n°) H, 0,ppm Hg op ppm distancia (H,-Hg) (A)
1 H),® 3.54 H,® 335 1.80 (ref))
2 Hg 8.21 H, 2.74 2.76
3 Hg 8.21 H, 3.54 3.16
4 Hg 8.21 H, 3.62 2.52
5 Hg 8.21 Hy, 1.79 2.30
6 Hg 8.21 Me,,®  0.94 222
7 Hs 795 H,” 3.54 2.23
8 His 795 Me,® 1.26 2.75
9 H,® 335 Mey,®  0.94 2.29
10 H, 721 H, 3.54 3.83
11 Me,® 1.27 H,” 3.54 2.35
12 Me," 1.27 H,* 336 2.17

Hig
Hig Hig
Hi7
Hi, R R Hqq/,
H Hio Mejz ¢ n
10 : _Mey, Hio
N
(—2.5) Hg~N le o (—2.5) Hg=N
// H15 N 34 5? _'\\
/ (_3 5) H16 Hl N//I (_32) H16
i H9 H7 (=5.7) : Hg H- (-6.0)
Ho
48e 48f

Figura 71: Designacion de los protones de los andlogos 48e y 48f. Los valores entre paréntesis corresponden

a los coeficientes térmicos de los protones amidicos (ppb/K).

137



s R
H, Mo Hi A
48e \ JUK ’\\
é’. | MW L S—An
14
- e & G s
Tk N l16
2T e f17
.8
| I f.o
= (> 12.0
| 2.1
- 2.2
o {23
= 2.4
= N _ |
= = @) 2.5
R @;2 ‘ 126
3.60 348 3.36
H1o,11 Mevs Hy,R ’D/Iem
H12 A“WL / - i A‘VJ Mg " IL y
Me;s S/ Me;s
) Hiz
Hi>
85 75 65 55 45 35 25 15 05 85 75 65 55 45 35 25 15 05
48f
o,
w <
‘-\\
Z\{—a_i
P
&/ 2N
= )
=
z |
—i:'ii;\
HioR Me
s | Hig11 Meys His 1
Hi \ 4 4 \
JH u u\ —— -
s
Me14 H12 \
N \
HiR
8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5: 2.5 15 0.5 30 75 70 65 6.0 55 50 45 4.0 3:5 30 25 20 15 10 05 O

Figura 72: Ampliacién de espectros ROESY y espectros NOE 'D de los andlogos 48e y 48f.
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Los compuestos portadores de un grupo alilo 48e y 48f fueron estudiados como los
analogos de PLG precedentes. Sin embargo, para la identificacion de H R y les fue
necesario el registro de experimentos adicionales de NOE selectivo, puesto que ambos
protones presentaban sefiales de cruce con Hjpy H;; que eran idénticas en el compuesto
48e y bastante semejantes en el compuesto 48f (fragmentos de ROESY, figura 72, 48e y
48f). Los NOE selectivos se llevaron a cabo irradiando consecutivamente las senales H R
y Hy,®, y revelaron que la sefial situada a campos mas altos correspondia a H," en ambos
analogos, segiin se dedujo por la aparicion de sendas sefiales de NOE con Hjg; y la
ausencia de las mismas al irradiar les.

Los dos analogos presentaron sefiales de cruce H,s/H;,S cuya integracion dio lugar
a distancias intermedias (3.17 y 3.79 A, respectivamente). Ello fue interpretado
nuevamente como una orientacion de la rama lateral Aib-NH; bajo el anillo B-lactdmico.
Este dato, junto a los valores de los coeficientes térmicos de H;s (-3.2 para 48e y -3.5
ppb/K, para 48f, tabla 21) confirm6 una conformacion p-girada aunque no estabilizada con
un enlace de hidrogeno entre las posiciones (i) e (i+3). Por otro lado, Hg presentd valores
de coeficientes bajos (-2.5 ppb/K, tabla 21), lo cual indica un enlace de hidrégeno

intramolecular, que no pudo ser confirmado por distancias interprotdnicas en este caso.

Tabla 26: Desplazamientos quimicos de los protones (ppm) y distancias interprotonicas (A) del andlogo 48e.

ROE (n°) H, 0,ppm Hg op ppm distancia (H,-Hp) (A)
1 H;s 1.98 H,  3.59 2.40 (ref.)
2 Hg 8.17 H;, 253 2.58
3 Hg 8.17 H, 3.7 3.18
4 Hg 8.17 H;; 5.82 4.06
5 H,, 3.59 H,” 3.52 2.96
6 H,, 3.59 H,* 337 2.96
7 Hi, 2.53 H,* 3.37 2.50
8 Me;;®  1.24 H,* 337 2.46
9 Me;;®  1.24 H,” 3.52 2.47
10 His 7.91 H,” 3.52 3.17
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Tabla 27: Desplazamientos quimicos de los protones (ppm) y distancias interprotonicas (4) del andlogo 48f.

ROE (n°) H, 0,ppm Hg op ppm distancia (H,-Hg) (A)
1 Mes®  1.51 Me,,® 125 2.53 (ref))
2 Hg 8.16 H, 3.60 3.73
3 Hg 8.16 Hj, 2.53 2.74
4 H,* 336 H;, 2.53 2.78
5 H,®  3.36 Hy; 5.83 3.31
6 H,* 336 Me,,” 1.25 2.52
7 H,> 3.51 H, 253 3.40
8 H,"” 3.1 His 7.90 3.79
9 H,> 3.51 Me,® 125 2.57

Las distancias recopiladas en las tablas 22-27 fueron utilizadas como unicas
restricciones para la dindmica molecular (simulated annealing) de los andlogos de PLG
48a-f con el fin de identificar los grupos conformacionales o clusters de dichas estructuras
y poder conocer asi las poblaciones relativas de las distintas conformaciones para cada una
de los compuestos. Al igual que en el caso de los pseudopéptidos abiertos descritos
anteriormente (pag. 75), se calcularon 100 estructuras para cada andlogo 48a-f. En todos
ellos, exceptuando 48d, se encontr6 mas de un cluster utilizando como criterio de
diferenciacion los valores promedio de los angulos diedros, las distancias j3(NH)-(O=C);1;

y i+3(NH)-(O=C);, y el angulo pseudodiedro p, tal y como se detalla en la tabla 28.
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Tabla 28: Clusters conformacionales de los pseudopéptidos 48a-f y valores promedio de sus principales

pardametros estructurales.

Cluster (n)"  3(NH)-(0=C)iry  is(NH)-(0=C); <@> <Yp> <@> <P <u>

48a-1 (35) 4.28 3.06 -26.5 114.8 645 63.5 -5.2
48a-2 (38) 5.26 5.02 -20.3 1146 116.8 759 49.6
48b-1 (26) 3.13 4.71 -10.3 -1142  -139 -786  65.1
48b-2 (43) 3.04 5.99 -42.0 -114.5 217 59.1  128.6
48¢-1 (37) 4.17 5.58 -167.4 113.1 613 62.6 -273
48¢-2 (13) 3.14 5.46 -168.2 113.1 1083 -42.6 -11.3
48¢-3 (18) 5.14 5.78 -170.8 113.4 109 80.6 225
48d (52) 4.15 4.01 -9.9 -114.8  -751 -494 9.1
48e-1 (13) 2.74 5.72 -155.9 1143 215 493  -69.6
48e-2 (38) 4.12 5.38 -155.8 1146 585 63.7  -29.8
48e-3 (17) 3.14 5.39 -155.8 114.8 108.6 -47.6 -11.8
48e-4 (10) 5.26 5.38 -155.8 114.8 108.7 789 23.0
48f-1 (9) 5.54 6.89 -61.2 -114.1  -113.9 -104.1 6.9
481-2 (46) 3.39 5.17 -18 -1143 -113.8  67.6 -1.7
481-3 (17) 4.47 5.70 -75.6 -113.8  -547 -81.6 16.0
48£-4 (28) 3.2 5.09 -27.4 -113.8  -114  -729  60.1

* Representa el nimero de estructuras por cluster que no violan ninguna de las restricciones de distancias
. Lo , b ; .

interprotonicas extraidas de los espectros ROESY. ~Angulo pseudodiedro de los cuatro carbonos Ca de los
residuos (i)-(i+3). © No presenta restriccion definida.

En las figuras 73-75 se detallan las superposiciones de las estructuras de minima
energia de cada uno de los clusters de los compuestos 48a-f, agrupadas por parejas de

diasteredmeros.
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48a-1 (35) [P] 48b-1 (26) [e]

48a-2 (38) [e] 48b-2 (43) [yu]

Figura 73: Grupos conformacionales (clusters) de los pseudopéptidos 48a-b en DMSO-ds. Entre paréntesis

se indica el numero de estructuras que cumplen todas las restricciones. Entre corchetes se indica el tipo de

conformero. [B]=giro B, [yu]=giro y up; [e] = extendido.

Analizando los grupos conformacionales de 48a y 48b, se observd que ambos
compuestos mostraron una alta proporcion de estructuras que cumplian las restricciones
impuestas en conformaciones giradas. Sin embargo, inicamente 48a present6 un giro B-11
poblado por 35 estructuras, representado en el cluster 48a-1, cuyo angulo pseudodiedro p
promedio presentd un valor cuasicandnico de -5.2° y la distancia i13(NH)-(O=C); fue de
3.06 A (tabla 28). A su vez, 43 estructuras del analogo 48b mostraron una conformacion
de tipo giro y-up. El resto de las estructuras halladas para ambos compuestos se orientaron
en conformaciones extendidas por rotacion de la rama lateral Aib-NH,. De esta manera,

mientras que 48a debe el valor del coeficiente térmico de H;s (-2.7 ppb/K) al enlace de
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hidrogeno formado entre ;3(NH)-(O=C); en un giro B, su diasteredémero 48b (-2.6 ppb/K)

lo hace a un enlace de hidrogeno formado entre ;1 3(NH)-(O=C);;; en un giro y-up.

%'\(IR) N)<W\NH2 Qﬂj;)%i

NH,

48c-1 (37) [yd] 48d (52) [B]

48¢-2 (13) [yd]

48¢-3 (18) [¢]

Figura 74: Grupos conformacionales (clusters) de los pseudopéptidos 48c-d en DMSO-ds. Entre paréntesis
se indica el numero de estructuras que cumplen todas las restricciones. Entre corchetes se indica el tipo de

conformero. [B]=giro p; [yd]=giro y down, [e]= extendido.

Estos resultados sugieren que, al menos en el caso de 48a y 48b la configuracion

del estereocentro Ca de la B-lactama puede condicionar el tipo de giro formado ( o y).
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En los analogos 48c y 48d se observaron nuevamente diferencias conformacionales
en funcion de la configuracion del estereocentro Ca. La disposicion predominante en 50 de
las 68 estructuras que cumplieron todas las restricciones impuestas de 48¢ fue el giro vy
(clusters 48c-1 'y 48¢-2, figura 74). Por su parte, el analogo 48d mostr6é un tnico cluster -
girado con un valor de p de -9.1°. Este parametro explica la distancia ;;3(NH)-(O=C); de
4.01, alejada del valor adoptado para este tipo de enlaces (aproximadamente 2.5 A).
Finalmente, las restricciones de distancia entre protones pertenecientes a la prolina y el
protén amidico Hg estabilizaron la orientaciéon del ciclo de pirrolidona en los clusters
hallados para los dos compuestos, estabilizando el enlace de hidrégeno intramolecular
i{(HN)-(HN);+;. Ello estd en buen acuerdo con la observacion de bajos coeficientes térmicos
de Hg en ambos (-2.8 y -2.5 ppb/K respectivamente, tabla 21).

Los clusters hallados para los diasteredémeros 48e y 48f presentaron tendencias
semejantes entre si, siendo la conformacién giro y down mayoritaria en el equilibrio. Cabe
resaltar que en todos los casos el grupo carbonilo de la prolina se orient6 hacia el exterior
del anillo B-lactdmico imposibilitando la formacidén de un enlace de hidrégeno entre las
posiciones (i) e (i+3) para dar lugar a un giro B. Sin embargo, los valores de los
coeficientes térmicos de H;s para sendos analogos (-3.5 y -3.2 ppb/K, respectivamente,
tabla 21) no son muy altos, lo que podria indicar un enlace de hidrégeno alternativo entre
el carbonilo de la B-lactama y el proton de la amida terminal H;s. Finalmente, el giro del
anillo de piperidina con respecto del carbonilo de la prolina, no parece impedir la
formacion del enlace de hidrogeno entre el proton Hg (-2.5 ppb/K en 48e y 48f) y el

nitrogeno de la prolina.
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Figura 75: Grupos conformacionales (clusters) de los pseudopéptidos 48e-f en DMSO-ds. Entre paréntesis

se indica el numero de estructuras que cumplen todas las restricciones. Entre corchetes se indica el tipo de

conformero. [yd]=giro y down; [¢]= extendido.
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En resumen, nuestro estudio pormenorizado del comportamiento conformacional de
los miméticos B-lactamicos de PLG 48a-f muestra que, en general, dichos compuestos
tienden a adoptar conformaciones de tipo y-down en disolventes coordinantes (DMSO-dy)
y no tanto conformaciones de giro . Estos resultados matizan la observacion previa de A.
Benito (figura 63, pag. 128) que interpret6 la conformacién del analogo 28 inicamente en
funcién de la formacion de giros f.

Por otra parte, también hemos establecido que la naturaleza del grupo R'
sustituyente de la posicion Ca del anillo B-lactdmico influye decisivamente en la formacion
del enlace de hidrogeno entre el nitrogeno de la prolina y el proton amidico del residuo -
lactdmico (Hg). En concreto, mientras los grupos isobutilo y alilo lo favorecen, el grupo
bencilo impide su formacion. Ello parece indicar que el bloqueo conformacional del anillo
de pirrolidona en la prolina sélo tiene lugar en ausencia de grupos altamente hidrofobos y/o
voluminosos.

Finalmente, se ha observado que la configuracion del estereocentro Ca del anillo -
lactamico condiciona las poblaciones relativas de los giros y y B en los miméticos 48a-f,
aunque no ha sido posible establecer una pauta general para dicho efecto. Asi, por ejemplo,
la B-lactama de configuracién (R) favorece el giro B en 48a (R'=Bn). Sin embargo, dicha
configuracion estabiliza el giro y-down en 48¢ (R1=iBu) y 48e (R1=CH2CH=CH2). Por su
parte, la la B-lactama de configuracion (S) proporciona una conformacion de giro y-up en
48b (R'=Bn) y un giro y-down en 48f (R'=CH,CH=CH,), mientras que bloquea un giro f-
II’ en 48d (RIZiBu). De todo ello se deduce que la incorporacion del anillo B-lactamico a-
sustituido en los peptidomiméticos de PLG propicia un fuerte bloqueo conformacional que
favorece las poblaciones de tipo giro-y y giro-f, aunque la prevalencia relativa de cada una
de ellas depende en gran medida de interacciones sutiles con el sustituyente R' y la

configuracion de la propia B-lactama.
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3.6.3 Evaluacion de la actividad alostérica de andlogos de PLG mediante
estudios de fijacion de radioligandos (binding) a receptores dopaminérgicos D; y

proteinas G acopladas en membranas de caudado humano postmortem.

Tras el analisis conformacional de los analogos 48a-f, se llevo a cabo su evaluacion
biologica en el departamento de Farmacologia de la UPV-EHU, bajo la supervision de la
Dra. Ane Gabilondo utilizando la técnica de binding o fijacion de ligandos. Puesto que en
la bibliografia habian sido descritos algunos de los andlogos de PLG bioactivos con
conformaciones giradas como moduladores alostéricos* de la afinidad de agonistas por
receptores dopaminérgicos, quisimos comprobar si las modificaciones estructurales
introducidas en los nuevos pseudopéptidos 48a-f con respecto de la PLG provocaban
variaciones en la actividad bioldgica y establecer algunas relaciones entre la estructura y la
actividad de éstos. En este estudio se incluyeron ademas, el tripéptido natural PLG, el
pseudopéptido 8a (PAOPA) descrito por Johnson* y el analogo 287 descrito en nuestro
laboratorio (figura 76).
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N O N N O
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48a 48c 48e
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Figura 76: Compuestos sometidos a evaluacion bioldgica.
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Los compuestos fueron sometidos a ensayos de competicion agonista/antagonista
por receptores dopaminérgicos de tipo D, en cerebro humano. El hecho de que los
experimentos se llevaran a cabo sobre membranas humanas, suponia una novedad y un reto
ya que, por una parte, se trataba de un sistema desconocido hasta el momento y, por otra, la
accesibilidad de las muestras era muy limitada. Para los ensayos de competicion se
emplearon N-propilnorapomorfina ((-)NPA) como farmaco agonista y [3H]espiperona
como radioligando antagonista. Ambos fueron seleccionados debido a su mostrada eficacia
en experimentos de competicion en cultivos de células transfectadas con el cDNA del
receptor D, humano®’. La capacidad moduladora se midi6 tanto en ausencia (control) como
en presencia del andlogo no hidrolizable de GTP, Gpp(NH)p. Ademas, se evalu¢ el efecto
de estos compuestos sobre la capacidad del agonista (-)NPA para provocar la estimulacion
del mecanismo efector acoplado a las proteinas Gj, en estos receptores (ver apartado

1.3.2, pag. 21-24).

3.6.3.1 Experimentos de competicion de [3H]espiperona por (+)-
butaclamol y de saturacion con [3H]espiperona en membranas de

caudado humano postmortem

Previo a los ensayos de inhibicion de fijacion especifica del radioligando
[*H]espiperona por el agonista (-)NPA, se realizaron experimentos de competicion con (+)-
butaclamol frente a una concentracion unica (0.25 nM) de [*H]espiperona para definir la
sefal no-especifica o ruido de fondo. El (+)-butaclamol desplaz6é de forma monofasica la
fijacion del radioligando [*H]espiperona mostrando una elevada afinidad por un tmico
lugar de unién y mostrando datos de pK;=-8.17+0.13 (K;=2.8 nM) en un total de 2
experimentos (n=2). El dato Ki se decribe como la constante de disociacion en un proceso
de inhibicién e indica la concentracion de ligando suficiente para ocupar el 50% de los
receptores. El valor mostrado por el (+)-butaclamol fue compatible con su naturaleza de

antagonista de los receptores D (figura 774).

87 Verma, V.; Mann, A.; Costain, W.; Pontoniero, G.; Castellano, J.M.; Skoblenik, K.; Gupta, S.K.;
Pristupa, Z.; Niznik, H.B.; Johnson, R.L.; Nair, V.D.; Mishra, R.K. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2005,
315, 1228-1236.
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A partir de estos experimentos, se decidié que la concentracion de (+)-butaclamol
que se utilizaria en los posteriores ensayos de fijacién de [*H]espiperona para definir su
fijacion no especifica seria de 10 uM, concentracion suficientemente elevada para impedir
la fijacion del radioligando a los receptores Dy, tal y como se ve en la curva decreciente de

la figura 77A.
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Figura 77: A) Desplazamiento de la fijacion de [PH]espiperona (0.75 nM) por (+)-butaclamol en membranas
de caudado humano postmortem. Las flechas indican las partes correspondientes a la fijacion especifica y a
la no especifica del radioligando a receptores D, y muestran el nivel de fijacion obtenido a la concentracion
de (+)-butaclamol seleccionada (10 UM) para la definicion de la fijacion no especifica del radioligando. B)
Fijacion especifica de ['HJespiperona en funcioén de la concentracion de radioligando. La flechas indican la
fijacion mdxima (Bmax) y la fijacion esperada a la concentracion de radioligando seleccionada (0.75 nM)

para los ensayos de competicion por (-)NPA.

Posteriormente, se realizaron experimentos de saturacion con el radioligando
[*H]espiperona (0.04-5 nM, n=4) que mostraron una fijacion saturable de elevada afinidad
a un unico lugar de union especifico (Bma.x= 346£14 fmol/mg proteina; Kg= 0.22+0.03 nM,
n=4) (ver material y métodos de la parte experimental para definiciones de B v Ky),
compatible con la fijacion del radioligando al receptor dopaminérgico D, (figura 77B),
aunque el valor de Kd obtenido en nuestras condiciones experimentales en ntcleo de
caudado humano fue unas 5 veces superior al descrito previamente para este radioligando
en estriado de rata®. A partir de estos resultados y teniendo en cuenta que la sefial (en dpm)

de la fijacion del radioligando a una concentracion cercana a la Kd ([D.25 nM) era poco

8 Geurts, M.; Hermans, E.; Maloteaux, J.M. Eur. J. Pharmacol. 1999, 382, 119-127.
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intensa para ser utilizada en experimentos de competicion, se seleccion6 una concentracion
mayor, de manera que se pudiera asegurar una sefal suficiente sin saturar todos los
receptores. De este modo, se establecid una concentracion de [*H]espiperona de 0.75 nM
(ocupacion aproximada del 77% de los receptores) para los ensayos posteriores de

competicion por (-)NPA.

3.6.3.2 Experimentos de competicion de F HJespiperona por (-)NPA en

membranas de caudado humano postmortem en ausencia de Gpp(NH)p

Los ensayos de competicion agonista-antagonista fueron llevados a cabo con una
concentracion fija del radioligando antagonista de los receptores D, [*H]espiperona (0.75
nM) y 18 concentraciones crecientes del agonista selectivo de receptores D, (-)NPA
comprendidas entre 10"* M y 3x10™ M en ausencia (control) y en presencia de 1pM de
PLG o el pseudopéptido correspondiente. La concentracion de PLG/andlogo fue
seleccionada por similitud con la bibliografia conocida, en la que queda patente el efecto
modulador de la PLG™**** en estas condiciones. La fijacion especifica de la
[*H]espiperona se determind sustrayendo la fijacién no especifica (en presencia de (+)-
butaclamol (10 pM)) a la fijacion total.

En situacion control (ausencia de PLG o analogo), el analisis de los experimentos
de competicion de (-)NPA frente a la fijacion de [*H]espiperona dio lugar a curvas
bifasicas que ajustaron significativamente mejor a un modelo de union a dos lugares de
fijacion (tabla 29, figura 78), revelando que el agonista (-)NPA discrimina entre dos
estados de afinidad de los receptores D, que son marcados por el antagonista
[*H]espiperona. Estos dos estados de afinidad, tal y como se ha descrito en la Introduccién
se definen como estado de alta afinidad (high affinity state) y estado de baja afinidad (low
affinity state). El estado de alta afinidad proporciond el dato de Kj; para (-)NPA en rango
nanomolar bajo, que denominaremos Ky a partir de ahora, y represent6 un porcentaje de
receptores en alta afinidad (Ryg) aproximado del 65%, mientras por su parte, el de baja
afinidad indic6 un valor de Kj; para (-)NPA en rango micromolar bajo, que
denominaremos K;, mostrando un porcentaje de receptores en baja afinidad (Rp)
aproximado del 35% en nuestras condiciones experimentales. En las condiciones control,
los valores de afinidad obtenidos en nucleo de caudado humano para el estado de alta

afinidad del receptor D, fueron unas 4-6 veces inferiores a los descritos previamente en
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estriado bovino® y en cultivos de células transfectadas con el cDNA del receptor D,
humano®. Sin embargo, los valores de afinidad para el estado de baja afinidad y la
proporcion de receptores en alta y baja afinidad fueron similares a los descritos en estos
sistemas.

En presencia de PLG, las curvas de competicion sufrieron un desplazamiento hacia
la izquierda (figura 784) con un aumento significativo en la afinidad de (-)NPA por el
lugar de alta afinidad, dando un valor de Ky ~10 veces inferior, tal y como se indica en la
tabla 29. Este péptido no mostré cambios significativos en el lugar de baja afinidad ni en el
porcentaje de receptores en cada estado de afinidad (tabla 29). Cabe destacar que el
aumento de afinidad observado con PLG en cerebro humano fue mayor que el descrito
previamente en cultivos celulares que expresaban el receptor D, humano, donde se
indicaba una reduccion de la Ky de 3.25 veces” vy en estriado bovino, en cuyo caso el
sistema mostré una reduccion de la Ky de 2.25 veces® utilizando la misma concentracion
de PLG. Sin embargo, a diferencia de lo observado en cerebro humano, en estos dos
ultimos sistemas la PLG si provoco incrementos significativos en la proporcion de
receptores en estado de alta afinidad, observando un aumento del Ry del 12% al 20%,
respectivamente. El analogo 28 (figura 78B) provocd efecto similar aunque algo menor
que el provocado por PLG (valor de Ky ~4 veces inferior que en situacion control, tabla
29).

Los analogos 48c (figura 78E) y 48b (figura 78D) también provocaron
desplazamientos hacia la izquierda en las curvas de competicion, pero, en este caso el
aumento en la afinidad de (-)NPA se observd tanto en el componente de alta afinidad
(valores de Ky ~12 y ~6 veces inferiores, respectivamente) como en el de baja afinidad
(valor de Ki ~7 veces inferior en ambos casos), (fabla 29). El compuesto 48c produjo
ademas una ligera aunque significativa reduccion en el porcentaje de receptores en estado
de alta afinidad (del 65 al 53%). De este modo, el orden de los compuestos estudiados en
funcion de su efecto alostérico sobre el estado de alta afinidad del receptor D, a la
concentracion estudiada (1 uM) fue 48¢c, PLG, 48b y 28, tal y como se muestra en la
figura 78.

151



Tabla 29: Pardmetros de la inhibicion de la fijacion de [°H]espiperona por (-)NPA en membranas de

caudado humano postmortem en ausencia (control) y presencia de PLG o andlogos.

Condicion n pKu Ky (nM) pKL Ky (nM) Ry (%)
Control 8 9.41 £0.06 0.390 6.68 £0.13 207.8 64.9+2.7
+PLG 7 10.4120.11%*%*%  (.039%*** 7.30+£0.16 50.3 54.8+3.1

+ analogo 28 4 10.05£0.09%***  (.090%*** 6.82+£0.13 151.7 60.0 £2.7
+ analogo 48a 4 9.75+0.12 0.180 6.88+0.25 132.7 64.3+4.1
+ anidlogo48b 4  10.17 £ 0.15** 0.068** 7.53+0.18* 29.8* 533+49
+ analogo 48¢ 8 10.48+0.08****  (.033**** 7.51+0.11***  30.8***  532+2.2%
+ andlogo48d 4  9.66+0.08 0.215 6.90 £0.18 124.9 66.7 £3.0

+ PAOPA 4 943 +0.11 0.370 6.58 £0.19 263.0 60.3+4.6
+anilogo 48¢ 4 9.56 £0.08 0.275 6.45+0.16 351.8 65.2+3.0
+ analogo 48f 3 9.58+£0.09 0.261 6.55+0.18 285.0 65.4+3.8

Los valores de los parametros de competicion pKy, pK; v Ry se obtuvieron mediante regresion no lineal
utilizando el programa GraphPad Prism 5. Los datos muestran los valores del mejor ajustex SE de n
experimentos realizados por duplicado. Ky y K, representan las constantes de inhibicion (Ki) para el
agonista (-)NPA, calculadas para el estado de alta y de baja afinidad, respectivamente. Ry corresponde al
porcentaje de receptores D, en alta afinidad. n representa el numero de experimentos de los cuales se
extrajeron los parametros Ky, K; y Ry. La concentracion de PLG o el andlogo correspondiente fue de 1
HUM. La comparacion de las curvas obtenidas en ausencia (control) y en presencia de PLG o andlogo se
realizo mediante andlisis simultaneos con pardametros compartidos utilizando un test F. ****p<(0.0001;

*¥*¥p<0.001; **p<0.01; *p<0.05 vs control (F-test)

Los anédlogos PAOPA (figura 78I), 48a (figura 78C), 48d (figura 78F), 48e (figura
78G) y 48f (figura 78H) no produjeron ningiin cambio significativo sobre los parametros
de afinidad ni porcentaje de receptores en uno u otro estado de afinidad. Los resultados
obtenidos con PAOPA contrastan con los descritos en cultivos celulares en los que a una
concentracion de 1 nM, donde dicho compuesto provocd una mejora de 2 veces en la Ky
para (-)NPA y un aumento en la proporcion de receptores en estado de alta afinidad de un

22%%.
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Figura 78: Curvas de la inhibicién de la fijacion especifica del antagonista D, [°H]-espiperona (0.75
nM) por el agonista D, (-)NPA a receptores D, en membranas de caudado humano en ausencia
(control) y en presencia de 1 UM de PLG (A4), y andlogos 28 (B), 48a (C), 48b (D), 48¢ (E), 48d (F),
48¢ (G), 48f (H) y PAOPA (1) y efecto del Gpp(NH)p (100uM). (@) control, (O) PLG o andlogo, ()
control+Gpp(NH)p y (LJ)) PLG o andlogo+Gpp(NH)p. Los puntos representan mediastSEM de3-8
experimentos realizados en duplicado. En el caso de los compuestos PAOPA y los andlogos 48e y 48f
no hay datos en ausencia de Gpp(NH)p. Los valores de los parametros de inhibicion se muestran en las

tablas 29 y 30.
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3.6.3.3  Experimentos de competicion de [3H]espiperona por (-)NPA

en membranas de caudado humano postmortem en presencia de

Gpp(NH)p

En paralelo al estudio del efecto alostérico de los andlogos de PLG sobre
receptores Dy, se llevo a cabo otra serie de ensayos de competicion en presencia de
guanililimidodifosfato (Gpp(NH)p), un andlogo no hidrolizable de guanililtrifosfato
(GTP) para observar el efecto que ¢éste producia sobre el sistema
receptor/agonista/“modulador alostérico”. Los nucledtidos de guanina reducen la
afinidad de los agonistas por los receptores dopaminérgicos D, marcados con el
radioligando antagonista [*H]espiperona, debido a la interconversion del estado de alta
afinidad por agonistas (receptores acoplados a las proteinas G) hacia el estado de baja
afinidad (receptores no acoplados)®.

Para estos ensayos se seleccionaron los miméticos de PLG que en los primeros
ensayos en ausencia de Gpp(NH)p mostraron actividad alostérica; es decir, la PLG y los
analogos 28, 48c y 48b. Los diastereomeros inactivos (compuestos 48a, 48d) se
emplearon como negativos con el objetivo de obtener una mayor informacidon que
permitiera posteriormente llevar a cabo un analisis conformacion/actividad.

En condiciones control (ausencia de PLG o anélogos) el Gpp(NH)p (100 uM) no
consiguio hacer desaparecer el estado de alta afinidad pero dificulté de forma parcial el
acoplamiento entre los receptores D, y las proteinas G, provocando un desplazamiento
significativo (p<0.0001) de las curvas de competicion hacia la derecha, con una pérdida
de afinidad del agonista por el estado de alta afinidad (Ky [B veces mayor) y una
reduccion en el porcentaje de receptores en estado de alta afinidad (del 65 al 45%)
(tablas 29y 30, figura 78).

El efecto de Gpp(NH)p observado en cerebro humano sobre la afinidad del
receptor D, fue de nuevo mas evidente que el descrito en cultivos celulares y en estriado
bovino (Ky 1.4 a 2.3 veces mayor), pero menos marcado sobre la proporcion de

receptores en estado de alta afinidad (Rg 35 y 30% menor, respectivamente).

8 Wreggett, K.A.; De Lean, A. Molecular Pharmacology, 1984, 26, 214-227.
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En presencia de Gpp(NH)p (100 uM) los compuestos estudiados no provocaron
alteraciones significativas en ninguno de los pardmetros de las curvas de competicion
con respecto a la curva control (tabla 30), como puede observarse en la superposicion

de la curvas en ausencia (control) y presencia de PLG o andlogo (figura 78A-F).

Tabla 30: Pardmetros de la inhibicion de la fijacién de [H]espiperona por (-)NPA en membranas de

caudado humano postmortem incubadas con 100 uM Gpp(NH)p en ausencia (control) y presencia de

PLG o andlogos.

Condicion n pKu Kx(nM) pKL Ky (nM) Ry (%)
Control 3 8.94+0.20 1.14 6.87+£0.19 133.4 464+ 6.6
+PLG 3 8.53+0.15 2.96 6.91£0.23 123.8 57.5+8.7

+ analogo 28 3 8.83+0.22 1.48 6.94+£0.18 115.4 395+73
+ anidlogo 48a 3 9.10£0.20 0.79 7.20+0.17 62.4 40.7+£7.2
+ andalogo 48b 3 8.91+0.18 1.22 6.79 £0.16 162.8 43.5+6.1
+ analogo 48¢ 3 8.83+0.21 1.49 6.57+£0.23 266.8 50.3+6.4
+ anidlogo 48d 3 8.75+0.23 1.77 7.09 £0.23 81.2 44.1 £10.1

Los valores de los parametros de competicion pKy, pK; y Ry se obtuvieron mediante regresion no lineal
utilizando el programa GraphPad Prism 5. Los datos muestran los valores del mejor ajuste+ SE de n
experimentos realizados por duplicado. Ky y K| representan las constantes de inhibicion (K;) para el
agonista (-)NPA, calculadas para el estado de alta y de baja afinidad, respectivamente. Ry corresponde
al porcentaje de receptores D, en alta afinidad. n representa el numero de experimentos de los cuales se
extrajeron los parametros Ky, K; y Ry. La concentracion de PLG o el anadlogo peptidomimético fue de 1
MUM. La comparacion de las curvas obtenidas en ausencia (control) y en presencia de PLG o andlogo se

realizo mediante andlisis simultaneos con parametros compartidos utilizando un test F.

Esta falta de efecto de los andlogos de PLG sobre la afinidad del receptor D, en
membranas de cerebro humano en presencia de Gpp(NH)p contrasta con lo descrito en
cultivos celulares y en membranas de estriado bovino en los que la PLG y PAOPA
mostraban un efecto modulador similar en ausencia y en presencia de Gpp(NH)p. Un
factor a tener en cuenta es que, al menos en el caso del estudio en cultivos celulares, la
densidad de receptores D, fue aproximadamente 4 veces superior a la obtenida en

membranas de caudado humano. Este elevado nivel de expresion que alteraria la
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proporcion de receptores/proteinas G podria estar implicado en estas diferencias
observadas entre distintos sistemas. De hecho, el efecto modulador de PLG y PAOPA
en estos cultivos celulares si que desaparecid en presencia de suramina, fArmaco que
provoca el desacoplamiento entre los receptores y las proteinas G.

Como se acaba de mencionar, los ensayos de actividad alostérica de los analogos
B-lactamicos 48a-f frente a receptores dopaminérgicos D», revelaron que los miméticos
48c¢ (RIZiBu) y 48b (R'=Bn) eran los més activos de entre los compuestos estudiados.
Curiosamente, segun el analisis conformacional por RMN, ninguno de ellos presentaba
poblaciones con conformaciones de giros-fp en disolucion de DMSO-ds. Por el
contrario, el mas activo de ellos (48¢) presentaba predominantemente conférmeros de

tipo y-down, y el siguiente (48b) conformaciones de tipo y-up (figura 79).
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Figura 79: Representacion de las conformaciones mas pobladas los andlogos p-lactamicos de PLG con

mayor actividad moduladora de la fijacion del agonista (-)NPA por receptores D,.

Por su parte, los diastereémeros 48a (R'=Bn) y 48d (R'="Bu) que si presentaban
una poblacion mayoritaria de tipo giro-f y carecian de conférmeros y-girados, no
proporcionaron actividad alostérica. Finalmente, el grupo alilo de los analogos 48e y 48f
no parece ser adecuado para su reconocimiento por el centro activo del receptor
dopaminérgico D, y, aunque ambos poseen amplias poblaciones de conféormeros v-
girados, ninguno de ellos mostro actividad.

Este conjunto de observaciones sugiere que las conformaciones de tipo giro y
pueden jugar un papel importante en el mecanismo de reconocimiento de las PLG por
receptores dopaminérgicos D, en humanos, constituyendo una conformaciéon bioactiva
alternativa a los conformeros giro B-II y hélice de poliprolina tipo II (figura 80) que son

los tnicos cuyos miméticos rigidos han mostrado actividad moduladora superior a la
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PLG natural. Nuestros resultados abren el camino a futuros trabajos encaminados a

obtener analogos de PLG que incorporan motivos y-girados en su estructura.

Hélice PP-II
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Figura 80: Representacion de la PLG en sus conformaciones bioactivas: giro B-II, hélice de poliprolina

de tipo Il y giro y-“down”.

Por ultimo, también se realizaron ensayos concentracion-respuesta para medir el
efecto de PLG y analogos sobre el complejo receptor D,/proteina Gj, con el andlogo
radioactivo del GTP [*>S]GTPyS. Este compuesto se une a la subunidad o de la proteina
G tras la activacion del receptor por el agonista (ver apartado 1.3.2 de la introduccion,
pag 27). En este estudio se incluyeron los compuestos que mostraron actividad
alostérica en los estudios de competicion de (-)NPA por la fijacion de [*H]espiperona,
(PLG y analogos 28, 48c y 48b). Como controles negativos se incluyeron el andlogo
48d (diasteredmero inactivo del andlogo 48¢) y PAOPA.

Los valores de los parametros de las curvas concentracion-efecto obtenidos en

membranas de nucleo caudado humano son compatibles con los descritos para el
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receptor D5 en otros sistemas como el estriado de rata para este tipo de experimentos***.
Ni PLG ni ninguno de los analogos estudiados provoc6 alteraciones significativas en
ninguno de los parametros de las curvas concentracion-efecto de (-)NPA con respecto a

la curva control (ver anexo D).

% Rinken, A.; Finnman, U.B.; Fuxe, K. Biochem. Pharmacol. 2000, 390, 25-36.
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4. CONCLUSIONES

Se ha establecido una metodologia general para la preparaciéon de B-lactamas
a,0’-polisustituidas de configuracion definida que implica la apertura de aziridinas con
a-aminoésteres o con intermedios equivalentes de tipo P-sililoxiamina seguida de
condensacion de las azaalaninas resultantes en medio bésico.

Los estudios DFT de los peptidomiméticos de tipo Ac-(B-Lactam)-(Aa)-NHMe
indicaron una ligera estabilizacion (1-3 Kcal/mol) de la conformacion de tipo giro 3
frente a los denominados giro y-down y y-up, excepto en el caso del Ac-(pB-Lactam)-
((S)-PhG)-NHMe, cuya conférmero mas estable fue el giro y-down.

El analisis conformacional en DMSO-ds de peptidomiméticos de tipo Ac-(jB-
Lactam)-(Aa)-NHMe y Boc-(B-Lactam)-(Aa)-Aib-OH cuya B-lactama central esta a,0’-
sustituida mostrd como conformaciones predominantes giros y y giros B estabilizados
frecuentemente por enlaces de hidrogeno intramoleculares, estando éste ultimo giro
favorecido en los pseudopéptidos de cadena mas larga. Ademas, se pudo observar que
los miméticos con un fragmento (i+2) quiral (Ala y PhG) mostraron una mayor
dispersion conformacional, observandose mayoritariamente conféormeros y-girados y
ocasionalmente extendidos, mientras que aquellos con un fragmento (i+2) aquiral (Gly
y Aib) mostraron una restriccion conformacional mayor, favoreciendo la formacion del
giro P.

Los pseudopéptidos del tipo Boc-(Ala)-(B-Lactam)-(Aib)-(Ala)-NH, mostraron
una conformacion de giro B en disolucion de DMSO-ds estabilizada por un enlace de
hidrégeno intramolecular entre las posiciones (i) e (i+3). Sin embargo, no se pudo
constatar la formacion de una estructura secundaria de tipo Aairpin en ninguno de ellos.
En el compuesto con los dos residuos de alanina de configuracién opuesta 46d-(S,R), se
observd la formacion de un enlace intramolecular adicional entre los residuos (i+4) e
(i+2) en disolucion , y entre los residuos (i+/) e (i+4) en estado so6lido, formando parte
¢éste ultimo de dos giros imbricados de tipo B-1I y B-I’.

El andlisis bioldgico de los andlogos [-lactdmicos de PLG indicé que el
pseudopéptido 48c posee un efecto modulador de la fijacién del agonista (-)NPA por
receptores dopaminérgicos D, en membranas de caudado humano, incrementando mas

de diez veces el efecto observado en su ausencia.
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El andlogo 48¢ posee el mismo sustituyente y estereoquimica en posicion a de la
B-lactama que la PLG y su andlisis conformacional en disoluciéon indicd que la
conformacion adoptada en disolucion por este pseudopéptido es un giro y-down,
aportando una conformacion adicional a las consideradas hasta la fecha como bioactivas

en los estudios de este tipo de neuromoduladores.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Técnicas generales

Reactivos y disolventes comerciales

Los reactivos comerciales fueron suministrados por las casas Aldrich, Acros,
Merck, Sigma y Fluka y salvo que se indique lo contrario se utilizaron sin purificacién

previa.

Secado y destilado de disolventes

Los disolventes utilizados en las reacciones fueron secados y destilados
siguiendo los procedimientos habituales®’. Tanto el THF como el Et,O fueron secados
antes de su uso mediante calefaccion a reflujo sobre sodio, utilizando benzofenona
como indicador. El CH,Cl, comercial es anhidro al 99 %, aunque para su
almacenamiento se afiadio al recipiente tamiz molecular de 4A. El tolueno se seco
mediante destilacion sobre sodio y se almacend sobre sodio hilado. El acetonitrilo se
destil6 sobre hidruro célcico. La DMF y DMSO se destilaron sobre hidruro calcico y se
almacenaron sobre tamiz molecular de 4 A. La DIPA se secé mediante destilacion a
vacio sobre hidroxido sodico y se almacend sobre tamiz molecular. La evaporacion de

disolventes se llevo a cabo en rotavapores tipo Biichi RE-111 6 RE-200.

Purificacion de productos

Los productos sintetizados se purificaron medante los procedimientos
habituales: cromatografia en columna de gel de silice (Merck 60F PF254, 230-400
mesh) bajo presion o cromatografia sobre placas de gel de silice (Merck Kiesselgel 60
F-254) utilizando las mezclas adecuadas de eluyentes. La visualizacion se efectud
mediante irradiacién UV o bien utilizando como agente revelador acido fosfomolibdico

seguido de un leve calentamiento de la placa. En algunos casos se procedio a la

Perrin, D.D.; Armarego, W.L.F. Purification of Laboratory Chemicals, Pergamon: Oxford 1993.
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purificacion via cromatografia preparativa de alta resolucion (HPLC) empleando un
cromatografo Waters 600 equipado con detector de absorbancia dual Waters 2487 Dual

A.

RMN

Los espectros de 'H-RMN fueron registrados en espectrometros Varian Gemini
200, Bruker Avance DPX300 y Bruker Avance DPX500 a frecuencias de 200, 300 y
500MHz respectivamente. Los espectros de *C-RMN se registraron en los equipos
Bruker Avance DPX300 y Bruker Avance DPX500 a frecuencias de 75 y 125 MHz.
Para los experimentos bidimensionales se utilizd el equipo Bruker Avance DPX500,
empleando una sonda BBI. En la siguiente tabla se indican los desplazamientos

quimicos de las sefiales de referencia de los disolventes deuterados empleados.

Disolvente-d 'H Bc
CDCls.d, 7.29 ppm 77 ppm
MeOD-d, 3.3 ppm 45 ppm
DMSO-dg 2.5 ppm 40 ppm

Otras técnicas analiticas

Las rotaciones Opticas fueron medidas en CH,Cl,, CHCl; y MeOH en un
polarimetro Perkin-Elmer 243B con un bafio termostatico Frigiterm 6000382 usando
una lampara de sodio (589nm, D line) a 25+0.2°C. Los andlisis de espectrometria de
masas se registraron en un espectrometro Finigan MAT GCQTM operando a 70eV. Los
fragmentos detectados estdn expresados en m/e (intensidad relativa). También se
utilizaron detectores TOF, MS, EI+. Los puntos de fusion se determinaron en un aparato
Biichi SMP-20. Las microdestilaciones se llevaron a cabo en un destilador de bolas
Kiigelrohr Biichi GKR-50. Los espectros de IR fueron registrados en un espectrometro
Shimadzu IR-435 y las muestras se prepararon depositando una pequefia cantidad de

disolucion del producto sobre la pastilla de KBr.
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5.2 Sintesis de precursores peptidicos y aminodcidos funcionalizados: sintesis de a-

alquilserinatos de metilo enantiopuros

Clorohidrato del éster metilico de la (D)-serina (ref.92)
(EIHQ\I Co,Me Se adicionaron por goteo 62 mL de cloruro de acetilo (714.25
j/ mmol) a un matraz con 350 mL de MeOH manteniendo la

HO temperatura de la mezcla a 0°C. A continuacion, se le adiciond la
serina (285.7 mmol, 30 g) en porciones hasta apreciar su completa disolucion. La
mezcla se agité durante 2 horas a reflujo. Transcurrido este tiempo, se evaporo el
disolvente a presion reducida, obteniéndose asi un so6lido blanco que fue filtrado y
lavado con porciones de 250 mL de Et,O hasta observar la eliminacion del HCI. El

producto final se obtuvo con un rendimiento cuantitativo y se guard6 sin posterior

purificacién en un medio libre de humedad.
(28,4R)-2-terc-butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidinas (ref.””

A una suspension del correspondiente clorhidrato de éster

H
0
OY metilico de la serina (20 mmol, 3.10 g) en 25 mL de pentano se le
> <N OMe
o

reflujo con un separador azeotropico Dean-Stark durante 16 horas. Transcurrido este

adiciond trietilamina (22 mmol, 3.06 mL) y pivalaldehido (40

mmol, 5.85 mL). La mezcla se dejé agitar a temperatura de

tiempo, el clorhidrato de trietilamina se filtro, se lavé con Et,O anhidro (3 x 7S mL) y la
disolucion se evapor6 a presion reducida hasta obtener la mezcla 50:50 de rotameros de
la (2-terc-butil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina) intermedia como un sélido blanco
con un 95% de rendimiento. Este producto se trat6 directamente con anhidrido mixto
acético-formico a 0°C ** (4.21 mL) y la mezcla se agitd durante 6 horas. Posteriormente,

se vertid sobre una disolucion saturada de NaHCOs (10mL) y se extrajo con Et,O. La

92 McKillop, A.; Taylor, R.J.K.; Watson, R.J.; Lewis, N. Synthesis, 1994, 31.

? Seebach, D.; Aebi, J.D. Tetrahedron Lett. 1984, 25, 2545-2548.

* Anhidrido acético-formico: el reactivo se prepar6 enfriando 2 volumenes de anhidrido acético a 0°C
y anadiéndole lentamente 1 volumen de acido férmico (100%). Posteriormente se calentd la mezcla
a 50°C durante 15 minutos y tras ese tiempo se enfri6 a 0°C de nuevo. (Krimen, L. I. Org. Synth.
1970, 50, 1).
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fase organica se secd sobre MgSQO, y el disolvente fue evaporado a presion reducida. El
producto final se obtuvo como un aceite por el que se hizo pasar una corriente de aire
para eliminar los restos de anhidrido acético. Tras cristalizacién con Et,O/Hexano (1:5)
se obtuvo un sélido blanco con un rendimiento del 82% (3.53 g).

5.2.1 Procedimiento general para la alquilacion de oxazolidinas (ref ™ *°).

o H o Sobre una disolucion de la correspondiente 2-terc-butil-3-formil-

Y 4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina (20 mmol, 4.31 g), HMPA
%_(“j%:lOMe previamente destilada (5 eq., 100 mmol, 17 mL) y el
© correspondiente agente alquilante R'X (40 mmol) en 20 mL de

THF a -78°C se adiciond rapidamente via canula otra disolucién de LDA (28 mmol) en
THF (80 mL) a la misma temperatura. Inmediatamente después, el matraz con la mezcla
se introdujo en un bafio a 0°C y se agitd 16 horas, dejando subir la temperatura hasta
temperatura ambiente. Se afiadieron 100 mL de CH,Cl, y la mezcla de reaccion se lavo
sucesivamente con disoluciones de NH4Cl (3 x 50 mL), NaCl (sat) (3 x 50mL) y HCI
IM (3 x 50 mL). El producto se extrajo con CH,Cl,, la fase organica se seco sobre
MgSO; y el disolvente se evapor6 a presion reducida. La purificacion se llevo a cabo
por cristalizacion en EtOAc/Hexano 1:10, o mediante cromatografia de columna (gel de

silice, Hexano/EtOAc). Rendimiento: 28-75%.
(28, 4R)-4-Bencil-2-terc-butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina

0 YH o Se siguid el procedimiento general de alquilacion de oxazolidinas
Nj)\OMe a partir de (28, 4R)-2-terc-butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-
§_<o oxazolidina (20 mmol, 4.3 g) y bromuro de bencilo (40 mmol, 5.7
mL). El producto se obtuvo como un sélido blanco. Rendimiento:
60%, (3.70 g). Los datos espectroscopicos coincidieron con los

descritos en la bibliografia (ref. 93).

9 Seebach, D.; Aebi, J.D.; Gander.Coquoz, M.; Naef, R. Helv. Chim. Acta 1987, 70, 1194-1216.
% Palomo, C.; Aizpurua, J.M. Balentova, E.; Jimenez, A.; Oyarbide, J.; Fratila, R.M.; Miranda, J.I.
Org. Lett. 2007, 9, 101-104.
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(28,4R)-4-Metil-2-terc-butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina

Se siguio el procedimiento general a partir de (2R, 4S)-2-terc-
Oﬁ/H Q butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina (20 mmol, 4.31
%Nﬁo'v'e g) y yoduro de metilo (50 mmol, 3.11 mL). El producto se obtuvo
o como un aceite incoloro. Rendimiento: 60%, (2.75 g). Datos de
caracterizacion: [a]D25 = + 23.1 (c= 0.9, CHCl,); "H.NMR (500MHz, CDCl; 1:1
mezcla de rotdmeros): 8.48; 8.35 (s, 1H, CHO); 5.30, 4.90 (s, 1H,CH-tBu); 4.67, 4.30
(d, 1H, J= 8.6Hz, CH,); 3.79, 3.76 (s, 3H, OCHs); 3.77, 3.61 (d, 1H, J= 8.8Hz, CH,);
1.70, 1.68 (s, 3H, (Cq(CHs)); 1.03, 0.90 (s, 9H, (CHj3);C).

(28, 4R)-4-Alil-2-terc-butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina

Se siguid el procedimiento general a partir de (25, 4R)-2-terc-
OYH Q butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina (20 mmol, 4.31
%Nj%kOMe g) y bromuro de alilo (50 mmol, 4.4 mL). El producto se obtuvo
© K como un aceite amarillento. Rendimiento: 75%, (3.78 g). Datos
de caracterizacion: [a]P»s =+ 7.9 (c= 0.85, CHCL); IR(cm'l, KBr): 1743; 1688 (C=0);
MS (70 eV, EI): m/z: 198(73); 196(82); 171(79); 170(99); 156(38); 127(11); 125(14);
111(33); 110(100); 86(25); 83(51); 82(97); 67(35); 57(93); 55(98); 53(22). 'H-NMR
(500MHz, CDCls, 1:1 mezcla de rotameros): 8.54, 8.40 (s, 1H); 5.77, 5.67 (M, 1H);
5.26-5.18 (m, 2H); 4.92 (s, 1H); 4.85 (s, 1H); 4.62, 3.92 (d, 1H, J=9.2 Hz); 4.27, 4.07
(d, 1H, J=9.2 Hz); 3.83, 3.80 (s, 3H); 3.25 (dd, 1H, J,;= 14.2 Hz, J,= 8.2 Hz); 2.89 (dd,
1H, J,= 14.2 Hz, J,= 7.0 Hz); 2.78 (dd, 1H, J,= 14.2 Hz, J,= 6.6 Hz); 2.68 (dd, 1H, J,;=
14.0 Hz, J= 7.4 Hz); 1.04, 0.94 (s, 9H); *C-NMR (75MHz, CDCl;, 1:1 mezcla): 171.5;
170.9; 162.3; 159.5; 131.5; 129.4; 121.3; 120.1; 98.1; 97.0; 74.0; 73.0; 68.0; 67.3; 52.8;
52.6; 42.4; 38.3; 37.3; 36.3; 25.9; 25.5. Analisis elemental calculado para C;3H,NO4:
C, 61.16; H, 8.29; N, 5.49. Hallado: C, 60.78; H, 8.35; N, 5.25.
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(28, 4R)-4-1sobutil-2-terc-butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina

O H Se siguio el procedimiento general a partir de (2S5, 4R)-2-terc-
in butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina (10 mmol, 2.15

N
~, OM . .
§—< )\ © g) y yoduro de isobutilo (20 mmol, 2.3 mL). El producto se

O
obtuvo como un aceite amarillento. Rendimiento: 30%, (0.81 g).

Datos de caracterizacion: [o] s =+ 27.6 (c= 1.0, CLLCH,); IR(cm-1, KBr): 1753; 1688
(C=0); MS (70 eV, EI): m/z: 125(14); 111(25); 97(41); 85(34); 83(38); 71(49); 69(37);
57(100). "H-NMR (500MHz, CDCls, mezcla de rotameros): 8.51, 8.38 (s, 1H, CHO);
5.27,4.92 (s, 1H, CH-Bu ); 4.69, 4.37 (d, 1H, J= 9.0 Hz, H-C(5)); 3.96, 3.74 (d, 1H, J=
9.0 Hz, H-C(5)); 3.78, 3.74 (s, 3H, OCHj3); 2.23, 2.15 (m, 2H, CH,CH); 1.70 (m, 1H,
CH(CHjs),); 1.00, 0.90 (s, 9H. ‘Bu); 0.98, 0.93 (dd, 6H, CH(CHj3),); “C-NMR (75MHz,
CDCl): 172.1; 162.5; 159.8; 98.2; 96.5; 74.3; 72.9; 68.0; 52.8; 46.7; 40.4; 38.0; 26.0;
25.6; 24.8; 24.2; 23.4. HRMS (m/z): 271.1784; C14H,5sNO4 requiere: 271.1784.

(25,4R)-4-(2,3,4,5,6-Pentafluorobencil)-2-terc-butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-

oxazolidina
Se siguid el procedimiento general a partir de (25, 4R)-2-terc-
OYH 9 butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina (20 mmol,
%Nj%ko'v'e': 4.31 g) y bromuro de 2,3,4,5,6-pentafluorobencilo (24 mmol,
© F E 2.11 mL). El producto se obtuvo como un aceite. Rendimiento:
. - 85%, (6.72 g). Datos de caracterizacion: MS m/z (Tipo de

fuente de iones: ESI, polaridad positiva): 310(100); 250(38);
181(73). 'H-NMR (500MHz, CDCls, 1:1 mezcla de rotameros): 8.67-8.21 (s, 1H,
CHO); 4.82-4.56 (s, 1H,CH-Bu); 4.41- 4.16 (d, 1H, J= 9.2Hz, H-C(5)); 4.06-3.95 (d,
1H, J= 9.3Hz, H-C(5)); 3.88-3.85 (s, 3H, OCHj3); 3.67-3.28 (d, 2H, J=14.6 Hz,
CH,C4Fs); 1.00-0.95 (s, 9H, (CH3);C). C-NMR (75MHz, CDCl;, 1:1 mezcla de
rotameros): 169.8; 161.7; 161.0; 160.6; 159.7; 147.6; 144.3; 139.3; 135.8; 109.9; 98.8;
97.3; 96.6; 73.2; 72.5; 67.6; 60.4; 53.2; 52.6; 48.1; 46.7; 40.9; 38.5; 37.8; 31.9; 31.2;
29.7; 26.3; 25.6; 24.9; 24.7; 24.5. HRMS (m/z): 395.1162; C;7H;3sFsNO4 requiere
395.1156.
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5.2.2 Procedimiento general de preparacion de ésteres metilicos de a-

alquilserinas enantioméricamente puras

L A la disolucion de la correspondiente 4-alquil-2-ferc-butil-3-formil-4-
HZN\ECOZMG metoxicarbonil-1,3-oxazolidina, (10 mmol) en MeOH (70 mL), se le

. OH adicionaron 19.2 mL de HCI 12N. La mezcla se agit6 a reflujo de 6 a
12 horas, hasta comprobar la finalizacion de la reaccion por 'H-RMN. Transcurrido este
tiempo, el disolvente se evapord y el crudo se filtré y lavé con Et,O. Al clorhidrato
resultante se le adiciond una disolucion saturada de NaHCO; hasta pH basico. La
mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 15 mL) y la fase orgéanica se secd sobre MgSQOy. Tras
evaporar el disolvente a presion reducida, se obtuvieron los productos como ésteres

metilicos de a-alquilserina.
(R)-2-Bencil-serinato de metilo

Se siguio el procedimiento general partiendo de (25, 4R)-4-bencil-2-
terc-butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina (10 mmol, 3.05 g).
HaNaLo,, el producto se obtuvo como un solido blanco. Rendimiento: 92%, (1.92
0% > oMe g). Datos de caracterizacion: Pto. Fusion: 110-111°C; [a]p” = -6.4 (c=
Ala 1.0, CH Cls); IR(cm™, KBr): 3254; 1743, 1601 (C=0); 1422; MS m/z
(Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): MS+1: 210.1; MS2(210.1): 150.0,
143.0, 133.0, 132.1, 115.1, 91.2, 70.3; MS3(150.0): 133.0, 132.1, 120.2, 91.2;
MS4(133.0): 115.1, 105.1, 91.1, 55.5. "H-NMR (500MHz, CDCl3): 7.30-7.11 (m, 5H,
CH,Ph); 3.83 (d, 1H, J=10.6Hz, CH,OH); 3.74 (s, 3H, OCH3); 3.57 (d, 1H, J=10.6Hz,
CH,OH); 3.10 (d, 1H, J= 13.4Hz, CH,Ph); 2.80 (d, 1H, J= 13.4Hz, CH,Ph); 1.65 (bs,
3H, OH, NH,). "C-NMR (75MHz, CDCl;): 175.5; 135.3; 129.7; 128.6; 127.2; 67.9;
63.6; 52.3; 41.8. Analisis elemental calculado para C;;H;sNOs: C, 63.14; H, 7.23; N,
6.69. Hallado: C, 62.79; H, 7.49; N, 6.51.
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(R)-2-Metil-serinato de metilo

Me Se siguid el procedimiento general partiendo de (2S5, 4R)-4-metil-2-terc-
HZNj\/\OH butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina (10 mmol, 3.05 g). El
0”7 Tome producto se obtuvo como so6lido blanco. Rendimiento: 97%, (1.29 g).
1D Datos de caracterizacion: [o]p>= +13.94 (c= 0.35, CHCl3); IR(cm’,
KBr): 3442 (NH); 2993, 1738 (C=0); 'H-NMR (500MHz, CDCls): 3.79 (d, 1H, J=
10.7Hz, CH,OH); 3.77 (s, 3H, OCHs); 3.48 (d, 1H, J= 10.7Hz, CH,OH); 2.17 (bs, 3H,
OH y NH,); 1.31 (s, 3H, CqCH;). *C-NMR (75MHz, CDCls): 177.0; 68.8; 59.1; 52.6;
23.1. Anadlisis elemental teérico para CsH;;NO; (133.15): C, 45.10; H, 8.33; N, 10.52.

Experimental: C, 44.87; H, 8.21; N, 9.98.
(R)-2-Alil-serinato de metilo

Se siguid el procedimiento general partiendo de (25, 4R)-4-alil-2-terc-

butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina (10 mmol, 2.55 g). El

OH  producto se obtuvo como un aceite incoloro. Rendimiento: 70%, (1.11
O OMe ¢). Datos de caracterizacion: [a]p” = +0.9 (c= 0.25, MeOH); IR(cm™,
alc KBr): 1739 (C=0); 1220 (‘Bu); MS (70 eV, EI): m/z: 139.2(21);
125.2(67); 123(28); 111(100); 109(51); 99(22); 97(93); 95(87); 85(82); 83(86); 81(62);
71(85); 67(20), 57(41); 55(66). 'H-NMR (500MHz, CDCls): 5.66 (m, 1H, CHCH,);
5.16-5.12 (m, 2H, CH,CH); 3.78 (d, 1H, J=10.7 Hz, CH,OH); 3.75 (s, 3H, OCHj3); 3.49
(d, 1H, J=10.7 Hz, CH,OH); 2.48 (dd, 1H, J,= 13.7 Hz, J,= 6.6 Hz, CH,Cq); 2.28 (dd,
1H, J;= 13.8 Hz, J,= 8.2 Hz, CH,Cq); 2.14 (bs, 3H). "C-NMR (75MHz, CDCl;): 175.7;
131.7; 119.9; 67.8; 62.3; 52.4; 40.5. HRMS (m/z): 159.0857; C;H3NO; requiere:
159.0895.

(R)-2-Isobutil-serinato de metilo

Se sigui6 el procedimiento general partiendo de (2S, 4R)-4-isobutil-2-
N terc-butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-oxazolidina (10 mmol, 2.71 g).
2N,

(R OH el producto se obtuvo como aceite incoloro. Rendimiento: 82%, (1.43 g).

(e} OMe

41d
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Datos de caracterizacion: [a]p>> = -35.6 (c= 1.07, CH,CL); IR(cm™, KBr): 1733 (C=0);
1236('Bu); MS (70 eV, EI): m/z: 125(19); 105(34); 97(63); 95(26); 85(69); 83(75);
71(100); 69(53), 67(23). '"H-NMR (500MHz, CDCls): 3.75 (d, 1H, J=10.5 Hz); 3.71 (s,
3H); 3.37 (d, 1H, J=10.5 Hz); 2.59 (bs, 3H); 1.68-1.58 ( m, 2H); 1.41 (dd, 1H, J;= 13.9
Hz, J»= 4.9 Hz); 0.91 (d, 3H, J= 6.5 Hz); 0.79 (d, 3H, J= 6.5 Hz). >C-NMR (300MHz,
CDCly): 176.7; 69.1; 62.3; 52.2; 44.5; 24.4; 23.9; 22.8. HRMS (m/z): 175.1212;
CgH7NOs requiere 175.1208.

(R)-2-(2,3,4,5,6-Pentafluorobencil)serinato de metilo

4le

Se siguid el procedimiento general partiendo de (25,4R)-4-(2,3.,4,5,6-

pentafluorobencil)-2-terc-butil-3-formil-4-metoxicarbonil-1,3-
oxazolidina de metilo (10 mmol, 3.95 g). El producto se obtuvo como
aceite incoloro. Rendimiento: 80%, (2.39 g). Datos de
caracterizacion: Pto. Fusion: 88-9 °C; [a]D25= + 2.8 (c= 0.5, Cl,CHy);
IR(cm™, KBr): 1726 (C=0); 1102; 1065 (C-F); MS m/z (Tipo de

fuente de iones: ESI, polaridad positiva): 208(17); 207(19); 181(100); 71(15). "H-NMR
(500MHz, ppm, CDCls): 3.92 (d, 1H, J=10.7Hz, CH,OH); 3.81 (s, 3H, OCH3); 3.59 (d,
1H, J= 10.7Hz, CH,OH); 3.13 (d, 1H, J= 14.1Hz, CH,C¢F5); 3.04 (d, 1H, J= 14.1Hz,
CH,C4Fs); 1.70 (bs, 3H, OH and NH,). "C-NMR (75MHz, CDCls): 174.4; 147.2;
143.9; 142.0; 139.1; 138.7; 135.8; 109.5; 67.0; 62.6; 52.8; 29.5. HRMS (m/z):
299.0584; C;1H oFsNO; requiere: 299.0581.
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5.2.3  Preparacion de a-aminoéteres, a-aminoésteres y alaninamidas

enantiopuras

a-aminoéteres

R? ) R2
o e
HZN)ﬁ(OH HZN)*\/O‘Si
0 ref. 95 / \

Los B-aminoalcoholes O-protegidos con el grupo ferc-butildimetilsililo fueron
preparados a partir del correspondiente aminoalcohol enantiopuro siguiendo el

procedimiento de la referencia 97.
2-(terc-Butildimetilsililoxi)etanamina

J< Se sigui6 el procedimiento indicado en la ref. 97 a partir de 2-

i\ aminoetanol (10 mmol, 6.1 g.). El producto se obtuvo como un

57 aceite amarillento. Rendimiento: 75%, (1.08 g). Datos de
caracterizacion: "H-NMR (200MHz, CDCl,): 3.57 (t, 2H, J= 5.2Hz, SiOCH,); 2.70 (t,
2H, J= 5.1Hz H,NCH,); 2.35 (bs, 2H, NH>); 0.83 (s, 9H, OSi(CHj3),(CHs)s3); -0.004 (s,

6H, OSi(CH3)»(CHs)3). *C-NMR (50MHz, CDCLy): 64.85; 44.07; 25.93; 18.3; -5.31.

0.
HoN T s

(R)-2-Amino-terc-butildimetilsililoxipropano

Se sigui6 el procedimiento indicado en la ref. 97 a partir de (R)-2-
HzN/-\/O;Si\ aminopropan-1-ol (10 mmol, 8.9 g.). El producto se obtuvo como

58 un aceite amarillento. Rendimiento: 92%, (1.74 g). Datos de
caracterizacion: "H-NMR (200MHz, CDCl,): 3.56 (dd, 1H, J= 4.3, 9.7Hz, OCH,CH);
3.33 (dd, 1H, J= 7.3, 9.7Hz OCH,CH); 3.08-3.05 (m, 1H, CHCHs3); 1.07 (d, 3H, J=
6.5Hz CHCHs); 0.94 (s, 9H, OSi(CHs),(CHs)s); 0.10 (s, 6H, OSi(CH;),(CHs)s). °C-

NMR (50 MHz, CDCls): 69.4; 48.5; 25.8; 19.0; 18.2; -5.48: -5.50.

7 Steinig, A.G.; Spero, D.M. J. Org. Chem. 1999, 64, 2406-2410.
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(R)-2-Amino-2-fenil-terc-butildimetilsililoxipropano

o Se siguio el procedimiento indicado en la ref. 97 a partir de (R)-2-

/E\/O\ J< amino-2-feniletanol (10 mmol, 1.4 g.). El producto se obtuvo como
H,N S
/

\ un aceite amarillento. Rendimiento: 84%, (0.77 g). Datos de

caracterizacion: "H-NMR (200MHz, CDCls): 7.43-7.27 (m, 4H,
Har); 4.10 (dd, 1H, J=3.9, 8.3 Hz, CH,Ph); 3.76 (dd, 1H, J=4.3, 9.7Hz, OCH,CH); 3.56
(dd, 1H, J= 8.3, 9.7Hz OCH,CH); 1.98 (bs, 2H, NH,); 0.95 (s, 9H, OSi(CH3),(CH3)3);
0.07 (s, 6H, OSi(CH3)2(CHs)3). *C-NMR (50MHz, CDCly): 142.7; 128.4: 127.4; 127.0;

69.7;57.7; 26.1; 18.4; -5.3.

60

a-Aminoésteres

- R1=R?=Me, R3=Me
R R R1=R2=Me, R3=Bn
H,N” "CO,R®  R'=R%= {(CHy)s, R%=Me
R!=H, R?=Me, R%*=Me

Los aminoésteres 68 (H-Aib-OMe), 74 (H-Aib-OBn), 65b (H-Ala-OMe) y 69
(H-C(Cyp)-OMe) fueron preparados a partir del acido a-aminoisobutirico, alanina y
acido a-aminociclopentanico segun los procedimientos descritos en las referencias 98 y

99.

Alaninamidas

~ a- ~ b ~ C
Chz N%(OH ) Chz N%(OMG ) Cbz NjﬁfNHz ) HZN%(NHZ
H (@] H (0] H (@] (0]

% Dubnisson, C.; Fukunato, Y.; Hegedus, L.S. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 13, 3697-3704.
9 Gilbertson, S.R.; Chen, G.; Kao, J.; Beatty, A.; Campana, Ch. J. Org. Chem. 1997, 62, 5557-5566.
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Procedimiento general para la esterificacion de N-benciloxicarbonilalanina:

A una suspension de Cbz-Ala-OH (1 mmol, 0.223 g) en 5 mL de tolueno seco a
0°C se le adicionaron DBU (2 mmol, 0.3 mL) y yoduro de metilo, (3 mmol, 0.2 mL). La
mezcla se dejo agitar 16 horas permitiendo que alcanzara temperatura ambiente.
Transcurrido este periodo, se lavo con HCI 1M (3x10 mL), NaHCO; (3x10 mL) y se
extrajo con CH,Cl,. El crudo de reaccion se purificd mediante filtracion en columna de

gel de silice eluyendo primeramente con CH,Cl, y posteriormente MeOH.
(R)-Cbz-Ala-OMe

o Me Se siguio el procedimiento general a partir de la (R)-Cbz-

O/\ )kN/\H/OMe Ala-OH (1 mmol, 0.223 g). El producto se obtuvo como un

0 solido blanco. Rendimiento: 80%, (0.189 g). Datos de
caracterizacién: Pto. Fusion: 47-48°C; [o]p™= +30.2 (c= 1, MeOH); 'H-NMR (5,
CDCl3): 7.37-7.32 (m, 5H, Ar); 5.3 (bs, 1H, NH); 5.13 (d, 1H, J=12.6Hz, Ph-CH,,);
5.10 (d, 1H, J=12.3Hz, Ph-CH>); 4.41 (m, 1H, CH(CHs)); 3.76 (s, 3H, OCHs); 1.42 (d,
3H, J=7.1Hz, (CH;)C); *C-NMR (8, CDCl3): 173.3; 155.5; 136.2; 128.4; 128.0, 127.9,
66.8; 52.2; 49.5; 18.4. Analisis elemental calculado para C;,H;sNOy: C, 60.75; H, 6.37;
N, 5.90. Hallado: C, 60.35; H, 6.01; N, 5.94.

(5)-Cbz-Ala-OMe

o Me Se siguid el procedimiento general a partir de la (S)-Cbz-

O*N&TOMe Ala-OH (1 mmol, 0.223 g). Sélido blanco. Rendimiento:
©/\ "o 85%, (0.200 g). Datos de caracterizacion: Pto. Fusion:

47-48°C; [a]p>= -33 (c= 1.2, MeOH). Los datos espectros- copicos fueron idénticos a

los del compuesto anterior.

178



Procedimiento general de preparacion de N-benciloxicarbonilalaninamidas

Se satur6 una suspension del correspondiente éster metilico de N-
benciloxicarbonilalanina (1 mmol, 0.237 g) en 10 mL de MeOH con NHj(g) repetidas
veces durante 24 horas hasta observar mediante TLC la conversion total del producto de
partida. El rendimiento de reaccion en ambos casos resultd cuantitativo y el producto no

requirid de posterior purificacion.

(R)-Benciloxicarbonilalaninamida

0 Me Se siguid el procedimiento general a partir de la (R)-Cbz-
©/\o)k”/_\n/’\""2 Ala-OMe (1 mmol, 0.237 g). El producto se obtuvo como
o solido blanco. Rendimiento: 100%, (0.222 g). Datos de

caracterizacion: Pto. Fusioén: 130-131°C; [(x]D25= +12 (c= 0.7, CH,Cl,); 'H-NMR
(500MHz, CDCls): 7.38-7.31 (m, SH, Ar); 6.26 (bs, 1H, NH,), 5.7 (bs, 1H, NH,); 5.53
(d, 1H, J=6.9Hz, CH,Ph,); 5.11 (d, 1H, J=12.1Hz, CH,Ph); 4.27 (m, 1H, CH(CHa));
1.39 (d, 3H, J=7.1Hz, (CHs)CH); “C-NMR (75MHz, CDCl): 175.4; 156.1; 136.2;
128.5; 128.2, 127.9, 67.0; 50.4; 18.5. Anélisis elemental calculado para C;;H4N,04: C,
59.45; H, 6.35; N, 12.60. Hallado: C, 59.11; H, 6.10; N, 12.64.

(S)-Benciloxicarbonilalaninamida
Se siguid el procedimiento general a partir de la (S)-Cbz-

©/\ O)LNJ\[(NHZ Ala-OMe (1 mmol, 0.237 g). El producto se obtuvo como
H

o) un solido blanco. Rendimiento: 100%, (0.222 g). Datos de
caracterizacion: Pto. Fusion: 130-131°C; [a]D25= -11.2 (c=
0.6, CH,Cl,). Los datos espectroscopicos fueron idénticos a los del compuesto anterior.

Procedimiento general de preparacion de alaninamidas:

A una suspension de la correspondiente Cbz-Ala-NH; (1 mmol, 0.222 g) en 10
mL de MeOH se le adiciond Pd/C (10% en peso, 0.022 g) y sobre la suspension se hizo
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borbotear H,. La mezcla se dejo agitar durante 1 hora en atmdsfera de hidrogeno, se
filtro sobre celita y se evapord a presion reducida. El rendimiento de la reaccion fue

cuantitativo y el crudo obtenido no precis6 de purificacion.
(R)-Alaninamida
Se siguid el procedimiento general a partir de la (R)-Cbz-Ala-NH;
Me
/i\ﬂ/NH2 (1 mmol, 0.222 g). El producto se obtuvo como un aceite amarillo.
HoN
o Rendimiento: 100%, 0.104 g. Datos de caracterizacion: "H-NMR
83-(R) (500MHz, CDCI;, mezcla de rotdmeros): 7.1 (bs, 1H, NHCO); 6.40
(bs, 1H, NHCO), 3.45 (m, 1H, CH(CHs)); 1.29 (d, 3H, J=7.0Hz, (CH3)CH).

(S)-Alaninamida

Se sigui6 el procedimiento general a partir de la (S)-Cbz-Ala-NH, (1

Me
N NH, mmol, 0.222 g). El producto se obtuvo como un aceite amarillo.
2
o} Rendimiento: 100%, (0.104 g). Los datos espectroscopicos fueron
83+(S) idénticos a los del compuesto 83-(R).

3-Bencil-3-[(4R,55)-4,5-difenil-2-oxoo0xazolidin-3-il]-1-(1-metoxicarbonil-isopropil)

azetidin-2-ona

Se disolvido 3-Bencil-3-[(4R,55)-4,5-difenil-2-oxo0xazo
lidin-3-il]-1-(metoxicarbonilmetil)azetidin-2-ona S4a (1
mmol, 0.48 g) en 120 mL de THF a -78°C. A continuacién

Ph
N-_-CO,Me
7< se adiciond LiHMDS (3 mmol, 3 mL) y la mezcla se dejo
55a

O
o~
Nty
Ph/ﬁ/

Ph o
agitar 5 minutos antes de gotearle Mel como agente
alquilante. La reaccién se sigui6 por TLC hasta observar la total desaparicion del
producto de partida tras 30 min. El crudo se purifico mediante columna cromatografica
con gel de silice utilizando como eluyente Hexano/EtOAc 3/2. El producto se obtuvo

como un aceite amarillento. Rendimiento: 50%, (0.250 g). Datos de caracterizacion:

IR(cm™', KBr): 1754 (C=0), 1708 (C=0), 738.8, 698 (SiO).; MS m/z (70 eV, EI): m/z:
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+MS: 521.5, +MS2: 499.8, +MS3: 471.3. "H-NMR (500 MHz, CDCl3): 7.3-7.1 (m, 5H,
Ar); 6.01 (d, 1H, J=7.5Hz, CHPh), 5.43 (d, 1H, J=7.55Hz, CHPh); 3.67 (d, 1H,
J=5.9Hz, CH,N); 3.34 (d, 1H, J=5.9Hz, CH,N); 3.02 (d, 1H, J=13.3Hz, CH,Ph); 2.55
(d, 1H, J=13.3Hz, CH,Ph); 1.35 (s, 3H, C(CHs),); 0.96 (s, 3H, C(CHs),); *C-NMR
(300MHz, CDCls): 172.8; 164.3; 156.6; 135.6; 134.5; 133.9; 130.4; 128.5; 128.1;
127.9; 127.6; 127.0; 125.7; 80.9; 68.9; 64.9; 58.8; 52.6; 48.2; 37.6; 23.3; 23.3. Analisis
elemental calculado para C; H4N,O4: C, 72.27; H, 6.06; N, 5.62. Hallado: C, 71.42; H,
6.31; N, 5.39.

5.3  Sintesis de a,a’-dialquil-f-lactamas via condensacion de [f-azaalaninas o-
sustituidas

o)
.o 0,
: ; t
Ns—N OMe HZN)*\/OSlMeZ Bu
39
Rl
R R? PG-HN.,,
PG-HN,, )\/OSiMeztBu b), ©) ;
N * —> -N R2
H O/ q/
MeO,C CoH
63 64

5.3.1 Procedimiento general de preparacion de f-azaalaninas a-sustituidas

Una suspension del correspondiente éster metilico de a-alquilserina (I mmol), cloruro
de 2-nitrobencenosulfonilo (2.1 mmol, 0.47g) y KHCO; (5 mmol, 0.5 g) en acetonitrilo
(15 mL) se calent6 a reflujo con agitacion en atmoésfera de nitrégeno durante 16 h. A
continuacion, sobre la  disolucion de la  2-alquil-2-metoxicarbonil-N-(2-
nitrobencenosulfonamido)-aziridina 39 asi formada se adicion6 a temperatura ambiente
la correspondiente B-(O-terc-butil-dimetilsilil)amina 57-62 (1.5 mmol) y una cantidad
adicional de KHCO; (2 mmol, 0.20 g). La mezcla se agité 16 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo, se afiadié EtOAc (50 mL), la mezcla e lavo con una

disolucion saturada de NaHCOs (3x15 mL) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3x15
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mL). Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na,SO4 y se evaporaron a
presion reducida. El crudo de reaccion se purific6 mediante cromatografia de columna

(gel de silice, eluyente: Hexano/EtOAc).

(R)-2-Metil-3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)amino]-2-(2-nitrobencenosulfon

amido)-propanoato de metilo

Se sigui6 el procedimiento general a partir de la

Me
NsHN., ~_-OSiMe,Bu aziridina 39b (I mmol, 0.300 g) y 2-(terc-butildimetil
’ N
H sililoxi)etanamina (1 mmol, 0.271 g). Aceite incoloro.
COzMe

Rendimiento: 70%, (0.328 g). [a]5 = +37.2 (c = 0.9,
CH,Cl). IR (cm ™', KBr): 2934, 2858 (NH), 1740 (C=0), 1542 (NO,), 1364. MS m/z
(Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): 352(94); 322(124); 224(222);,
188(258); 172(274); 145(301); 130(316); 92(354); 73(373); 59(387). 'H-NMR
(500MHz, CD;0D): 8.10-7.70 (m, 4H, Ns); 3.65 (t, 2H, J= 8.8, 4.4Hz, CH,NH); 3.56
(s, 3H, OCH3), 3.03 (d, 1H, J= 12.8Hz, OCH,); 2.75 (d, 1H, J=12.8Hz, OCH>); 2.67 (t,
1H, J= 10.2, 5.1Hz, CqCH); 1.56 (s, 3H, CqCH;); 0.86 (s, 9H, ‘Bu); 0.03 (s, 6H,
Si(Mes)y); 0.01 (s, 3H, OSi-CHs). "C-NMR (75MHz, CD;OD): 173.1, 136.7, 133.0,
132.8, 130.2, 125.3, 62.7, 62.3, 57.3, 52.6, 51.6, 25.9, 22.3, 18.3, —5.3. Analisis
elemental calculado para C9H33N30,SSi: C, 47.98; H, 6.99; N, 8.83. Hallado: C, 47.65;
H, 6.86; N, 8.53.

(R)-2-Metil-3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-metilamino]-2-(2-nitrobenceno

sulfonamido)-propanoato de metilo

Se sigui6 el procedimiento general a partir de la

Me Me
Ns-HN., N/'\/OSiMeztBu aziridina 39b (1 mmol, 0.300 g) y (R)-2-amino-terc-
COZMFé butildimetilsililoxipropano (I mmol, 0.188 g).
63c Rendimiento: 70%, (0.202 g). 'H-NMR (500MHz,

CD;OD): 8.10-7.70 (m, 4H, Ns); 3.54-3.52 (m, 1H, OCH,); 3.53 (s, 3H, OCH;) 3.37-
3.34 (m, 1H, OCH,); 3.01 (d, 1H, J=12.3Hz, CqCH,); 2.68-2.66 (m, 2H, CqCH,
CHMe); 1.58 (s, 3H, CqCHs); 0.99 (d, 3H, J=6.4Hz, CHCH); 0.84 (s, 9H, ‘Bu); 0.01 (s,
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3H, 0Si-CHs). *C-NMR (75MHz, CD;0D): 173.0; 147.6; 136.8; 132.8; 130.2; 125.1;
66.9; 62.4, 55.2; 54.5; 52.4;25.8; 22.3; 16.99; -5.49; -5.52.

(R)-2-Metil-3-[(15)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-metilamino]-2-(2-nitrobenceno

sulfonamido)-propanoato de metilo

Se siguid el procedimiento general a partir de la

Me Me
Ns-HN/, N)\/OSiMEZtBu aziridina 39b (1 mmol, 0.300 g) y (S)-2-amino-terc-
C02M|-v|3 butildimetilsililoxipropano (1 mmol, 0.188 g).
63d Rendimiento: 84%, (0.242 g). '"H-NMR (500MHz,

CD;OD): 8.09-7.67 (m, 4H, Ns); 3.58 (s, 3H, OCHs); 3.52 (dd, 1H, J= 4.4, 9.8Hz,
CHCH,) 3.41 (dd, 1H, J= 4.4, 9.8Hz, CHCH,); 2.97 (d, 1H, J=12.3Hz, CqCH,); 2.77 (d,
1H, J=12.3Hz, CqCH); 2.70-2.67 (m, 1H, CHCHs); 1.53 (s, 3H, CqCHs); 0.98 (d, 3H,
J=6.4Hz, CHCHs); 0.86 (s, 9H, ‘Bu); 0.03 (s, 3H, OSi-CH;). C-NMR (75MHz,
CD;OD): 173.0; 147.6; 136.9; 132.8; 130.1; 125.2; 67.0; 54.8; 54.8; 52.5; 25.9; 22.0;
17.1; -5.5.

(R)-2-Metil-3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-fenilamino]-2-(2-nitrobenceno

sulfonamido)-propanoato de metilo

Se siguio el procedimiento general a partir de la

Me Ph
Ns-HN, N/:\/OSiMeztBu aziridina 39b (1 mmol, 0300 g) y (R)-2-
H . . _ _ . . . oq. .
CO,Me fenilamino-ferc-butildimetilsililoxipropano (1
636 mmol, 0.251 g). Rendimiento: 79%, (0.276 g). 'H-

NMR (500MHz, CD;0D): 8.07-7.70 (m, 4H, Ns); 7.42-7.29 (m, 5H, Ar-H, Ph); 3.75-
3.73 (dd, 1H, J=6.6, 13.3Hz, CHCH.); 3.67-3.58 (m, 5SH, CHCH,, CHPh, OCHs); 2.87
(d, 1H, J=12.0Hz, CqCH>); 2.54 (d, 1H, J=12.0Hz, CqCH); 1.53 (s, 3H, CqCHs); 0.88
(s, 9H, ‘Bu); 0.03 (s, 3H, OSi-CHs); 0.02 (s, 3H, OSi-CH3); “C-NMR (75MHz,
CD;OD): 172.9; 147.0; 139.5; 136.7; 132.8; 132.6; 130.2; 128.7; 127.9; 127.8; 125.2;
68.2; 64.6; 62.1; 55.1; 52.5; 25.8; 22.4; -5.5.
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(R)-2-Metil-3-[(1S)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-fenilamino]-2-(2-nitrobenceno

sulfonamido)-propanoato de metilo

Se siguid el procedimiento general a partir de la

Me Ph
Ns-HN,, )\/OSiMeztBu aziridina 39b (1 mmol, 0.300 g) y (5)-2-
’ N
H fenilamino-ferc-butildimetilsililoxipropano (1
CO,Me
63f mmol, 0.251 g). Rendimiento: 84%, (0.294 g). 'H-

NMR (500MHz, CD;0D): 8.12-7.70 (m, 4H, Ns); 7.35-7.26 (m, SH, Ar-H, Ph); 3.73-
3.68 (dd, 1H, J=6.6, 13.3Hz, CHCH,); 3.02 (s, 3H, OCHs); 2.91 (d, 1H, J=12.0Hz,
CqCHL); 2.77 (d, 1H, J=12.0Hz, CqCH); 1.51 (s, 3H, CqCHs); 0.90 (s, 9H, ‘Bu); 0.03 (s,
3H, 0Si-CHs); *C-NMR (75MHz, CD;OD): 172.9; 147.7; 140.5; 136.8; 133.1; 132.8;
130.1; 128.3; 127.7; 127.6; 127.4; 125.3; 68.1; 64.7; 63.6; 55.2; 52.7; 25.9; 21.7; 18.2; -
5.5.

(R)-2-Bencil-3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-metilamino]-2-(2-nitrobencen(

sulfonamido)-propanoato de metilo

Se siguid el procedimiento general a partir de la

Ph
I\E/Ie o aziridina 39a (1 mmol, 0.376 g) y (R)-2-amino-ferc-
Ns-HN ~_-0SiMe, 'Bu
H butildimetilsililoxipropano (1 mmol, 0.188 g). Solido
COMe amarillo. Rendimiento: 50%, (0.283 g). Datos de
639

caracterizacion: Pto. Fusién: 77-80°C; [a]p= +14
(c= 0.5, CH,Cly); IR(cm™, KBr): 3340, 3320 (NH); 1740 (C=0), 1540 (NO,), 1360
(SOy), 1170 (SO,), 1090 (SiO), 838 (SiO).; MS m/z (70 eV, EI): m/z: 566.4
[M+H]+."H-NMR (500MHz, CDCls): 8.20-7.65 (m, 4H, Ns); 7.45-7.20 (m, 5H, Har
(Ph)); 3.51 (s, 3H, OCHs); 3.39 (s, 2H, CqCH,NH); 3.33 (dd, 2H, J=6.5, 14.4Hz,
CH,0Si); 2.99 (d, 1H, J=12.5Hz, CCH»Ph); 2.90 (d, 1H, J=12.5Hz, CCH,Ph); 2.55-2.45
(m, 1H, J=6.4Hz, CHCHj3); 0.83 (d, 9H, OSi(CH3)>(CHj3)3); 0.75 (d, 3H, J=6.4Hz, CH3);
-0.02 (s, 6H, OSi(CHs),(CHs)3).?C-NMR (75MHz, CDCl): 171.9; 147.4; 136.7; 134.9;
132.9, 132.7, 130.4; 130.1; 128.4; 127.1; 125.3; 67.8; 67.1; 52.4; 51.3; 41.1; 25.9; 18.2;
17.1; -5.5. Anélisis elemental calculado para CysH3oN3O7: C, 55.20; H, 6.95; N, 7.43.
Hallado: C, 55.90; H, 7.75; N, 7.25.
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(R)-2-Bencil-3-[(15)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-metilamino]-2-(2-nitrobenceno

sulfonamido)-propanoato de metilo

Se siguid el procedimiento general a partir de la

Ph
Me ... .
aziridina 39a (1 mmol, 0.376 -2-amino-terc-
Ns-HN )\/OSiMeztBu - ( 8y ©® e
H butildimetilsililoxipropano (1 mmol, 0.188 g). So6lido

CO;Me amarillo. Rendimiento: 50%, (0.283 g). Datos de

63h caracterizacion: Pto. Fusion: 86-88°C; [oc]D25 = 428
(c= 1, CH,Cly); IR(cm™, KBr): 3350, 3330 (NH); 1750 (C=0), 1540 (NO,), 1360 (SO,),
1160 (SO,), 1080 (SiO), 836 (SiO).; MS m/z (70 eV, EI): m/z: 566.4 [M+H]+."H-NMR
(500MHz, CDCls): 8.15-7.35 (m, 4H, Ns); 7.28-7.20 (m, SH, Ph); 3.51 (s, 3H, OCHj3);
3.37 (s, 2H, CqCH,NH); 3.32 (dd, 2H, J=5.5, 14.4Hz, CH,0Si); 3.28 (d, 1H, J=5.5Hz,
CH,0Si); CCH,Ph); 2.90 (s, 1H, CCH,Ph); 2.56-2.44 (m, 1H, J=5.4Hz, CHCH3); 0.87
(d, 3H, J=6.4Hz, CH;); 0.86 (d, 9H, OSi(CH3)(CHs);); -0.003 (s, 6H,
OSi(CH:),(CHz)3). C-NMR (75MHz, CDCL): 171.9; 147.4; 136.7; 134.9; 132.8,
132.7, 130.4; 130.1; 128.3; 127.1; 125.3; 67.8; 67.1; 52.4; 51.3; 41.1; 25.9; 18.2; 17.1; -
5.5. Analisis elemental calculado para CycH39N307 (565.67): C, 55.20; H, 6.95; N, 7.43.

Hallado: C, 55.70; H, 7.48; N, 7.57.

(R)-2-Bencil-3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-fenilamino]-2-(2-nitrobenceno

sulfonamido)-propanoato de metilo

Se sigui6 el procedimiento general a partir de la

Ph PRh g . .
NSHN:,{/\N _A_-OSiMe,Bu aziridina 39a (1 mmol, 0.376 g) y (R)-2-fenilamino-

H terc-butildimetilsililoxipropano (1 mmol, 0.251 g).
CO,Me
Cea Aceite incoloro. Rendimiento: 46%, (0.293 g).

Datos de caracterizacién: [al? = +6.6 (¢ = 1, CH,CLy). IR (cm™', KBr): 3343 (NH),
1739 (C=0), 842 (Si-C); MS m/z (Fuente de iones de tipo: ESI, polaridad positiva):
MS+1: 628.3; MS2(628.3): 508.1, 498.0, 497.0, 496.1, 395.0, 394.1, 334.1, 305.1,
234.1; MS3(496.0): 437.0, 436.0, 250.0, 249.0, 235.0, 234.0, 178.0, 169.9, 159.0;
MS4(234.0): 155.9, 143.0; MS3(394.1): 334.0, 305.0, 178.0, 175.0, 148.0, 147.0, 142.9,
131.0, 115.1; MS4(305.0): 195.9, 194.9, 185.9, 134.0, 120.1, 119.0, 118.1, 108.1. 'H-
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NMR (500MHz, CDCl;): 8.08-7.63 (m, 4H, Ns); 7.28-7.12 (m, 10H, Ph); 3.60-3.55 (m,
3H,); 3.48 (s, 3H, OCHs); 3.36 (s, 2H, CH,Ph); 2.87 (d, 1H, J=12Hz, CH,OSi); 2.77 (d,
1H, J=12Hz, CH,0Si); 0.84 (s, 9H, 'Bu); -0.04 (s, 3H, OSi(CHs),); —0.05 (s, 3H,
OSi(CHs)); °C NMR (75 MHz, CDCly): 171.9, 147.5, 139.4, 136.5, 134.7, 132.8,
132.6, 130.5, 130.3, 128.3, 128.2, 128.2, 127.6, 127.0, 125.2, 68.0, 66.9, 64.6, 52.3,
51.3, 41.0, 25.9, 25.8, —5.6, —5.5. Analisis elemental calculado para C;;H4;N3O7SSi
(426.6437) : C, 59.31; H, 6.58; N, 6.69. Hallado: C, 58.10; H, 6.59; N, 6.54.

(R)-2-Bencil-3-[(1.5)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-fenilamino]-2-(2-nitrobencen(

sulfonamido)-propanoato de metilo

Se siguié el procedimiento general a
Ph Ph

J\/ partir de la aziridina 39a (1 mmol, 0.376 g) y
NsHN., OSiMe,'B - TR
S H aChe (8)-2-fenilamino-terc-butildimetilsililoxipropano

CO,Me (1 mmol, 0.251 g). Aceite incoloro.
63 Rendimiento: 50%, (0.318 g). Datos de
caracterizacion: [aly = +45.98 (c = 0.5, CH,Cl,). IR (cm ', KBr): 3436 (NH), 1744
(C=0), 1653.; MS m/z (Fuente de iones de tipo: ESI, polaridad positiva): MS+1: 628.3;
MS2(628.3): 508.1, 498.0, 497.0, 496.1, 395.0, 394.1, 334.1, 305.1, 234.1; MS3(496.0):
437.0, 436.0, 250.0, 249.0, 235.0, 234.0, 178.0, 169.9, 159.0; MS4(234.0): 155.9,
143.0; MS3(394.1): 334.0, 305.0, 178.0, 175.0, 148.0, 147.0, 142.9, 131.0, 115.1;
MS4(305.0): 195.9, 194.9, 185.9, 134.0, 120.1, 119.0, 118.1, 108.1. 'H-NMR
(500MHz, CDCl3): 8.17-7.68 (m, 4H, Ns); 7.39-7.18 (m, 10H, Ph); 3.68 (s, 3H, OCHs);
3.64-3.57 (m, 3H,); 3.49 (d, 1H, J= 14.3Hz, CH,Ph); 3.33 (d, 1H, J= 14.3Hz, CH,Ph);
3.21 (d, 1H, J=12.2Hz, CH,0Si); 2.97 (d, 1H, J=12.2Hz, CH,0Si); 0.94 (s, 9H, ‘Bu);
0.04 (s, 3H, OSi(CHs),); —0.017 (s, 3H, OSi(CHs),); °C NMR (75 MHz, CDCly):
171.7, 147.5, 140.7, 136.6, 135.0, 133.0, 132.8, 130.0, 128.3, 128.3, 127.7, 127.5,
127.0, 125.3, 68.7, 68.2, 64.6, 52.5, 40.8, 25.9, —=5.6. Andlisis elemental calculado para
C31H41N307SSi (426.6437) : C, 59.31; H, 6.58; N, 6.69. Hallado: C, 59.39; H, 6.61; N,
7.65.
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5.3.2  Procedimiento  general de preparacion de a-metil,a-(2-

nosilbencenosulfonamido)-a’-alquil-f-lactamas 64

Se adicionaron lentamente 2.5 mmol de LiHMDS en THF (1M) sobre una
disolucion de la correspondiente azaalanina 63 (1 mmol) en THF seco (15 mL) enfriada
a 0°C. Se observo el oscurecimiento inmediato del medio de reaccion. Tras 12 horas de
agitacion, se afadio una disolucidn saturada de NaHCOs3 (10 mL) y la mezcla se extrajo
con CH,Cl, (3x10 mL). El crudo de reaccion fue purificado mediante cromatografia de
columna con una mezcla de eluyente Hexano/EtOAc. El intermedio sililado (1 mmol) se
sometid a desproteccion con HF al 48% (1.2 mmol, 0.1 mL) en CH3CN (10 mL) durante
1 hora a temperatura ambiente. Tras neutralizar con una disolucion saturada de NaHCOs
la mezcla se extrajo con CH,Cl, (3x10 mL), se secd sobre MgSO,4 y se evapord a
presion reducida. El producto resultante consistente en la correspondiente N-hidroxietil-
B-lactama no requirié de purificacion alguna para el siguiente paso. Para éste se
aplicaron dos métodos diferentes:

Método A" BAIB (2.2 mmol, 0.707 g), TEMPO (0.5 mmol, 0.078g) y la N-
hidroxietil-B-lactama correspondiente (1 mmol) fueron disueltos en una mezcla de
acetona/H,O 1:1 (2 mL). La reaccién se dejé agitar durante 3 horas tras lo cual se
evaporar6 el disolvente en el rotavapor. El crudo de reaccion fue purificado mediante
cromatografia de columna (gel de silice, Hexano/EtOAc 1:10 o CH,CI,/MeOH 10:1).

Método B: Se adiciono el reactivo de Jones'” (CrOs; en H,SO4 0.6 M, 2 mmol)
sobre una disolucion de la correspondiente N-hidroxifeniletil-B-lactama (1 mmol) en
acetona (15 mL) a 0°C y se dejo agitar durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego
se elimind el exceso de reactivo oxidante con 'PrOH (20 mL) y el solido restante se
redisolvié en H,O (10 mL). La fase acuosa se extrajo con EtOAc (3x10 mL). La fase
organica se lavo con NaHCO; (3x10 mL) y se secd sobre MgSO,. El crudo de reaccion

se purific6 mediante cromatografia de columna (gel de silice, CH,Cl,/MeOH 10:1).

1% Epp, .LE.; Widlanski, T.S. J. Org. Chem., 1999, 64, 293-295.

101 Reactivo de Jones 3.12M: CrOs, 0.67 g disuelto en 1.25 mL de H,O. Afadir gota a gota 0.58 mL
de H,SO, (98%). El precipitado formado se redisuelve en una cantidad adicional de H,O hasta un
volumen total de 2.23 mL: Rychnovsky, S.D.; Skatitzky, D.J. J. Am. Chem. Soc., 1992, 114, 671-
677.
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(3R)-3-Metil-1-[(R)-1-carboximetil]-3-(2-nitrobencenosulfonilamido)-azetidin-2-

ona
NO, Se siguio el procedimiento general a partir del (R) 2-metil-
@: /H:,I,v'e ° 3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-amino]-2-(2-nitro
0O, N \)J\OH bencensulfonamido)-propanoato de metilo (1 mmol, 0.274

(0]

g) utilizando el método de oxidacion A. El producto se
64b obtuvo como un so6lido blanco. Rendimiento: 93%, 0.105
g. Datos de caracterizacién: Pto. Fusién: 150°C. [a]p™>= -9.18 (c= 0.5, MeOH); IR(cm
! KBr): 3320, 2944 (NH, OH); 1756, 1728 (C=0), 1544 (NO,), 1161, 812 (SO,). MS
m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad negativa): MS-1: 342.0; MS2(342.0):
200.7, 294.8, 194.7, 185.7, 137.8; MS3(200.7): 136.8. '"H-NMR (500MHz, CD;0D):
8.19-7.78 (m, 4H, Ar (Nosil)); 3.87 (d, 1H, J=20Hz, NCHCq); 3.65-3.62 (m, 3H,
NCHCq, NCH,CO); 3.44 (d, 1H, J=5Hz, NCHCq); 1.57 (s, 3H, CH3Cq); 1.38 (d, 3H,
J=7.5Hz, CH;CHCO,H); "C-NMR (75MHz, CD;OD): 174.2, 169.9, 149.3, 136.4,
135.0, 133.6, 131.7, 125.9, 67.9, 56.7, 46.1, 20.6. Andlisis elemental calculado para
C1oH13N305S: C, 41.98; H, 3.82; N, 12.24. Hallado: C, 40.32; H, 3.96; N, 11.93.

(3R)-3-Metil-1-[(R)-1-carboxietil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona

NO, Se sigui6 el procedimiento general a partir del (R) 2-metil-
@[ H Me 3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-metilamino]-2-(2-
0, N \l)k nitrobencensulfonamido)-propanoato de metilo (1 mmol,

O Ve OH 0288 g) utilizando el método de oxidacion A. El producto
64c se obtuvo como un sélido blanco. Rendimiento: 88%,
0.314 g. Datos de caracterizacion: Pto. Fusion: 58-60°C. [a]p?= -21.29 (c= 0.5,
MeOH); IR(cm™, KBr): 3260, 2901 (NH, OH); 1742, 1728 (C=0), 1543 (NO,), 1170,
820 (SO,). MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad negativa): MS-1: 356.0;
MS2(356.0): 200.7, 137.8; MS3(200.7): 136.8. '"H-NMR (500MHz, CD;0D): 8.17-7.83
(m, 4H, Ar (Nosil)); 4.23 (q, 1H, J=7.5Hz, CH3;CHCO;H); 3.63 (d, 1H, J=5.5Hz,
NCHCq); 3.50 (d, 1H, J=5.5Hz, NCHCq); 1.58 (s, 3H, CH3Cq); 1.38 (d, 3H, J=7.5Hz,
CH;CHCO,H); “C-NMR (75MHz, CD;0D): 176.1; 168.1; 147.9; 135.1; 133.6, 132.2,
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130.1; 124.4; 65.0; 52.5; 51.5; 19.3; 14.9. Analisis elemental calculado para
Ci13H15sN505S: C, 43.69; H, 4.23; N, 11.76. Hallado: C, 43.23; H, 4.38; N, 11.12.

(3R)-3-Metil-1-[(S)-1-carboxietil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona

Se siguid el procedimiento general a partir del (R) 2-metil-

NO,
@[ H Me 3-[(1S)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-metilamino]-2-(2-
g7 e} . . ) .
0, . \)J\ nitrobencensulfonamido)-propanoato de metilo (1 mmol,
= OH 0288 g) utilizando el método de oxidacién A. El producto
Me
64d se obtuvo como un so6lido amarillento. Rendimiento: 87%,

(0.310 g). Datos de caracterizacion: Pto. Fusion: 55°C. [a]p>>= +7.69 (c= 0.45, MeOH);
IR(cm™, KBr): 3320, 2944 (NH, OH); 1747, 1718 (C=0), 1545 (NO,), 1169, 832 (SO,).
MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad negativa): MS-1: 355.9; MS2(355.9):
308.8, 200.7, 185.7, 137.8. 'H-NMR (500MHz, CD;OD): 8.22-7.78 (m, 4H, Ar
(Nosil)); 4.09 (q, 1H, J=7.2Hz, CH;CHCO,H); 3.72 (d, 1H, J=5.8Hz, NCHCq); 1.52 (s,
3H, CHsCq); 1.38 (d, 3H, J=7.3Hz, CCH,Ph); 3.15 (d, 1H, J=13.5Hz, CCH,Ph); 0.73
(d, 3H, J=7.5Hz, CH;); C-NMR (75MHz, CD;0D): 177.7; 169.4; 149.4; 136.4; 135.0,
133.7,131.9; 125.9;.66.5; 54.8; 54.8; 54.3; 20.5; 16.5. Andlisis elemental calculado para
C13HsN30,S: C, 43.69; H, 4.23; N, 11.76. Hallado: C, 43.38; H, 3.98; N, 11.23.

(3R)-3-Metil-1-(R)-fenil-carboximetil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)azetidin-2-

ona
NO, Se siguid el procedimiento general (método de oxidacion

@: /H”'I\/'e 5 B) a partir del (R)-2-metil-3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsilil
0, N \l)J\ oxi)-1-fenilamino]-2-(2-nitrobencenosulfonamido)-propa

o 1o P o noato de metilo (1 mmol, 0.350 g). Rendimiento: 55%,

¢ (0.230 g); El producto se obtuvo como un soélido

amarillento. Datos de caracterizacién: Pto. Fusion: 115°C; [a]5 = —56.06 (c = 0.7,

MeOH). IR (cm™', KBr): 3050, 2934 (NH, OH), 1749, 1725 (C=0), 1530 (NO,), 1156,
802. MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): MS+23: 442.0, 420.0;
MS2(420.1): 392.0; 204.9; MS3(392.0): 346.0, 205.0, 158.9. 'H NMR (500MHz,
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CD;0D): 8.24-7.32 (m, 9H), 5.37 (s, 1H), 3.97 (d, 1H, J = 6.0 Hz), 3.08 (d, 1H, J= 6.0
Hz), 1.41 (s, 3H). >C NMR (300MHz, CD;0D): 170.9, 166.4, 146.4, 134.2, 132.2,
130.86, 129.1, 126.9, 126.5, 126.4, 123.1, 63.8, 58.4, 52.5, 17.8. Andlisis elemental
calculado para C;sH;7N305S: C, 51.55; H, 4.09; N, 10.02. Hallado: C, 51.78; H, 4.28;
N, 9.76

(3R)-3-Metil-2-[(S)-fenil-carboximetil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-2-azetidin -

2-ona.

NO, Se siguid el procedimiento general (método de oxidacion
@[ H Me B) a partir del (R)-2-metil-3-[(1S)-2-(terc-butildimetil
0, N \)J\ sililoxi)-1-fenilamino]-2-(2-nitrobencensulfonamido)-pro

panoato de metilo (1 mmol, 0.350 g). Solido amarillento.

'U|||

o4t Rendimiento: 58%, 0.243 g. Datos de caracterizacion:

Pto. Fusion: 188-190°C. [a]5 = +66.35 (c = 1.25, MeOH). IR (cm ', KBr): 3360, 2944
(NH, OH), 1741, 1736 (C=0), 1536 (NO,), 1167, 826. MS m/z (Tipo de fuente de
iones: ESI, polaridad positiva): MS+23: 442.0, 420.1; MS2(420.1): 392.0; MS3(392.0):
346.0, 205.0, 159.0. '"H NMR (500MHz, CD;OD): 7.83-7.33 (m, 9H), 5.38 (s, 1H),
3.56 (d, 1H, J = 5.6 Hz), 3.23 (d, 1H, J = 5.6 Hz), 1.60 (s, 3H). °C NMR (75MHz,
CD;OD): 173.4, 168.1, 147.8, 135.6, 134.9, 133.6, 132.2, 130.0, 128.4, 128.3, 127.7,
124.5, 65.0, 59.8, 52.8, 19.7. Analisis elemental calculado para C;gH;7N30S: C, 51.55;
H, 4.09; N, 10.02. Hallado: C, 51.32; H, 3.82; N, 9.82.

(3R)-3-Bencil-1-[(R)-1-carboxietil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona

NO, Se siguid el procedimiento general a partir del (R)-2-
@: bencil-3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-metilamino]-
j;_‘ 2-(2-nitrobencensulfonamino)-propanoato de metilo (1
\HKOH mmol, 0.364 g) utilizando el método de oxidacion B. El

producto se obtuvo como un aceite amarillo.

Rendimiento: 89%, (0.385 g). Datos de caracterizacion: [a]p>= -95 (c= 0.7, CH,Cl);
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IR(cm™, KBr): 1760 (C=0), 1715 (C=0), 1540 (NO,), 1360 (SO,), 1170 (SO,). MS m/z
(70 eV, EI): m/z: 432.2 [M-H]+.'"H-NMR (500MHz, CD;OD): 8.05-7.66 (m, 4H, Ns);
7.27-7.20 (m, 5H, Ph); 4.22 (q, 1H, J=6.9Hz, CH;CHCO;H); 3.60 (d, 1H, J=5.3Hz,
NCHCq); 3.58 (d, 1H, J=5.3Hz, NCHCq); 3.22 (s, 2H, CCH,Ph); 1.32 (d, 3H, J=7.0Hz,
CH3); PC-NMR (75MHz, CD;OD): 174.6; 168.4; 149.0; 136.3; 135.7, 134.9, 133.7;
131.6; 131.5; 129.5; 128.4; 125.9; 70.5; 51.9; 51.1; 41.0; 15.5. Andlisis elemental
calculado para C;9H9N3O5S: C, 52.65; H, 4.42; N, 9.69. Hallado: C, 52.28; H, 5.21; N,
8.98.

(3R)-3-Bencil-1-[(S)-1-carboxietil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona

NO, o Se siguid el procedimiento general a partir del (R)-2-
@[ H . bencil-3-[(1S5)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-metilamino]-
I \)O]\OH 2-(2-nitrobencensulfonamido)-propanoato de metilo (1

l\:/le mmol, 0.364 g) utilizando el método de oxidacion B.

64h Aceite incoloro. Rendimiento: 90%, (0.390 g). Datos de
caracterizacion: [o]p>= -20 (c= 0.7, CH,Cl,); IR(cm™, KBr): 1750 (C=0), 1715 (C=0),
1540 (NO,), 1360 (SO,), 1170 (SO,). MS m/z (70 eV, EI): m/z: 432.2 [M-H]+."H-NMR
(500MHz, CD;OD): 8.24-7.76 (m, 4H, Ns)); 7.32-7.22 (m, 5H, Ph); 4.04 (q, 1H,
J=7.2Hz, CH;CHCO,H); 3.75 (d, 1H, J=6.1Hz, NCHCq); 3.45 (d, 1H, J=6.1Hz,
NCHCq); 3.20 (d, 1H, J=13.5Hz, CCH,Ph); 3.15 (d, 1H, J=13.5Hz, CCH,Ph); 0.73 (d,
3H, J=7.5Hz, CH;); “C-NMR (75MHz, CD;OD): 175.5; 167.6; 149.2; 136.4; 135.6,
135.1, 133.8; 131.9; 131.7; 129.5; 128.5; 126.0; 70.6; 51.2; 49.8; 40.6; 15.3. Analisis
elemental calculado para C;9H9N3OS: C, 52.65; H, 4.42; N, 9.69. Hallado: C, 52.33;

H, 5.02; N, 8.65.
(3R)-3-Bencil-1-[(R)-fenil-carboximetil]-3-(2-nitrofenilsulfonamido)-azetidin-2-ona
Se siguid el procedimiento general a partir del (R)-2-

NO,
@[ { bencil-3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)- 1-fenilamino]-
\l)\OH
64i

2-(2-nitrobencenosulfonamido)-propanoato de  metilo

(1 mmol, 0.426 g) utilizando el método de oxidacion B.
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Soélido amarillento. Rendimiento: 55%, (0.272 g). Datos de caracterizacion: Pto. Fusion
= 115°C; [a]p>= -56.06 (c= 0.7, MeOH); IR(cm™', KBr): 3050, 2934 (NH, OH), 1749,
1725 (C=0), 1530 (NO,), 1156, 802 (SO,). MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI,
polaridad positiva): MS+23: 442.0, 420.0; MS2(420.1): 392.0; 204.9; MS3(392.0):
346.0, 205.0, 158.9. 'TH-NMR (500MHz, CD;0D): 8.24-7.32 (m, 9H, Ph, Ns); 5.37 (s,
1H, CH,Ph), 3.97 (d, 1H, J=6.0Hz, NCHCq), 3.08 (d, 1H, J=6.0Hz,); 1.41 (s, 3H,
CH3);. "C-NMR (75MHz, CD;0D): 170.9, 166.4, 146.4, 134.2, 132.2, 130.86, 129.1,
126.9, 126.5, 126.4, 123.1, 63.8, 58.4, 52.5, 17.8. Analisis elemental calculado para
CisH17N305S: C, 51.55; H, 4.09; N, 10.02. Hallado: C, 51.79; H, 4.28; N, 9.76.

(3R)-3-Metil-1-[(S)-fenil-carboximetil]-3-(2-nitrofenilsulfonamido)-azetidin-2-ona

Se siguid el procedimiento general a partir del (R)-2-

NO
@[ g oPh bencil-3-[(1R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)-1-fenilamino]-
_N., , . ,
(S) \)OJ\ 2-(2-nitrobencenosulfonamido)-propanoato de metilo (1
2 N
o T OH mmol, 0.426 g) utilizando el método de oxidaciéon B.

64 Ph Soélido amarillento. Rendimiento: 58%, (0.364 g). Datos de
caracterizacion: Pto. Fusion = 188-190°C; [o]p>= +66.35 (c= 1.25, MeOH); IR(cm™,
KBr): 3360, 2944 (NH, OH), 1741, 1736 (C=0), 1536 (NO,), 1167, 826 (SO,). MS m/z
(Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): MS+23: 442.0, 420.1; MS2(420.1):
392.0; MS3(392.0): 346.0, 205.0, 159.0. '"H-NMR (500MHz, CD;OD): 7.83-7.33 (m,
O9H, Ph, Ns); 5.38 (s, 1H, CH,Ph), 3.56 (d, 1H, J=5.6Hz, NCHCq); 3.23 (d, 1H,
J=5.6Hz,); 1.60 (s, 3H, CHs);. "C-NMR (75MHz, CD;OD): 173.4, 168.1, 147.8, 135.6,
134.9, 133.6, 132.2, 130.0, 128.4, 128.3, 127.7, 124.5, 65.0, 59.8, 52.8, 19.7. Analisis
elemental calculado para C;gH;7N3;0,S: C, 51.55; H, 4.09; N, 10.02. Hallado: C, 51.32;
H, 3.82; N, 9.82.
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5.4 Sintesis de a,a’,a’-trialquil-f-lactamas via condensacion de f-azaalaninas o-

sustituidas.
RL
HZN’/, RZ s\\R3
OH N )H(OMe a)
H,N —_—
(@] OMe e}
41
1 3 R1
R™ RLR NSHN,.
NsHN.,, OMe b) 0]
N . N
H (@] o) ", OMe
(@] OMe R? R3
70 71

5.4.1 Procedimiento general de preparacion de 3-alquil-1-[1,1-dialquil-1-

(metoxicarbonil)metil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-onas

A una disolucion de la correspondiente a-alquilserinato de metilo (1 mmol) en
CH;3CN seco (20 mL) se le adicion6 cloruro de o-nosilo (2.1 mmol, 0472 g) y
KHCO;'* (5 mmol, 0.50 g). Se calent6 la mezcla a reflujo y se agitd durante 16 horas.
Después de comprobar mediante "H-RMN la formacién completa de la correspondiente
a-alquil-2-metoxicarbonil-1-(2-nitrobencenosulfonil)-aziridina intermedia 39, el a-
aminoéster H-Aa-OMe (1.1 mmol) se disolvié en la minima cantidad de CH,Cl, seco y
se adicion6 al medio. Para la preparacion de la B-lactama 71e se le adiciono a la mezcla
el complejo CuBrMe,S'” (0.1 eq.). El sistema se agité durante 2-24 horas a 40-80°C '*.

Una vez finalizada la reaccion, la mezcla se filtrd sobre celita, eliminando asi el exceso

12 El KHCO; se empleé exento de humedad tras someterlo a un leve calentamiento en la bomba de

vacio.

Para la preparacion de los compuestos con un grupo '‘Bu en a, se adicionaron 0.1 eq de CuBr-Me,S
para acelerar la reaccion de apertura de la aziridina. Ver: Cantrill, A., A., Osborn, H. M. 1,
Sweeney, J., Tetrahedron, 1998, 54, 2188-2208.

La apertura de la aziridina con H-Aib-OMe debe seguirse analizando alicuotas por 'H-RMN, siendo
ocasionalmente necesario afiadir cantidades adicionales del ester metilico hasta completar la
reaccion.
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de KHCO:;. El B-aminoéster resultante se purificd por cromatografia de columna (gel de

silice; eluyente: Hexano/EtOAc).

Rl RZ R3

NSHN.,, N)\\WOMe
H

OOMeO

A continuacion, el intermedio se disolvio en THF seco (20 mL) a 0°C. Sobre el
sistema se adiciono lentamente una disolucion de LIHMDS (1M) en THF (2.5 mmol),
observandose un fuerte oscurecimiento del color. La mezcla se agitd6 a la misma
temperatura durante 1 hora, tras lo cual se afiadi6 CH,Cl, (30 mL), y se lavo con
NaHCO; (sat) (3x15 mL). La fase acuosa se extrajo con CH,Cl, y las fases orgénicas
combinadas se secaron sobre MgSO,. Su evaporacion a presion reducida proporciond
un crudo que se purifico por cromatografia de columna (gel de silice, eluyente

Hexano/EtOAc).

(3R)-3-Bencil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-

azetidin-2-ona

Se sigui6 el procedimiento general a partir del (R)-2-

@\ H Ph bencil-serinato de metilo (1 mmol, 0.209 g), o-NsCl (2.2
S;Nﬁ\ O mmol, 0.221 g) y H-Aib-OMe (1.1 mmol, 0.117 g). La

NO: o} N)%k OMe  reaccion de apertura de la aziridina se prolongo durante
7la 16h. El producto se obtuvo como un aceite denso

amarillo. Rendimiento global desde 41a: 70%, (1.61 g). Datos de caracterizacion:
[a]p™= +53.6 (c= 1.0, CH,CL); IR(cm™, KBr): 1746 (C=0); 1713 (C=0); HPLC-MS,
MeOH/HCO;H m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): MS: 460.0, MS2
(460.0): 434.1, 435.0, 247.1, MS3 (434.0): 248.1, 247.1, 147.0, 146.0, 131.1, 130.1,
MS4 (247.1): 189.0, 147.1, 145.9, 130.0. '"H-NMR (500MHz, CDCl;): 7.28-8.19 (m,
OH, Ar), 3.74 (d, 1H, J= 5.4 Hz, (CH3),CNCH>), 3.71 (s, 3H, CCO,CHs), 3.5 (d, 1H,
J=5.4 Hz, (CH3),CNCH.,), 3.16 (s, 2H, CCH,Ph), 1.43 (s, 3H, (CH3),CO,CHs), 1.39 (s,
3H, (CH3),CO,CH;). “C-NMR (75MHz, CDCly): 172.9, 165.1, 147.3, 135.3, 133.5,
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132.9, 131.0, 130.1, 128.7, 127.6, 125.2, 68.1, 58.9, 52.6, 51.2, 40.4, 23.6, 23.5.
Analisis elemental calculado para C,;H,3N304S: C, 54.65; H, 5.02; N, 9.11. Hallado: C,
54.06; H, 5.25; N, 8.07.

(3R)-3-Bencil-1-[1-(metoxicarbonil)ciclopentil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-

azetidin-2-ona

Se siguid el procedimiento general a partir del éster
metilico de la (R)-2-bencilserina (1 mmol, 0.209 g) y H-
Cyp-OMe (1.1 mmol, 0.157 g). La apertura de la
aziridina se prolongd durante 16h. Aceite amarillo.
Rendimiento desde 41a: 51%, (0.250 g). Datos de
caracterizacion: [a]D25= -45.5 (c= 1.7, CH,Cl,); IR(cm’
! KBr): 3352, 2957 (NH); 1767, 1759 (C=0); HPLC-MS, MeOH/HCO,H m/z (Tipo de
fuente de iones: ESI, polaridad positiva): 288 (10), 219 (13), 133 (12), 120 (15), 97
(12), 92 (25), 91 (100), 71 (11), 67 (24), 57 (15). "H-NMR (500MHz, CDCl5): 8.18 (dd,
1H, J=7.7Hz), 7.90 (d, 1H, J=7.7Hz), 7.76(m, 4H), 7.31-7.29 (m, 5H), 5.94 (br s, 1H),
3.74-3.73 (m, 4H), 3.54 (d, 1H, J=5.3Hz), 3.22 (s, 2H), 2.35 (m, 1H), 2.16 (m, 1H), 2.02
(m, 2H), 1.77 (m, 2H), 1.64 (m, 1H), 1.54 (m, 1H). >C-NMR (75MHz, CDCl;): 172.9;
165.8; 147.4; 135.5; 133.8; 133.4; 132.9; 130.9; 130.0; 128.8; 127.7; 125.2; 68.9; 68.0;
52.6; 51.8; 40.5; 35.1; 34.9, 23.7. HRMS (m/z): 487.1420; C,3H»sN3;04S requiere:
487.1413.

(3R)-3-Alil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin

-2-ona

Se siguid el procedimiento general a partir del éster
metilico de la (R)-2-alilserina (1 mmol, 0.159 g) y H-Aib-
OMe (1.1 mmol, 0.117 g). La apertura de la aziridina se

prolongd durante 16h. Soélido amarillo. Rendimiento

desde 41¢: 63%, 0.259 g. Datos de caracterizacion: Pto.
Fusién: 102°C; [a]p™= -104.0 (c= 1.0, CH,CL,); IR(cm™, KBr): 1749.4; 1748 (C=0);
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1537; 1152. ; HPLC-MS, MeOH/HCO,H m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad
positiva): MS (70eV, EI):m/z: 324(52); 186(100); 133(63); 125(50); 123(50); 121(30);
111(52); 109(44); 107(54); 98(26); 96(21); 95(58); 92(54); 85(34); 83(24); 82(73);
79(30); 71(51); 70(75); 68(58); 67(51); 56(32); 55(35). 'H-NMR (500MHz, CDCls):
8.15 (dd, 1H, J;= 1.6Hz, J,= 7.6Hz, 0-Ns); 7.90 (dd, 1H, J,= 1.5Hz, J,= 7.6Hz, 0-Ns);
7.73(m, 2H, 0-Ns); 5.93 (bs, 1H, SO,NH); 5.80 (m, 1H, CHCH); 5.25-5.20 (m, 2H,
CH,CH); 3.82 (d, 1H, J=5.2Hz, CH,NCO); 3.74 (s, 3H, OCHs); 3.42 (d, 1H, J=5.2Hz,
CH,NCO); 2.63 (d, 2H, J=7.2Hz, CqCH>); 1.68 (s, 3H, NC(CH3),CO,CHs); 1.53 (s, 3H,
NC(CH3),CO,CH3). "C-NMR (75MHz, CDCly): 172.8; 165.1; 147.2; 134.9; 133.5;
132.7; 130.7; 130.3; 125.0; 120.7; 66.6; 58.7; 52.3; 51.4; 39.1; 26.0; 23.6. Analisis
elemental calculado para C7H;;N304S: C, 49.63; H, 5.14; N, 10.21. Hallado: C, 50.03;
H, 5.15; N, 10.05.

(3R)-3-Isobutil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)

azetidin-2-ona

Se siguid el procedimiento general a partir del éster

metilico de la (R)-2-isobutilserina (1 mmol, 0.175 g) y H-
N Aib-OMe (1.1 mmol, 0.117 g), adicionando CuBr-Me,S

?{‘\OMe (0.059 g) para acelerar la reaccion. La apertura de la
1 aziridina se prolongd durante 16h. Aceite incoloro.
Rendimiento desde 41d: 45%, 0.192 g. Datos de caracterizacion: [a]p?=-71.9 (c= 1.0,
CH,CL); IR(cm™, KBr): 1763 (C=0); 1738 (C=0); 1537, 1377. MS (70 eV, EI): m/z:
242(16); 212(13); 186(17); 175(14); 149(21); 148(17); 133(62); 120(21); 111(21);
197(25); 97(44); 85(34); 84(29); 71(51); 57(100). '"H-NMR (500MHz, CDCls): 8.15
(dd, 1H, J;= 1.3Hz, J,= 7.4Hz, H3-Ns); 7.90 (dd, 1H, J,= 1.3Hz, J,= 7.4Hz, He-Ns); 7.74
(m, 2H, H4 and Hs-Ns); 5.90 (bs, 1H, SO,NH); 3.82 (d, 1H, J= 5.1Hz, CH,NCO); 3.74
(s, 3H, OCHj3); 3.44 (d, 1H, J= 5.1Hz, CH,NCO); 1.92-1.84 (m, 2H, CH(CH3), y
CH,CH(CHjs),); 1.72 (m, 1H, CH,CH(CHs),); 1.68 (s, 3H, NC(CHj3),CO,Me); 1.52 (s,
3H, NC(CHj3),CO:Me); 0.98 (d, 3H, J= 6.2Hz, CH(CHs),); 0.92 (d, 3H, J= 6.3Hz,
CH(CHs),). "C-NMR (75MHz, CDCL): 173.1; 165.9; 147.6; 135.4; 133.5; 132.9;
131.3; 125.3; 68.1; 59.0; 53.4; 52.6; 43.3; 29.7; 24.5; 23.9; 23.8; 22.8. Analisis
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elemental teorico para CsH,sN3O5S (427.1413): C, 50.57; H, 5.89; N, 9.83. Hallado: C,
51.23; H, 5.30; N, 9.50. HRMS (m/z): 427.1435; C,gH,5N305S requiere: 427.1413.

(3R)-3-Metil-1-[1-(carboxi)-isopropil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-

ona

N02 A una disolucion de (3R)-3-metil-1-[1-
H Me (metoxicarbonil)isopropil]-3-(2-nitrobencensulfonamido)
J;‘ \‘/ azetidin-2-ona 71c¢ (1 mmol, 0.385 g) en THF (10 mL) se

COH le adiciono6 una disolucion de LiOH.H,O (5 mmol, 0.211
g) en H,O (5 mL). La mezcla se dejo agitar durante 2
horas, tras lo cual se acidifico con HCI 2M vy se extrajo la fase organica con EtOAc. El
crudo de reaccioén se purificé por cromatografia de columna utilizando una mezcla
Hexano/EtOAc 2:1. Aceite amarillo. Rendimiento: 93%, 0.345 g. Datos de
caracterizacion: [a]p>= -33.2 (c= 1.2, MeOH); IR(cm™, KBr): 3260, 2989 (NH, OH),
1785, 1764 (C=0); 1532 (NO»); 1179, 816 (SO;). MS m/z (Tipo de fuente de iones:
ESI, polaridad negativa): MS-1: 383.0; MS2(383.0): 200.7, 185.7, 137.8; MS3(137.8):
117.9. "H NMR (500MHz, CD;0D): 8.16—7.78 (m, 4H), 3.68 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 3.34
(d, 1H, J = 5.0 Hz), 1.61 (s, 3H), 1.52 (s, 3H), 1.44 (s, 3H). °C NMR (75MHz,
CD;0OD): 175.9, 169.1, 149.3, 136.4, 135.0, 133.6, 131.7, 125.9, 65.6, 60.2, 54.5, 24.3,
24.2,20.9. Analisis elemental calculado para C4H,7N30,S: C, 45.28; H, 4.61; N, 11.32.
Hallado: C, 45.04; H, 5.02; N, 11.93.

5.5 Sintesis de peptidomiméticos del tipo Ac-(f-Lactam)-Aa-NHMe

NsHN., I I !
a NsHN, b)
\f\\IRZ a)' \(\\\RZ \("‘RZ
42

CO,R® CONHMe CONHMe
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5.5.1 Procedimiento general para la preparacion de las 3-metil-1-[(N-

metilcarbamoil)metil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)azetidin-2-onas 73. (ref.
105
)

A una disoluciéon de la correspondiente B-lactama (1.0 mmol, 0.357 g) en THF
seco (15 mL) se adicionaron NMM (1.0 mmol, 0.11 mL) y IBCF (1.0 mmol, 0.125 mL)
sucesivamente a -20°C. Tras un periodo de activacion de 3 min, se adicion6 una
disolucion de metilamina al 40% en THF (2.0 mmol, 0.068 mL). La mezcla se dejo
agitar durante 45 min a la misma temperatura. El crudo de reaccidon obtenido
evaporando el disolvente a presion reducida se purifico directamente mediante

cromatografia de columna (gel de silice, eluyente: Hexane/EtOAc 1:7).

(3R)-3-Metil-1-[1-(1R)-(N-metilcarbamoil)-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin

-2-ona
NO, Se siguio6 el procedimiento general a partir de la (3R)-3-
@[ H Me metil-1-[(R)-1-carboximetil]-3-(2-nitrobencensulfonil
s
0, N amido)-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.342 g). Sélido blanco.
© ?ZONHMe Rendimiento: 80%, 0.285 g. Datos de caracterizacion:
73a

Pto. Fusion: 145-147 °C; [o]p>= -87.3 (c= 1.5, CH,CL);
IR(cm™, KBr): 3108, 2990 (NH, OH), 1760, 1732 (C=0), 1526 (NO,), 1140, 825.
HPLC-MS, MeOH/HCO,H m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad negativa): MS-
1: 354.9; MS2(354.9): 135.8 137.7 185.7, 193.7. 'H NMR (300MHz, CDCl;):
8.10-7.26 (m, 4H, Ns), 6.98 (bs, 1H, NHCH3), 5.95 (s, 1H, NHCq), 4.35 (d, 1H, J =
17Hz, CH,CO), 3.89 (d, 1H, J = 5.5 Hz, (CH3)CqCH>), 3.57 (d, 1H, J = 17 Hz, CH;
CO), 3.37 (d, 1H, J = 5.5 Hz, (CH3)CqCH, ), 2.90 (d, 3H, J = 5.5 Hz), 1.62 (s, 3H). °C
NMR (75MHz, CDCls): 167.4, 167.1, 147.6, 134.9, 133.9, 133.2, 130.8, 125.5, 67.9,
57.4, 45.6, 26.3, 21.8. Andlisis elemental calculado para C;3H;cN4O¢S: C, 43.82; H,
4.53; N, 15.72. Hallado: C, 43.36; H, 5.07; N, 14.96.

195 Shendage, D. M.; Fréhlich, R.; Haufe, G. Org. Lett., 2004, 6, 3675-3678.
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(3R)-3-Metil-1-[1-(1R)-(N-metilcarbamoil)-etil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-

azetidin-2-ona

NO, Se siguid el procedimiento general a partir de la (3R)-3-
@[ ) H ) Me metil-1-[(R)-1-carboxi-etil]-3-(2-nitrobencenosulfon
S ‘4
0, EW\“Me amido)-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.375 g). Sélido blanco.
o

CONHMe Rendimiento: 58%, 0.214 g. Datos de caracterizacion:

Pto. Fusion: 152 °C; [a]p™= -67.34 (c= 0.75, CH,CL);
IR(cm™, KBr): 3150, 2963 (NH, OH), 1750, 1735 (C=0); 1520 (NO,); 1160, 825 (SO,).
HPLC-MS, MeOH/HCO,H m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva):
MS1: 369.0; MS2(369.0): 185.7, 137.8, 126.8. "H NMR (500MHz, CDCl3): 8.09-7.74
(m, 4H), 7.08 (br s, 1H), 5.92 (s, 1H), 4.47 (q, 1H, J = 7.3 Hz), 3.74 (d, 1H, J = 5.5 Hz),
3.40 (d, 1H, J = 5.5 Hz), 2.88 (d, 3H, J = 4.7 Hz), 1.60 (s, 3H), 1.42 (d, 3H, J = 7.3 Hz).
BC NMR (75MHz, CDClL): 170.1, 166.9, 147.6, 135.0, 133.9, 133.2, 130.8, 125.4,
66.5, 53.9, 50.3, 26.4, 21.9, 14.48. Andlisis elemental calculado para C;4H sN4OsS: C,
45.40; H, 4.90; N, 15.11. Hallado: C, 45.00; H, 4.06; N, 15.19.

73b

(3R)-3-Metil-1-[1-(15)-(N-metilcarbamoil)-etil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-

azetidin-2-ona

Se siguio6 el procedimiento general a partir de la (3R)-3-

NO,
@[ H Me metil-1-[(S)-1-carboxi-etil]-3-(2-nitrobencensulfonamido)
8’ ” -azetidin-2-ona (1 mmol, 0.375 g). Soélido blanco.
2 N Me
o \( Rendimiento: 59%, 0.217 g. Datos de caracterizacion:
CONHMe
73c Pto. Fusion: 163-164°C; [a]p”>= -69.30 (c= 0.67, CH,CL);

IR(cm™, KBr): 3120, 2959 (NH, OH), 1765, 1745 (C=0); 1540 (NO,); 1100, 808 (SO,).
MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad negativa): MS-1: 369.0; MS2(369.0):
185.7, 137.8, 126.9; MS3(137.0): 121.8, 90.0. '"H NMR (500MHz, CDCls): 8.12-7.72
(m, 4H), 6.56 (br s, 1H), 5.96 (s, 1H), 4.06 (q, 1H, J = 7.3 Hz), 3.84 (d, 1H, J = 5.5 Hz),
3.39(d, 1H, J = 5.5 Hz), 2.84 (d, 3H, J = 4.8 Hz), 1.58 (s, 3H), 1.57 (d, 3H, J = 7.3 Hz).
BC NMR (75MHz, CDClL): 171.1, 167.4, 148.0, 135.8, 134.2, 133.5, 131.2, 125.8,
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66.5, 55.9, 53.90, 26.8, 21.9, 15.90. Analisis elemental calculado para C;4H;sN4O¢S: C,
45.40; H, 4.90; N, 15.11. Hallado: C, 44.84; H, 4.32; N, 15.64.

(3R)-3-Metil-1-[(1R)-fenil-(N-metilcarbamoil)metil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)

-azetidin-2-ona

A una disolucion de la (3R)-3-metil-1-[(R)-fenil-

NO>
©[ HMe carboximetil]-3-(2-nitrofenilsulfonamido)-azetidin-2-ona
82 ) N ph (1 mmol, 0.416 g) y metilamina (2M THF; 1.48 mmol,
o h) 0.744 mL) en CH,Cl, (20 mL) se le adicionaron de
CONHMe
73d manera secuencial DCC (5.8 mmol, 1.20 g) y HOBt

(1.19mmol, 0.16 g) a 0°C. la reaccion se dejo agitar durante 12 horas, permitiéndole al
sistema alcanzar temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se evapord el
disolvente a presion reducida y se obtuvo un crudo de reaccion que se purifico mediante
cromatografia en placa preparativa de gel de silice (Hexano/EtOAc 1:5). Rendimiento:
78% (0.337 g). Solido amarillo. Pto. Fusion: 145 °C; [a]5 = —144.42 (¢ = 0.75,
CH,CL). IR (cm™', KBr): 3320, 2984 (NH, OH), 1768, 1732 (C=0), 1540 (NO,), 1158,
828. MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad negativa): MS+1: 431.0;
MS2(431.0): 193.7, 188.8, 137.8.1; MS3(188.8): 137.8, 131.8. '"H NMR (500MHz,
CDCls): 8.14-7.25 (m, 10H), 5.52 (s, 1H), 3.80 (d, 1H, J=5.8 Hz), 2.99 (d, 3H, J=4.7
Hz), 2.94 (d, 1H, J = 5.8 Hz), 1.46 (s, 3H). °C NMR (75MHz, CDCl;): 169.1, 167.2,
147.9, 135.4, 134.3, 133.7, 131.3, 129.6, 129.2, 125.9, 66.7, 60.07, 55.3, 27.0, 21.8.
Analisis elemental calculado para C;9H»0N4OgS: C, 52.77; H, 4.66; N, 12.96. Hallado:
C, 52.85; H,4.58; N, 12.29.

(3R)-3-Metil-1-[(18)-fenil-(N-metilcarbamoil)metil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)

-azetidin-2-ona

o Se preparo6 el compuesto 73e partiendo de la acido (3R)-3-
2

©: H Me metil-1-[(S)-fenil-carboximetil]-3-(2-nitrobencenosulfon
82 ’ NYPh amido)-2-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.416 g) y metilamina

O (2M THF; 1.49 mmol, 0.745 mL) de acuerdo con el
CONHMe

73e
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procedimiento indicado para el compuesto precedente 73d. La reaccion provoca una
epimerizacion en Ca’, dando lugar a una mezcla de diastereomeros 73d y 73e (ratio
4:96) que se separ6 mediante cromatografia de capa fina preparativa sobre gel de silice
(Hexane/EtOAc 1:5). Rendimiento: 85% (0.367 g). So6lido amarillento. Pto. Fusion:
148-150 °C; [a]® = +38.90 (¢ = 0.7, CH,Cl,). IR (cm ™', KBr): 3210, 2943 (NH, OH),
1745, 1725 (C=0), 1544 (NO,), 1164, 821. MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI,
polaridad negativa): MS-1: 431.0; MS2(431.0): 137.8.1, 188.8, 185.7. 'H NMR
(500MHz, CDCl3): 7.92-7.35 (m, 10H), 5.99 (br s, 1H), 5.93 (br s, 1H), 5.38 (s, 1H),
3.62 (s, 2H), 2.79 (d, 3H, J = 4.7 Hz), 1.62 (s, 3H). ’C NMR (75MHz, CDCl5): 168.7,
167.1, 147.5, 135.3, 133.9, 133.5, 132.9, 130.7, 129.2, 128.9, 128.4, 125.3, 65.9, 59.2,
54.8, 26.4, 21.3. Analisis elemental calculado para C9H;0N4O¢S: C, 52.77; H, 4.66; N,
12.96. Hallado: C, 53.00; H, 4.59; N, 12.58.

(3R)-3-Metil-1-[1-(N-metilcarbamoil)isopropil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-

azetidin-2-ona

A una disoluciéon de (3R)-3-metil-1-[1-(carboxi)-iso

NO,
@[ H Me propil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona (1
82 N\F mmol, 0.371 g) en CH,Cl, seco (10 mL) a 0°C, se le
CONHMe adicion6 una disoluciéon 2M de metilamina en THF (2
73f mmol, 1 mL). La reaccién se enfrié hasta -12°C y se le

adicion6é EEDQ (1.8 mmol, 0.44 g) disuelto en 5 mL de CH,Cl; seco. La mezcla se dejo
agitar hasta alcanzar temperatura ambiente durante 16 horas. El crudo de reaccion
resultante se purifico mediante cromatografia de columna o capa fina preparativa
utilizando una mezcla eluyente de Hexano/EtOAc 1:7. So6lido blanco. Rendimiento:
75%, (0.288 g). Datos de caracterizacion: Pto. Fusion: 135°C. [a]p™= -46.21 (c= 1.75,
CH,Cl); IR (cm™, KBr): 3315, 2934 (NH, OH), 1758, 1728 (C=0); 1540 (NO,); 1166,
798 (SO;). MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad negativa): MS-1: 383.0;
MS2(383.0): 200.7, 185.7, 137.8; MS3(137.8): 117.9. '"H NMR (500MHz, CD;OD):
8.14-7.84 (m, 4H), 3.63 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 3.41 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 2.79 (s, 3H,), 1.57
(s, 3H), 1.54 (s, 3H), 1.45 (s, 3H). °C NMR (75MHz, CD;0D): 174.5, 168.3, 148.2,
135.4, 134.1, 132.6, 130.2, 124.8, 64.8, 60.2, 53.8, 25.8, 23.4, 23.3, 20.1. Anadlisis
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elemental calculado para C;sH)N4O¢S: C, 46.87; H, 5.24; N, 14.57. Hallado: C, 47.37,
H, 5.57; N, 14.00.

5.5.2 Procedimiento general para la preparacion de Ac-(f-Lactam)-(Aa)-
NHMe

A una disolucion de la  correspondiente  (3R)-3-metil-1-[1-(N-
metilcarbamoil)metil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona (1 mmol) en
CH;CN seco (75 mL) se le adicionaron tiofenol (5 mmol, 0.507 g) y K,CO; (4 mmol,
0.552 g). Tras 1 hora de reaccion, se le adicion6 anhidrido acético (6 mmol, 1.313 g) y
la mezcla se agitd 16 horas mas. El disolvente se evapor6 a presion reducida y el crudo
se purifico mediante cromatografia de capa fina preparativa de gel de silice utilizando

como eluyente una mezcla Hexano/EtOAc 1:7 6 CH,Cl,/MeOH 10:1.
(3R)-3-Acetamido-3-metil-1-[1-(N-metilcarbamoil)metil]-azetidin-2-ona

H Me Se siguid el procedimiento experimenta descrito partiendo

Me\n/ N J;‘ de  (3R)-3-metil-1-[1-(N-metilcarbamoil)metil]-3-(2-nitro
o 5 Nj bencenosulfonamido)-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.356 g).
424 CONHMe  Aceite amarillento. Rendimiento: 84%, (0.179 g). Datos de
caracterizacién: Pto. Fusion: 159-160°C. [a]5 = +94.80 (c

= 0.5, CH,Cly); IR (cm ™', KBr): 3210, 2965 (NH), 1740, 1728 (C=0). MS m/z (Tipo de
fuente de iones: ESI, polaridad negativa): MS-1: 211.8; MS2(212.0): 181.8, 169.8,
MS3(169.8): 126.8, 112.8, 100.8, 96.0, 82.9. "H NMR (500MHz, CDCl;): 8.19 (bs, 1H),
6.16 (s, 1H), 4.44 (d, 1H, J=17.6 Hz), 3.89 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 3.57 (d, 1H, J = 17.6
Hz), 3.37 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 2.90 (d, 3H, J = 4.6 Hz), 2.06 (s, 3H), 1.58 (s, 3H). °C
NMR (75MHz, CDCl;): 170.7, 168.8, 168.0, 65.0, 53.5, 45.3, 26.3, 22.9, 20.5. Analisis
elemental calculado para CoH;sN3O;: C, 50.69; H, 7.09; N, 19.71. Hallado: C, 50.61; H,

7.70; N, 19.53.
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(3R)-3-Acetamido-3-metil-1-[1-(1R)-(N-metilcarbamoil)etil]-azetidin-2-ona

Se sigui6 el procedimiento experimenta descrito partiendo

H Me
Mo ™ J; de la (3R)-3-metil-1-[1-(1R)-(N-metilcarbamoil etil]-3-(2-
o o Nj“‘Me nitro bencenosulfonamido)-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.370
aop CONHAME g)  Sélido amarillento. Rendimiento: 72%, (0.163 g).

Datos de caracterizacion: Pto. Fusion: 159-160°C. [oc]D25 =
+58.22 (c= 0.5, CH,Cly); IR(cm™ KBr): 3125, 3060 (NH, OH), 1782, 1768 (C=0). MS
m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad negativa): MS-1: 225.9; MS2(225.9):
183.8; MS3(183.8): 126.8, 96.9. 'H NMR (500MHz, CDCl3): 8.13 (br s, 1H), 5.96 (s,
1H), 4.47 (q, 1H, J =7.3 Hz), 3.73 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 3.23 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 2.84 (d,
3H, J = 4.6 Hz), 2.04 (s, 3H), 1.55 (s, 3H), 1.40 (d, 3H, J = 7.3 Hz). °C NMR (75MHz,
CDCl3): 170.6, 168.6, 63.5, 50.2, 49.8, 26.5, 23.0, 20.7, 14.42. Analisis elemental
calculado para CoH;7N30;5: C, 52.85; H, 7.54; N, 18.49. Hallado: C, 52.36; H, 7.60; N,
18.53.

(3R)-3-Acetamido-3-metil-1-[(1S5)-(N-metilcarbamoil)etil]-azetidin-2-ona

Se siguid6 el procedimiento experimental descrito

H Me
Mej]/N’jr—‘ partiendo de la (3R)-3-metil-1-[1-(15)-(N-metilcarbamoil)
© o NYMe etil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona (1
42 CONHMe mmol, 0.370 g). Sélido blanco. Rendimiento: 81%, 0.183

g. Datos de caracterizacion: Pto. Fusién: 115°C. [a]p™ = +58.58 (c= 0.5, CH,CL,);
IR(cm™, KBr): 3310, 3140 (NH, OH), 1785, 1758 (C=0). MS m/z (Tipo de fuente de
iones: ESI, polaridad negativa): MS-1: 225.9; MS2(225.9): 195.8, 183.8; MS3(183.8):
126.8, 96.9. "H NMR (500MHz, CDCl3): 8.01 (br s, 1H), 5.96(s, 1H), 3.80 (d, 1H, J =
5.0Hz),3.75(q, 1H,J=7.4 Hz), 3.17 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 2.86 (d, 3H, J = 4.7 Hz), 2.03
(s, 3H), 1.73 (d, 3H, J = 7.5 Hz), 1.55 (s, 3H). °C NMR (75MHz, CDCls): 171.4, 170.5,
168.6, 63.4, 56.2, 53.5, 26.4, 23.0, 20.6, 16.3. Analisis elemental calculado para
Ci10H17N30s5: C, 52.85; H, 7.54; N, 18.49. Hallado: C, 52.61; H, 7.70; N, 19.13.
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(3R)-3-Acetamido-3-metil-1-[(1R)-fenil-(N-metilcarbamoil)etil]-azetidin-2-ona

Se siguiod el procedimiento experimental descrito partiendo

H Me
Mo de  (3R)-3-metil-1-[(1R)-fenil-(N-metilcarbamoil)metil]-3-
O 0 Nj Ph (2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona (1 ~ mmol,

409 CONHMe 0.432 g). Solido blanco. Rendimiento: 89% (0.028 g). Pto.

Fusién: 99°C; [o]p> = +21.2 (¢ = 0.5, CH,CL,). IR (cm ™,

KBr): 3125, 3094 (NH), 1760, 1725 (C=0). MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI,

polaridad negativa): MS—1: 288.1; MS2(288.0): 245.8, 230.8, 171.8, 126.8, 111.9;

MS3(245.8): 126.8; MS4(126.8): 111.8, 98.9. 'H NMR (500MHz, CDCls): 8.44 (br s,

1H), 7.37-7.22 (m, 5H), 5.99 (br s, 1H), 5.50 (s, 1H), 3.73 (d, 1H, J = 5 Hz), 2.95 (d,

3H, J = 4.6 Hz), 2.72 (d, 1H, J = 5 Hz), 2.00 (s, 3H), 1.38 (s, 3H). °C NMR (75MHz,

CDCls): 170.9, 169.2, 168.3, 134.3, 129.0, 128.9, 128.4, 63.4, 59.4, 51.3, 26.6, 22.9,

20.2. Andlisis elemental calculado para C;sH9yN3;O;: C, 62.27; H, 6.62; N, 14.52.
Hallado: C, 62.83; H, 6.32; N, 14.62.

(3R)-3-Acetamido-3-metil-1-[(15)-fenil-(N-metilcarbamoil)metil]-azetidin-2-ona

Se sigui6 el procedimiento experimental descrito partiendo de

Me
Me \ﬂ/H ., (3R)-3-metil-1-[1-(1.5)-fenil-(N-metilcarbamoil )metil ]-3-(2-
1) N _Ph nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.432 g).
o
4pe CONHMe Rendimiento: 94% (0.039 g). Solido blanco. Pto. Fusion:
e

198-199°C; [a]¥ = +133.49 (¢ = 0.75, MeOH). IR (cm ',
KBr): 3210, 2998 (NH), 1744, 1725 (C=0). MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI,
polaridad negativa): MS-1: 288.1; MS2(288.0): 245.8, 230.8, 188.8, 171.8, 126.8;
MS3(245.8): 126.8; MS4(126.8): 111.8, 58.3. 'H NMR (500MHz, CDCls): 7.43-7.39
(m, 5H), 7.14 (br s, 1H), 5.66 (s, 1H), 5.77 (s, 1H), 3.77 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 3.46 (d,
1H, J = 5.0 Hz), 2.93 (d, 3H, J = 4.7 Hz), 2.02 (s, 3H), 1.58 (s, 3H). °C NMR (75MHz,
CDCl): 170.1, 168.9, 168.3, 134.6, 128.8, 128.7, 128.5, 76.6, 63.4, 62.3, 53.9, 26.5,
23.0, 20.4. Analisis elemental calculado para C;sH9N3Og: C, 62.27; H, 6.62; N, 14.52.
Hallado: C, 62.67; H, 6.70; N, 14.30.
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(3R)-3-Acetamido-3-metil-1-[1-(N-metilcarbamoil)isopropil]-azetidin-2-ona

4 Me Se sigui6 el procedimiento experimental descrito partiendo de

Me\n/ J;‘ la (3R)-3-metil-1-[1-(N-metilcarbamoil)isopropil]-3-(2-ni
\F trobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.385 g).
CONHMe ' g¢lido amarillento. Rendimiento: 82%, (0.197 g). Datos de
caracterizacién: Pto, Fusion: 216-218°C. [a]p™= +57.7 (c=
0.75, CH,Cl,); IR(cm™, KBr): 3320, 3180 (NH), 1769, 1748 (C=0). MS m/z (Tipo de
fuente de iones: ESI, polaridad positiva): MS+23: 264.0, 242.0; MS2(242.0): 129.0;
MS3(129.0): 101.1, 58.4. '"H NMR (500MHz, CDCl3): 8.28 (br s, 1H), 6.30 (s, 1H),
3.73 (d, 1H, J =5.0 Hz), 3.20 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 2.82 (d, 3H, J = 4.6 Hz), 2.02 (s, 3H),
1.71 (s, 3H), 1.52 (s, 3H), 1.36 (s, 3H). °C NMR (75MHz, CDCls): 173.7, 170.7, 168.3,
62.2, 60.3, 51.0, 26.6, 24.8, 24.3, 22.9, 20.7. Andlisis elemental calculado para
C11H19N304: C, 54.76; H, 7.94; N, 17.42. Hallado: C, 54.50; H, 8.00; N, 17.09.

42f

5.6 Sintesis de peptidomiméticos del tipo Boc-(f-Lactam)-(Ala)-Aib-OH

b9

H Ph H Ph
O-~_N,,, d) O~_N,,,
>0 0 —— 27y 0
(@] N OB (@] N OH
76 Me (@] 44 Me (@]

5.6.1 Procedimiento general para la formacion de Ns-(fi-Lactam)-(Ala)-Aib-
OBn

A una disolucién de la correspondiente (3R)-3-bencil-1-[1-(carboxi)etil]-3-(2-

nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona 64 (1 mmol) se le adicion6 en CH,Cl, seco
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(20 mL) a 0°C H-Aib-OBn'*(1 mmol, 0.193 g). A continuacion se enfrio la mezcla a -
12°C y se adiciono el reactivo EEDQ (1.2 mmol, 0.310 g). La mezcla se agitd 16 horas
permitiendo que alcanzara temperatura ambiente, tras lo cual se lavo con una disolucion
saturada de NaHCOs3 (3x10 mL) y con HCI 1M hasta observar la total desaparicion de
EEDQ. El crudo de reacciéon se purific6 mediante cromatografia de columna (gel de

silice, eluyente Hexano/EtOAc 2:1).

2-{2-[(3R)-3-Bencil-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-2-oxoazetidin-1-il]-(2R)-propan

amido}-2-metilpropanoato de bencilo

NO,
@[ S P
s N 0
0, -3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona
e \l)LH><Wo Bn
Me @)

(1 mmol, 0.433 g). Solido blanco. Rendimiento:

Se siguio6 el procedimiento experimental

partiendo de (3R)-3-bencil-1-[(R)-1-carboxietil]

75-(R) 80%, (0.486 g). Datos de caracterizacion: Pto,
Fusion: 216-218°C. [a]p™= +54.7 (c= 0.42, CH,Cl,); IR(cm™, KBr): 3396, 3085 (NH),
1762, 1681 (C=0), 1539 (NO,), 1347 (SO,), 1153 (SO,). MS m/z (Tipo de fuente de
iones: ESI, polaridad positiva): MS+23: 264.0, 242.0; MS2(242.0): 129.0; MS3(129.0):
101.1, 58.4. "H NMR (500MHz, CDCl;): 8.15-7.72 (m, 4H, Ns), 7.37-7.21 (m, 10H,
Ar), 7.17 (s, 1H, NHC(CH3),), 5.89 (s, 1H, NH-Ns), 5.21 (d, 1H, J=12.3Hz, OCH,Ph),
5.09 (d, 1H, J=12.6Hz, OCH,Ph), 4.32 (m, 1H, NCH(CHj3)), 3.55 (d, 1H, J=5.7Hz,
NCH»Cq), 3.34 (d, 1H, J=5.7Hz, NCH»Cq), 3.14 (d, 1H, J=13.5Hz, CqCH,Ph), 3.03 (d,
1H, J=13.5Hz CqCH,Ph), 1.59 (s, 3H, (CH3),Cq), 1.56 (s, 3H, (CH3).Cq), 0.83 (d, 3H,
J=6.9Hz, CH;CHNH). °C NMR (75MHz, CDCl;): 173.8, 168.8, 166.1, 147.4, 134.9,
133.8, 133.2, 132.6, 130.9, 130.2, 128.9, 128.5, 128.2, 128.1, 125.3, 70.1, 67.0, 56.6,
50.5,49.5,40.3,25.4,24.7, 13 4.

% La amina es liberada a partir de la sal TsO'NH;-Aib-OBn en las siguientes condiciones:

KHCO3/K,CO;3, CH;CN, 40°C, 1h; con un rendimiento del 93%.
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2-{2[(3R)-3-Bencil-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-2-oxoazetidin-1-il]-(2S)-propan

amido}-2-metilpropanoato de bencilo

Se siguid el procedimiento experimental

NO,

@[ H Ph partiendo de (3R)-3-bencil-1-[(S)-1-carboxietil]
7 0] . . ..
-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona
2 n A >§(OBn ( )
o : H (1 mmol, 0.433 g). Solido blanco. Rendimiento:
Me O

75-(S) 70%, 0.426 g. Datos de caracterizacion: Pto,

Fusion: 216-218°C. [a]p>’= +106.7 (c= 0.3, CH,CL); IR(cm™', KBr): 3378, 3105 (NH),
1748 (C=0). 1539 (NO»), 1356 (SO,), 1165 (SO,). MS m/z (TOF MS ES+): MS[+Na]:
630.9, MS[+H]: 608.8, MS: 562.8, 500.9, 472.9, 394.0, 359.9, 115.9. 'H NMR
(500MHz, CDCls): 8.14-7.74 (m, 4H, Ns), 7.40-7.25 (m, 10H, Ar), 6.93 (s, 1H,
NHC(CHs),), 5.86 (s, 1H, NH-Ns), 5.18 (s, 2H, OCH,Ph), 3.89 (g, 1H, NCH(CH;)CO),
3.72 (d, 1H, J=5.7Hz, CqCH,NH), 3.47 (d, 1H, J = 5.7Hz, CqCH,NH), 3.14 (q, 2H,
CqCH,Ph), 1.59 (s, 3H, (CH;),CqCO), 1.58 (s, 3H, (CH;),CqCO), 1.46 (d, 3H,
J=7.25Hz, CH;CHNH). >C NMR (75MHz, CDCLy): 173.9, 169.5, 166.5, 147.4, 133.6,
133.2, 133.1, 130.9, 130.0, 129.0, 128.5, 128.2, 128.1, 127.9, 125.3, 69.5, 67.2, 56.6,
53.8, 53.5,40.6, 29.7, 24.9, 15.1.

5.6.2 Procedimiento general para la formacion de BocNH-(f-Lactam)-(Ala)-
Aib-OBn

A una disolucion del correspondiente 2-{[(35)-3-bencil-3-(2-
nitrobencensulfonamido)-2-oxoazetidin-1-il]-metilacetamido } -2-metilpropanoato de
bencilo 75 (1 mmol, 0.608 g) en CH3CN se le adiciono tiofenol (5 mmol, 0.469 mL) y
K,CO; (4 mmol, 0.567 g). La mezcla se agitd durante 2 horas, siguiendo la desaparicion
de producto de partida por cromatografia de capa fina. Finalizada la reaccion, el crudo
se purifico por cromatografia de columna (gel de silice, eluyentes: CH,Cl,, luego
MeOH). El producto obtenido se disolvié en CH3CN (15 mL) y se le adicion6 el
anhidrido de diterc-butilo (5.1 mmol, 1.17 mL) y se agité 16 horas. Tras evaporar el
disolvente, la mezcla se purific6 mediante cromatografia de columna (silica gel),

utilizando una mezcla de eluyente Hexano/EtOAc 2:1.
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2-{2[(3R)-3-Bencil-3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-oxoazetidin-1-il]-(2R)-propana

mido}-2-metilpropanoato de bencilo

Ph Se siguid el procedimiento general partiendo
>(O\H/H£\ o de 2-{2[(3R)-3-bencil-3-(2-nitrobencenosulfo
o g N\|)LN>§(OBn namido)-2-oxoazetidin-1-il]-(2R)-propan
Me 70O amido}-2-metilpropanoato de bencilo (1
76-R) mmol, 0.608 g). Solido blanco. Rendimiento:
90%, 0.537 g. Datos de caracterizacion: Pto, Fusién: 216-218°C. [a]p> = -4.8 (c= 0.1,
CH,Cl,); IR(em™, KBr): 3320, 2980 (NH), 1756, 1700 (C=0). 1542 (NO,), 1365 (SO,),
1156 (SO,). "H NMR (500MHz, CDCls): 7.71 (s, 1H, NHC(CHs),), 7.38-7.30 (m, 5H,
Ar), 5.15 (s, 2H, OCH,Ph), 4.76 (bs, 1H, ‘BuONH), 3.71 (d, 1H, J=4.9Hz, CqCH,N),
3.49 (m, 1H, CH(CH3)), 3.25 (d, 1H, J=4.9Hz, CqCH)N), 3.16 (d, 1H, J=14.0Hz,
CqCH,Ph), 2.98 (d, 1H, J=14.0Hz, CqCH,Ph), 1.58 (s, 3H, (CH3),CH), 1.57 (s, 3H,
(CH3),CH), 1.47 (d, 3H, J=7.3Hz, (CH3)CH), 1.44 (s, 9H, (CH;);0). ’C NMR
(75SMHz, CDCls): 174.5, 169.4, 168.5, 154.5, 136.5, 133.6, 130.5, 129.2, 128.8, 128.5,
128.4, 128.2, 81.4, 67.9, 67.2, 56.9, 49.1, 47.6, 39.6, 28.6, 26.5, 24.8, 13.7. HRMS (m/z
+C,Hs): 552.3074; requiere: 552.3089.

2-{2[(3R)-3-Bencil-3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-oxoazetidin-1-il]-(2S)-propan

amido}-2-metilpropanoato de bencilo

Se sigui6 el procedimiento experimental
partiendo de  2-{2[(3R)-3-bencil-3-(2-nitro
bencenosulfonamido)-2-oxoazetidin-1-il]-(25)-
propanamido }-2-metilpropanoato de bencilo (1

76-(S) mmol, 0.608 g). Sélido blanco. Rendimiento:

89%, 0.523 g. Datos de caracterizacion: Pto, Fusion: 216-218°C. [a]D25= -17.0 (c=0.1,
CH,Cly); IR(cm™, KBr): 3338, 2925 (NH), 1762, 1692 (C=0). 1521 (NO,), 1373 (SO»),
1162 (SO,). MS m/z (TOF MS ES+): MS(C;H7°): 91.05 (61), MS(CsH9NO,*): 115.05
(5), MS(C1H;sN,O4+): 239.14 (5). '"H NMR (500MHz, CDCly): 7.70 (s, 1H,
NHC(CHs),), 7.38-7.26 (m, 5H, Ar), 5.18 (d, 1H, J=12.6Hz, OCH,Ph), 5.04 (d, 1H,
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J=12.3Hz, OCH,Ph), 4.81 (s, 1H, ‘BuONH), 4.32 (m, 1H, CH(CH3)), 3.54 (d, 1H,
J=5.4Hz, CqCH,N), 3.19 (d, 1H, J=5.4Hz, CqCHLN), 3.15 (d, 1H, J=13.5Hz
CqCH,Ph), 2.90 (d, 1H, J=13.2Hz, CqCH,Ph), 1.59 (s, 3H, (CHs),CH), 1.52 (s, 3H,
(CHs),CH), 1.44 (s, 9H, (CH3);0), 0.77 (d, 3H, J=7.2Hz, (CH;)CH)."*C NMR (75MHz,
CDCL): 174.5, 169.4, 168.5, 154.5, 136.5, 133.6, 130.5, 129.2, 128.8, 128.5, 128.4,
128.2, 81.4, 67.9, 67.2, 56.9, 49.1, 47.6, 39.6, 28.6, 26.5, 24.8, 13.7.

5.6.3  Procedimiento general para la formacion BocNH-(f-Lactam)-(Ala)-
Aib-OH

A una disolucion del correspondiente 2-{[2(3R)-3-bencil-3-(terc-butoxi
carbonilamino)-2-oxoazetidin-1-il]-metilacetamido } -2-metilpropanoato de benci lo 76
(1 mmol, 0.523 g) en MeOH (20 mL) se le adicion6 Pd/C al 20% en peso (52 mg). La
mezcla se agitd 2 horas, se filtrd sobre celita y se obtuvo el producto final sin necesidad

de posterior purificacion.

Acido 2-{2[(3R)-3-bencil-3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-oxoazetidin-1-il]-(2R)-

propanamido}-2-metilpropandico

L P Se siguid el procedimiento experimental partiendo
Z/O\ﬂ/ Nﬁ o de 2-{2[(3R)-3-bencil-3-(terc-butoxicarbonil
0 S N%N%OH amino)-2-oxoazetidin-1-il]-(2R)-propana mido}-2-
aas Me H 9 metilpropanoato de bencilo. Aceite incoloro.
Rendimiento:  95%, 0411 g Datos de
caracterizacion: [a]p>= -15 (c= 0.2, CH,ClL); IR(cm™, KBr): 3320, 3180 (NH), 1769,
1748 (C=0). MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): MS+23: 264.0,
242.0; MS2(242.0): 129.0; MS3(129.0): 101.1, 58.4. '"H NMR (500MHz, CD;OD):
7.31-7.29 (m, 5H, Ar), 4.0 (m, 1H, CH(CHj3)), 3.67 (d, 1H, J=4.8Hz, CqCH,N), 3.35 (d,
1H, J=4.8Hz, CqCH,N), 3.07 (d, 1H, J=13.3Hz, CqCH,Ph), 2.97 (d, 1H, J=13.3Hz,
CqCH,Ph), 1.47 (s, 9H, 'BuO), 1.46 (s, 6H, (CH3),CH), 0.58 (d, 3H, J=7.1Hz,
(CH;)CH). *C NMR (75MHz, CD;OD): 181.2, 171.2, 171.0, 156.6, 135.6, 131.8,
129.4, 128.4, 81.0, 68.8, 59.5, 50.8, 39.1, 28.7, 26.9, 25.8, 13.9.
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Acido 2-{2[(3R)-3-bencil-3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-oxoazetidin-1-il]-(25)-

propanamido}-2-metilpropandico

5 H Ph
T0 9
0 g N\_)J\N><WOH
:e H O

44D

Se sigui6 el procedimiento experimental partiendo
de 2-{2[(3S)-3-bencil-3-(terc-butoxicarbonil

amino)-2-oxoazetidin-1-il]-(2S)-propanamido } -2-
metil propanoato de bencilo. Solido blanco.

Rendimiento:  96%, 0.415 g. Datos de

caracterizacion: Pto. Fusion: 216-218°C. [a]p>= -28.1 (c= 0.36, CH,CL); IR(cm™,
KBr): 2974 (NH), 1739, 1698 (C=0). 1583 (NO,), 1363 (SO,), 1166 (SO,). MS m/z
(TOF MS ES+): MS(C14HoNO,e#): 233.1416 (17), MS(CsH2N2Og4¢): 200.1 (3). 'H
NMR (500 MHz, CDCls): 7.77 (s, 1H, NHC(CHs),), 7.39-7.19 (m, 5H, Ar), 4.9 (s, 1H,
'‘BuONH), 4.34 (m, 1H, CH(CH3)), 3.65 (d, 1H, J=4.4Hz, CqCH,N), 3.38 (d, 1H,
J=5.4Hz, CqCH,N), 3.19 (d, 1H, J=13.5Hz, CqCH.Ph), 2.94 (d, 1H, J=13.5Hz,
CqCH,Ph), 1.55 (s, 3H, (CH3),CH), 1.55 (s, 3H, (CH3),CH), 1.45 (s, 9H, (CH;);0),
0.85 (d, 3H, J=7.25Hz, (CH3)CH). >*C NMR (75MHz, CDCls): 180.6, 170.2, 169.8,
155.5, 134.6, 130.7, 128.4, 127.4, 79.9, 67.7, 58.4, 49.8, 38.1, 29.7, 27.7, 25.8, 24.8,
12.9. HRMS (m/z —CsH,N,0y4"): 233.1416; requiere: 233.1427.

5.7  Sintesis de peptidomiméticos de tipo Boc-(f-Lactam)-(Aib)-Aib-OH

Ph

NSHNN!
N
O ;XgiY)Me

71la

BocHN/,,
a)b) ){i oe)

BocHN.,, BocHN,,,
>< ><H/0H
COan
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(3R)-3-Bencil-3-terc-butoxicarbonil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-azetidin-2-ona.

A una disolucion de (3R)-3-bencil-1-[1-(metoxicarbonil)
1sopropil]-3-(2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona

71a (1 mmol, 0.461 g) en CH3CN (5 mL), se le adiciond
PhSH (5 mmol, 0.469 mL) y K,CO; (4 mmol, 0.567 g).

La mezcla se dejo agitar 2 horas, tras lo que se evapord el
disolvente y purificd la amina intermedia mediante cromatografia de columna (gel de
silice, eluyente: EtOAc, luego MeOH), obteniéndose el producto puro con un
rendimiento del 90%. A continuaciéon se disolvid la amina (0.9 mmol, 0.248 g) en
CH,Cl, (5 mL) y se anadi6 (Boc),O (3 mmol, 0.654g). La mezcla se agitd 16 horas a
temperatura ambiente. El crudo de reaccion se purificd por cromatografia de columna
(gel de silica, eluyente Hexano/EtOAc 5:1). Rendimiento desde 71a: 50%, 0.188 g.
Aceite amarillo. Rendimiento: 50%, 0.202 g. Datos de caracterizacion: [(x]D25= +10.2
(c= 0.6, CH,Cl,); IR(cm™, KBr): 3318, (NH), 1760, 1742, 1714 (C=0). MS m/z (Tipo
de fuente de iones: ESIL, polaridad positiva): +MS2: 343.1, +MS4: 283.0. '"H NMR
(500MHz, CDCls): 7.38-7.25 (m, 5H, Har), 4.78 (s, 1H, NH), 3.66 (s, 3H, OCHs), 3.58
(d, 1H, J=5.2Hz, NCH»Cq), 3.38 (d, 1H, J=5.2Hz, NCH,Cq), 3.11 (s, 2H, CqCH,Ph),
1.48 (s, 9H, O(CHs)3), 1.35 (s, 3H, C(CHs),), 1.21 (s, 3H, C(CHs),). °C NMR (75MHz,
CDCl): 173.2, 166.9, 153.4, 135.3, 130.3, 128.4, 127.1, 65.8, 58.8, 52.6, 49.9, 39.1,
28.2, 23.7, 23.6. Analisis elemental calculado para Cy)HsN,Os: C, 63.81; H, 7.5; N,
7.44. Hallado: C, 63.64; H, 7.16; N, 6.89.

5.7.1 Procedimiento general para la formacion de Boc-(f-Lactam)-(Aib)-
Aib-OR

A una disolucién del (3R)-3-bencil-3-ferc-butoxicarbonil-1-[ 1-(metoxicarbonil)
isopropil]-azetidin-2-ona 79 (1 mmol, 0.376 g) en MeOH (20 mL), se le adiciond
LiOH.H,0O (10 mmol, 0.485 g) en 10 mL de H,O. La mezcla se agit6 a temperatura
ambiente 4 horas. Se comprobd la desaparicion del producto de partida por
cromatografia de capa fina, se afiadi6 HCl 1M hasta obtener un pH acido y se extrajo la

fase acuosa con CH,Cl, (3 x 10 mL). A continuacion se disolvio el acido intermedio en
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CH-Cl, seco (15 mL) y se le adiciond el correspondiente aminoéster (H-Aib-OR') a
0°C, se enfri6 el medio a -12°C y se adiciond EEDQ (1.5 mmol). La mezcla se agit6 16
horas hasta alcanzar temperatura ambiente. Se evaporo el disolvente a presion reducida
y el crudo se purifico mediante cromatografia en columna (gel de silice, eluyente

Hexano/EtOAc 5:1).

2-{[(3R)-3-bencil-3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-oxoazetidin-1-il]-dimetilacetami

do}-2-metilpropanoato de metilo

Se siguid el procedimiento experimental partiendo

>‘/ \ﬂ/N J;—‘ del (3R)-3-bencil-3-terc-butoxicarbonil-1-[ 1-
)%L co,Me (metoxicarbonil)isopropil]-azetidin-2-ona 79 (1

mmol , 0.376 g) y H-Aib-OMe (1.2 mmol, 0.140

g) Purificacion mediante cromatografia en columna (gel de silice, eluyente:
Hexano/EtOAc 5:3). Aceite amarillo. Rendimiento: 80%, 0.369 g. Datos de
caracterizacion: [o]p>= +65.3(c= 1, CHCls); IR(cm™, KBr): 3450, (NH), 1738, 1690
(C=0). MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): +MS2: 428.2,
+MS3: 283.0; +MS4: 239.0. '"H NMR (500MHz, CDCl3): 7.85 (s, 1H, NHC(CHs),),
7.30-7.32 (m, 5H, Ar), 4.84 (s, 1H, NHCCO), 3.66 (s, 3H, OCHs), 3.60 (d, 1H,
J=5.2Hz, NCH,Cq), 3.31 (d, 1H, J=5.2Hz, NOCH,Cq), 3.14 (d, 1H, J=13.4Hz,
CqCH,Ph), 2.88 (d, 1H, J=13.4Hz, CqCH,Ph), 1.53 (s, 3H, (CH3),Cq), 1.49 (s, 3H,
(CH3),Cq), 1.44 (s, 9H, (CH3)CO), 1.43 (s, 3H, (CH3),Cq), 0.84 (s, 3H, (CH;),Cq). °C
NMR (75MHz, CDCls): 174.8, 172.5, 167.4, 154.3, 133.3, 130.4, 128.7, 127.7, 80.8,
66.0, 59.9, 56.3, 52.1, 47.8, 39.2, 28.3, 25.7, 24.7, 24.3, 23.3. Analisis elemental

calculado para C,4H3sN3Os: C, 62.97; H, 7.23; N, 7.73. Hallado: C, 62.33; H, 7.76; N,
8.40.

2-{[(3R)-3-bencil-3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-oxoazetidin-1-il]-dimetilaceta

mido}-2-metilpropanoato de bencilo

Ph Se sigui6 el procedimiento experimental partiendo

0 del (3R)-3-bencil-3-terc-butoxicarbonil-1-[1-(meto

H
N ><
o H CO,Bn
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xicarbonil)isopropil]-azetidin-2-ona 79 (1 mmol, 0.376 g) y H-Aib-OBn (1.2 mmol,
0.231 g). Purificacion mediante cromatografia de columna (gel de silice, eluyente:
Hexano/EtOAc 5:1). Soélido amarillo. Rendimiento: 92%, 0.494 g. Datos de
caracterizacién: Pto Fusion: 149-151°C. [a]p™= +27.1(c= 0.48, CH,Cl,); IR(cm-1,
KBr): 3334, (NH), 1754, 1702, 1648 (C=0). MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI,
polaridad positiva): MS: 538.3, MS2(538.0): 482.2, 430.2, 374.1, MS3(482.2): 464.2,
436.2,410.2,374.1, 346.1, 289.0, 261.1, MS4(374.0): 346.1, 289.0, 261.0, MS5(346.1):
318.2, 261.1, 217.0, MS6(261.1): 233.0, 190.0, 189.0, 172.0, 160.0, 157.9, 132.0. 'H
NMR (500MHz, CDCls): 7.84 (s, 1H, NHC(CHs),), 7.35-7.27 (m, 5H, Ar), 5.06 (s, 2H,
CO,CH,Ph), 4.77 (s, 1H, CONHCq), 3.53 (d, 1H, J=5.2Hz, NCH»Cq), 3.20 (d, 1H,
J=5.2Hz, NCH,Cq), 3.12 (d, 1H, J=13.4Hz, CqCH,Ph), 2.86 (d, 1H, J=13.4Hz,
CqCH,Ph), 1.56 (s, 3H, (CH3),Cq), 1.52 (s, 3H, (CH3),Cq), 1.44 (s, 9H, (CH3)CO), 1.40
(s, 3H, (CH3),Cq), 0.79 (s, 3H, (CH;),Cq). *C NMR (75MHz, CDCl3): 174.2, 172.3,
167.3, 154.3, 136.2, 133.3, 130.3, 128.7, 128.3, 128.1, 127.9, 127.7, 80.8, 66.7, 59.9,
56.3, 47.8, 39.2, 28.3, 25.8, 24.6, 24.3, 23.2. Analisis elemental calculado para
C30H39N30¢: C, 67.02; H, 7.31; N, 7.82. Hallado: C, 66.58; H, 6.89; N, 7.36.

Acido 2-{[(3R)-3-bencil-3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-oxoazetidin-1-il]-dimetilace

tamido}-2-metilpropandico

A una disolucion de 2-{[(3R)-3-bencil-3-(terc-
butoxicarbonilamino)-2-oxoazetidin-1-il]-dimetil
\><COZH acetamido}-2-metilpropanoato de bencilo 80 (1
mmol, 0.537 g) en EtOAc (35 mL) se le adicion6

Pd/C (20% en peso) bajo atmoésfera de H,. La

mezcla se agitd 1h y se filtré sobre celita, obteniéndo se el producto puro. Sélido
blanco. Rendimiento: 100%, (0.447 g). Datos de caracterizacion: Pto Fusion: 213-
215°C. [a]p™ = +65.2(c= 0.48, CH,Cl,); IR(cm™, KBr): 3346, (NH), 1736, 1702, 1685
(C=0). MS m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): MS: 446.2,
MS2(446.2): 372.8, 372.1, MS3(372.1): 329.0, MS4(329.0): 329.1, 242.9, 201.9, 199.9,
172.0, 168.9, 153.9, 127.9, 111.0. 'H NMR (500MHz, CDCly): 7.87 (s, 1H,
NHC(CHs),), 7.38-7.27 (m, 5H, Ar), 4.84 (s, 1H, CONHCq), 3.62 (d, 1H, J=5.1Hz,
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NCH,Cq), 3.35 (d, 1H, J=5.1Hz, NCH»Cq), 3.14 (d, 1H, J=13.4Hz, CqCH,Ph), 2.89 (d,
1H, J=13.4Hz, CqCH,Ph), 1.58 (s, 3H, (CH3),Cq), 1.57 (s, 3H, (CH3),Cq), 1.45 (s, 9H,
(CH5)CO), 1.32 (s, 3H, (CH3)2Cq), 0.95 (s, 3H, (CH3),Cq). *C NMR (75MHz, CDCl5):
175.8, 174.5, 168.3, 154.7, 133.5, 130.8, 129.1, 128.2, 81.6, 66.4, 59.9, 57.9, 48.6, 39.5,
28.7,25.9, 25.3, 24.4, 23.8. Analisis elemental calculado para C,3H33N306: C, 61.73; H,
7.43; N, 9.39. Hallado: C, 67.04; H, 7.39; N, 8.93.

5.8 Sintesis de peptidomimeéticos de tipo Boc-Ala-(ff-Lactam)-(Aib)-Ala-NH,

Ph Me |, ~Ph
NsHN., N.,
/ o Ab BocHN)ﬁ( )E\
N 0 N
o %J\OMe o OMe
71a 82
Me H Ph
c)d) BocHN)*\[f o Me
o} N N)ﬁ(NHz
© H
46

5.8.1 Procedimiento general de preparacion de los derivados Boc-Ala*-(fi-

Lactam)-Aib-OMe

A una disolucion de (3R)-3-bencil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-(2-
nitrobenceno sulfonamido)-azetidin-2-ona 71a (1 mmol, 0.461 g) en CH3CN (5 mL), se
le adicioné PhSH (5 mmol, 0.469 mL) y K,COs (4 mmol, 0.567 g). La mezcla se agit6 2
horas, el disolvente se evaporé y el crudo se purifico mediante cromatografia de
columna (gel se silice, eluyente: EtOAc, luego MeOH), obteniéndose el producto puro
con un rendimiento del 90%. La amina intermedia se disolvid en 15 mL de CH,Cl, seco
y se adicion6 sobre una suspension de Boc-Ala-OH (1.3 mmol, 0.248 g) en 5 mL de
CH,CI, seco a 0°C. La mezcla se agité 10 minutos, se enfridé a -12°C para adicionar
EEDQ (1.3 mmol, 0.331 g) y se agitdé 16 horas mas hasta alcanzar temperatura
ambiente. El crudo de reaccion se tratd6 con HCl IM (3x10 mL), la fase acuosa se

extrajo con CH,Cl, y se seco sobre MgSO,. La purificacion se llevo a cabo por
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cromatografia en columna de gel de silice utilizando como eluyente una mezcla

Hexano/EtOAc 2:1.

2-{[(3R)-3-bencil-3-|2-(terc-butoxicarbonilamino)-(2R)-propanamido]-2-oxoaze

tidin-1-il]-2-dimetilpropanoato de metilo

Se sigui6 el procedimiento general a partir de
(3R)-3-bencil-1-[1-(metoxicarbonil )isopropil ]-3-

J 7%}\ (2-nitrobencenosulfonamido)-azetidin-2-ona
OMe

71a (1 mmol, 0.461 g) y la Boc-D-Ala-OH (1.3

;,,,g

82-(R) mmol, 0.248 g). Solido blanco. Rendimiento:

83%, (0.371 g). Datos de caracterizacién: Pto.Fusién: 135-137°C; [o]p> = +28.5 (c=
0.2, CH,Cly); IR(cm™, KBr): 3309 (NH); 3000 (CHs); 1763 (C=0); 1752 (C=0); 1704
(C=0); 1656 (C=0); 1160 (C-O); 672 (NH). HPLC-MS, MeOH/CO,H m/z (Tipo de
fuente de iones: ESI, polaridad positiva): 187.1(35), 133.1(99), 126.1(62), 112.1(41),
97.1(41), 72.1(85), 59.1(100), 57.1(48), 55.1(53). '"H-NMR (500MHz, CDCl;): 7.28-
7.32 (m, 5H, Ar), 6.62 (bs, 1H, CONHCCH,Ph), 4.9 (bs, 1H, CONHCH(CH3)CO), 4.14
(m, 1H, NHCH(CHj3)CO), 3.71 (s, 3H, CO,CHs), 3.63 (d, 1H, J=5.5Hz, NCH,CCH,Ph),
3.45 (d, 1H, J=5.4Hz, NCH,CCH,Ph), 3.21 (d, 1H, J=14.2Hz, CCH,Ph), 3.18 (d, 1H,
J=14.0Hz, CCH,Ph), 1.45 (s, 9H, (CH3);0), 1.43 (s, 3H, (CH3),CCO,CHj3), 1.36 (s, 3H,
(CH3),CCO,CHj3), 1.31 (d, 3H, J=7.1Hz, (CH;)CHCONH). ?C-NMR (75MHz, CDCl;):
173.1, 172.7, 166.8, 155.3, 134.8, 130.2, 128.4, 127.2, 80.2, 65.7, 58.9, 52.5, 49.4, 38.7,
28.3, 23.6, 18.3, 16.8. HRMS (m/z): 447.2369; C»3H33N30¢ requiere: 447.2372.

2-{[(3R)-3-bencil-3-|2-(terc-butoxicarbonilamino)-(2S)-propanamido]-2-oxo

azetidin-1-il]-2-dimetilpropanoato de metilo
Se siguio el procedimiento general a partir de
O M
)J\ );(H Ph (3R)-3-bencil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-
H o N%OL azetidin-2-ona 71a (1 mmol, 0.461 g) y la Boc-
o OMe  Ala-OH (1.3 mmol, 0.248 g). Aceite amarillento.

82+(S) Rendimiento: 85%, (0.380 g). Datos de
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caracterizacion: [o]p>>= -22.4 (c= 0.5, CH,CL,); IR(cm™, KBr): 3271 (NH); 2993 (CHs)
1753 (C=0); 1721 (C=0); 1716 (C=0); 1673 (C=0); 1167 (C-O); 740 (NH); HPLC-
MS, MeOH/CO,H m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): 187.1(32),
134.1(28), 133.1(100), 115.6(27), 102.5(21), 92.1(33), 91.1(41), 58(56). 'H-NMR
(75MHz, CDCls): 7.32 (m, 5H, Ar), 4.08 (m, 1H, COCH(CH3)NH), 3.65 (s, 3H,
CO,CHs), 3.59 (d, 1H, J=5.5 Hz, NCH,C), 3.41 (d, 1H, J=5.3 Hz, NCH,C), 3.15 (dd,
2H, J=13.7 Hz, CCH,Ph), 1.45 (s, 9H, ‘BuO-), 1.33 (s, 3H, C(CH3),CO,CH3), 1.29 (d,
1H, J=6.9 Hz, CH(CH;)NH), 1.23 (s, 3H, C(CH;3),CO,CHs); “C-NMR (75MHz,
CDCl): 173.2, 172.9, 155.3, 134.9, 130.3, 128.4, 127.1, 79.6, 65.9, 58.9, 53.5, 52.5,
49.8, 38.5, 28.3, 23.4, 18.3. HRMS (m/z): 447.2369; C,3H33N30¢ requiere: 447.2348.

5.8.2 Procedimiento general para la preparacion de los derivados Boc-Ala-f3-

lactam-Aib-Ala-NH,

A una disolucion del correspondiente  2-{[(3R)-3-bencil-3-[2-(terc-
butoxicarbonil amino)-2R-propanamido]-2-oxoazetidin-1-il]-2-dimetilpropanoato de
metilo (1 mmol, 0.447 g) en MeOH (20 mL) se le adicion6 LiOH.H,O (10 mmol, 0.485
g) en MeOH/H,0O 10:5 mL. La mezcla se agit6 2 horas y posteriormente el medio se
acidificé con HCl IM (5 mL). La fase acuosa se extrajo con CH,Cl, (3x15 mL) y el
acido se obtuvo con un rendimiento del 85%. A continuacion se disolvio este intermedio
en DMF seca (15 mL) y se le adiciond la correspondiente alaninamida (1.5 mmol, 0.131
g) a 0°C, HATU (1.5 mmol, 0.570 g), HOAT (1.4 mmol, 0.191 g) y KHCO;3 (15 mmol,
1.5 g). La mezcla se agitd 16 horas permitiendo que alcanzara temperatura ambiente. A
continuacion se evapor6 el disolvente bajo presion de bomba de vacio, se redisolvio el
solido resultante en CH,Cl, y se realizaron los lavados con HCI IM (3x10 mL) y
NaHCO; (3x10 mL). El crudo de reaccién se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice utilizando como eluyente una mezcla Hexano/EtOAc 5:1 6

CH,Cl,/MeOH 15:1.
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2-(2-{(3R)-Bencil-3-[2-(terc-butoxicarbonilamino)-(2R)-propanamido]-2-oxo

azetidin-1-il}-2-metilpropanamido)-(2R)-propanamida

Se siguid el procedimiento general a partir
Nﬁf A j:_‘ de  2-{[(3R)-3-bencil-3-[2-(terc-butoxi
7{‘\ /\n/ NH,  carbonilamino)-(2R)-propanamido]-2-oxo
azetidin-1-il]-2-dimetilpropanoato de
metilo 82-(R) (1 mmol, 0.447 g) y (R)-
Alaninamida (1.5 mmol, 0.131 g). Sélido blanco. Rendimiento: 80%, (0.629 g). Datos
de caracterizacion: Pto. Fusion: 190-192°C; [a]p™= +58 (¢=0.45, CH,CL,); IR(cm™,
KBr): 3416 (NHy); 3308 (NH); 2965 (NH); 1741 (C=0); 1726 (C=0); 1694 (C=0);
1536 (C=0); 691 (NH). HPLC-MS, MeOH/CO,H m/z (Tipo de fuente de iones: ESI,
polaridad positiva): 217.2 (19), 167.1 (33), 149.0 (100), 119.1 (26), 85.9 (29). 'H-NMR
(500MHz, DMSO-ds): 83 (s, 1H, NHCCH;Bn), 8.16 (d, 1H, J=6.9Hz,
NHCH(CH3;)CONH,), 7.33-7.28 (m, 5SH, Ar), 7.1 (bs, 1H, NH>), 6.87 (d, 1H, J=8.1Hz,
‘BuOCONH), 6.83 (bs, 1H, NH,), 4.13 (m, 1H, 'BuOCONHCH(CH;), 4.06 (m, 1H,
CH(CH3)CONH,), 3.58 (d, 1H, J=5.1Hz, CH,NC(CHs),), 3.26 (d, 1H, J=5.0Hz,
CH,NC(CH3),), 3.05 (d, 1H, J=13.4Hz, CH,Bn), 3.02 (d, 1H, J=13.5Hz, CH,Bn), 1.39
(s, 9H, ‘BuO-), 1.29 (d, 3H, J=7.2Hz, CH(CH3)CONH,), 1.20 (d, 3H, J=6.9Hz,
‘BuOCONHCH(CHj3), 1.12 (s, 3H, (CHs),CCO), 0.7 (s, 3H, (CH3),CCO. “C-NMR
(75MHz, CDCl3): 175.0, 173.6, 173.2, 166.8, 156.1, 133.1, 130.3, 128.7, 127.8, 80.9,
77.2, 65.8, 59.8, 49.6, 38.9, 28.3, 24.3, 23.6, 15.9, 16.5. Analisis elemental tedrico para
CysH37N506 (503.2744): C, 59.63; H, 7.41; N, 13.91. Hallado: C, 59.70; H, 7.01; N,
13.91. HRMS (m/z): 503.2744; C,5H37N50¢ requiere: 503.2763

2-(2-{(3R)-Bencil-3-[2-(terc-butoxicarbonilamino)-(2R)-propanamido]-2-oxo
azetidin-1-il}-2-metilpropanamido)-(2S)-propanamida

0 Me y Ph Se siguid el procedimiento general a
O)J\H(;e) IZIRj:_\ O Me partir del 2-{[(3R)-3-bencil-3-[2-(terc-
0o o N N()SﬁfNHZ butoxicarbonilamino)-(2R)-propanamido]

46b o -2-oxoazetidin-1-il]-2-dimetilpropanoato
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de metilo 82-(R) (1 mmol, 0.447 g) y (S)-Alaninamida (1.5 mmol, 0.131 g). Sé6lido
blanco. Rendimiento: 65%, (0.327 g). Datos de caracterizacion: Pto. Fusion: 202-
204°C; [a]p™ = +53 (c= 0.3, CH,CL); IR(cm™, KBr): 3412 (NH,); 3213 (NH); 1733
(C=0); 1730 (C=0); 1681 (C=0); 1629 (C=0), 696 (NH), 734 (NH); HPLC-MS,
MeOH/CO,H m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): 119.1(88),
97.1(60), 91.1(72), 71.1(67), 69.1(63), 57.1(100), 55.1(90). 'H-NMR (500MHz,
DMSO-dg): 8.41 (s, 1H, NHCCH,Bn), 8.30 (d, 1H, J=6.7Hz, NHCH(CH3)CONH,),
7.33-7.28 (m, 5H, Ar), 7.10 (s, 1H, NH,), 6.88 (d, 1H, J=7.8Hz, ‘BuOCONH), 6.84 (s,
1H, NH>), 4.13 (m, 1H, ‘BuOCONHCH(CHj3), 4.06 (m, 1H, CH(CH3)CONH,), 3.58 (d,
1H, J=5.3Hz, CH,NC(CHs),), 3.26 (d, 1H, J=5.0Hz, CH,NC(CHj3),), 3.06 (d, 1H,
J=13.4Hz, CH,Bn), 3.02 (d, 1H, J=13.6Hz, CH,Bn), 1.39 (s, 9H, ‘BuO-), 1.29 (d, 3H,
J=7.1Hz, CH(CH3)CONH,), 1.20 (d, 3H, J=6.9Hz, '‘BuOCONHCH(CHj3), 1.09 (s, 3H,
(CH;),CCO), 0.75 (s, 3H, (CH;),CCO. “C-NMR (75MHz, CDCl): 175.2, 175.1,
173.5,173.3, 167.0, 156.1, 133.1, 130.3, 128.7, 127.8, 80.8, 77.2, 65.8, 59.8, 49.7, 47.5,
38.8,28.3,24.3, 16.6. HRMS (m/z): 503.2744; C,3H33N30¢ requiere: 503.2727.

2-(2-{(3R)-Bencil-3-[2-(terc-butoxicarbonilamino)-(2S)-propanamido]-2-oxo
azetidin-1-il}-2-metilpropanamido)-(2S)-propanamida

Se siguio el procedimiento general a partir

LT de  2-{[(3R)-3-bencil-3-[2-(terc-butoxi

N© (R\‘i‘ carbonilamino)-(2S)-propanamido]-2-oxo
%N (S e azetidin-1-il]-2-dimetilpropanoato de

metilo 82-(S) (I mmol, 0.447 g) y la S-

Alaninamida (1.5 mmol, 0.131 g). Solido amarillento. Rendimiento: 73%, (0.326 g).
Datos de caracterizacion: Pto. Fusion: 160-162°C. [o]p™= -24.3 (c= 0.3, CH,CL);
IR(cm™, KBr): 3334 (NH,), (NH); 2969 (CH3); 1748 (C=0); 1682 (C=0); 1536 (C=0);
1165 (C-O); HPLC-MS, MeOH/COOH m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad
positiva): 187.1(49), 133.1(37), 91.1(100), 70.1(60), 57.1(42). 'H-NMR (500MHz,
DMSO-dg): 8.32 (s, 1H, NHCCH,Bn), 8.16 (d, 1H, J=6.5Hz, NHCH(CH3)CONH,),
7.33-7.28 (m, 5H, Ar), 7.06 (bs, 1H, NH,), 6.91 (d, 1H, J=7.0Hz, ‘BuOCONH), 6.77
(bs, 1H, NH,), 4.08 (m, 1H, ‘BuOCONHCH(CH3), 4.02 (m, 1H, CH(CH3)CONH,), 3.61
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(d, 1H, J=4.7Hz, CH,NC(CH3),), 3.24 (d, 1H, J=4.8Hz, CH,NC(CH3),), 3.05 (d, 1H,
J=13.4Hz, CH,Bn), 3.01 (d, 1H, J=13.5Hz, CH,Bn), 1.38 (s, 9H, ‘BuO-), 1.31 (d, 3H,
J=7.2Hz, CH(CH3)CONH,), 1.20 (d, 3H, J=7.2Hz, '‘BuOCONHCH(CHj3), 1.12 (s, 3H,
(CH53),CCO), 0.7 (s, 3H, (CH3),CCO. "C-NMR (75MHz, CDCls): 175.0, 173.6, 173.0,
166.7, 155.9, 133.0, 130.3, 128.7, 127.8, 80.9, 75.8, 65.9, 59.8, 49.6, 47.6, 38.9, 28.3,
24.3,23.6, 16.5. Analisis elemental calculado para C,sH37N50¢ (503.2744): C, 59.63; H,
7.41; N, 13.91. Hallado: C, 58.85; H, 7.34; N, 13.92. HRMS (m/z): 503.2744;
C,5H37N5sO¢ requiere: 503.2771.

2-(2-{(3R)-Bencil-3-[2-(terc-butoxicarbonilamino)-(2S)-propanamido]-2-oxo
azetidin-1-il}-2-metilpropanamido)-(2R)-propanamida

Se siguio el procedimiento general a partir

T\W ;% del  2-{[(3R)-3-bencil-3-[2-(terc-butoxi
NOT ® o .

%L NH, carbonilamino)-(2S5)-propanamido]-2-oxo
/\ﬂ/ azetidin-1-il]-2-dimetilpropanoato de

metilo 82-(S) (1 mmol, 0.447 g) y la R-
Alaninamida (1.5 mmol, 0.131 g). Solido amarillento. Rendimiento: 78%, (0.392 g).
Datos de caracterizacién: Pto. Fusion: 219-20°C. [a]p™= +3.25 (c= 0.4, CH,CL);
IR(cm™, KBr): 3413 (NH,); 3303 (NH); 2978, 2914 (CH;); 1744, 1663, 1542 (C=0);
HPLC-MS, MeOH/CO,H m/z (Tipo de fuente de iones: ESI, polaridad positiva): 187.1
(44), 173.1 (28), 172.1 (26), 117.1 (37), 116 (25), 115 (26), 113.1 (35), 91 (100), 70.0
(47). "H-NMR (500MHz, DMSO-ds): 8.53 (s, 1H, NHCCH,Bn), 8.37 (d, 1H, J=7.3Hz,
NHCH(CH3)CONH,), 7.33-7.28 (m, 5H, Ar), 7.03 (d, 1H, J=6.7Hz, '‘BuOCONH), 6.97
(s, 1H, NH,), 6.88 (s, 1H, NH,), 4.04 (m, 1H, 'BuOCONHCH(CH;), 4.03 (m, 1H,
CH(CH3)CONH,), 3.46 (d, 1H, J=4.8Hz, CH,NC(CHs),), 3.34 (d, 1H, J=5.0Hz,
CH,NC(CHj3),), 3.06 (d, 1H, J=13.4Hz, CH,Bn), 3.01 (d, 1H, J=13.4Hz, CH,Bn), 1.38
(s, 9H, ‘BuO-), 1.31 (d, 3H, J=7.2Hz, CH(CH;)CONH,), 1.19 (d, 3H, J=7.0Hz,
‘BuOCONHCH(CHj3), 0.97 (s, 3H, (CH3),CCO), 0.79 (s, 3H, (CH3),CCO. “C-NMR
(75MHz, CDCl3): 175.9, 173.4, 172.5, 167.7, 155.9, 132.7, 130.3, 128.8, 127.9, 80.8,
77.2, 65.6, 58.9, 49.5, 48.1, 38.8, 28.3, 23.7, 17.3. Analisis elemental calculado para

219



CysH37N506 (503.2744): C, 59.63; H, 7.41; N, 13.91. Hallado: C, 59.21; H, 7.90; N,
13.19 HRMS (m/z): 503.2744; C,5sH37N5O¢ requiere: 503.2742.

5.9 Sintesis de miméticos f-Lactamicos de PLG de tipo Pro-(fi-Lactam)-(Aib)-NH;

5.9.1 Procedimiento general para la preparacion de 3-alquil-1-[1-

(metoxicarbonil)isopropil]-3-L-prolilamido-azetidin-2-onas

A una disolucién de Cbz-Pro-OH (1.5 mmol, 0.373 g) 6 Boc-prolina (1.5 mmol,
0.322 g) y EtsN (1.3 mmol, 180 pL) en 5 mL de CH,Cl, seco, se adicionaron BOP-CI
(1.7 mmol, 0.431 g) y EtsN (1.3 mmol, 180 uL) a 0°C. La mezcla se agitdé durante 30
minutos, y a continuaciéon se adiciond la correspondiente 3-Alquil-1-[1-
(metoxicarbonil)isopropil]-3-(2-nitrobencensulfonamido)-3-amino-azetidin-2-ona (1
mmol), seguido de una cantidad adicional de Et;N (1.3 mmol, 180 pL). La reaccion se
agitd 16 horas y el crude de reaccion se lavd sucesivamente con HC1 1M (3 x 5 mL),
NaHCO3 (3 x 5 mL) y NaCl (2 x 10 mL). La fase acuosa se extrajo con CH,Cl, y la fase
organica se seco sobre MgSQ,. El disolvente se evapord a presion reducida y el crudo

de reaccion se purificd en cromatografia de columna (gel de silice, Hexano/ EtOAc).
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(3R)-3-Bencil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-[N-(benciloxicarbonil)-L-

prolilamido-azetidin-2-ona

o Se siguio el procedimiento general a partir de 3-

Ph-_O (N\/I\WH J;_‘ o bencil-1-[ 1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-(2-

\[or o S N %OMG nitrobencensulfonamido)-3-amino-azetidin-2-

ona (1 mmol, 0.276 g) y Cbz-Pro-OH (1.5

°ra mmol, 0.373 g). Aceite amarillo. Rendimiento:

80%, (0.406 g). Datos de caracterizacion: [a]p> = -53.8 (c= 0.5, MeOH); IR(cm™,

KBr): 3326 (NH); 1757 (C=0); 1734 (C=0); 1700 (C=0); MS (70eV, EI):m/z: 160.1

(31), 91.1(100), 70.1(40), 57.1(11), 55.1(19). "H-NMR (500MHz, CD;0D): 7.40-7.24

(m, 10H); 5.15-5.03 (m, 2H); 4.20 (m, 1H); 3.67 (s, 3H); 3.62 (m, 2H); 3.47 (m, 1H);

2.23 (m, 1H); 2.03 (m, 1H); 1.96 (m, 3H); 1.83 (m, 3H);, 1.43 (s, 3H). C-NMR

(125MHz, CDCl3): 173.7; 172.6; 168; 154.9; 136.6; 134.6; 130.3; 128.3; 128.0; 127.9;

126.8; 66.9; 60.2; 59.7; 58.6; 57.0; 51.7; 47.9; 37.9; 31.3; 29.9; 23.3; 22.4. Analisis

elemental calculado para C,3H33N304 (507.2369): C, 66.26; H, 6.55; N, 8.28. Hallado:

C, 62.47; H, 7.23; N, 5.10. HRMS (m/z +1): CysH3aN3O0¢: 507.2448; Cr3H34N30¢
requiere: 508.2445.

(38)-3-Bencil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-[N-(benciloxicarbonil)-L-propil

amido]-azetidin-2-ona

_Ph Se siguid el procedimiento general a partir de

Ph\/o\n/(l\ltl\'(H : o (8)-3-bencil-1-[1-(metoxicarbonil )isopropil ]-3-
o) 0 Oj/j"\>%ko,\,|e amino-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.276 g) y Cbz-

87b Pro-OH (1.5 mmol, 0.373 g). Aceite amarillo.

Rendimiento: 82%, (0.416 g). Datos de caracterizacion: [a]p? = -54.4 (c= 0.5, MeOH);
IR(cm-1, KBr): 3276 (NH); 1763 (C=0); 1754 (C=0); 1684 (C=0), MS (70eV,
El):m/z: 364.2(19), 204.1(12), 160.1(52), 91.1(100), 70.1(71), 65.0(11). 'H-NMR
(500MHz, CD;0D): 7.36-7.31 (m, 10H); 5.13 (m, 2H); 4.33-4.28 (m, 1H); 3.61 (s, 3H);
3.56-3.35 (m, 4H ); 3.11 (s, 2H); 2.27-1.88 (m, 3H); 1.36-1.30 (s, 3H); 1.28-1.21 (s,
3H). C-NMR (75MHz, CDCls): 175.0; 174.2; 168.6; 156.9; 156.3; 138.1; 136.4;
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131.5; 129.5; 129.4; 129.1; 128.9; 128.2; 68.3; 68.1; 67.1; 61.7; 61.3; 59.9; 50.6; 50.3;
49.9; 48.1; 43.4; 42.4; 42.1; 39.2; 32.5; 31.2; 25.3; 24.5; 23.8. HRMS (m/z): 507.2369;
C,4H;;N;0, requiere: 507.2339.

(3R)-3-Isobutil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-[N-(benciloxicarbonil)-L-propil

amido]-azetidin-2-ona

Se sigui6 el procedimiento general a partir de

(R)-3-isobutil-1-[ 1-(metoxicarbonil)isopropil ]-3-
N)%?\ amino-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.242 g) y Cbz-

OMe pro-OH (1.5 mmol, 0.373 g). Aceite amarillo.
Rendimiento: 60%, (0.284 g). Datos de
caracterizacion: [o]p> = -68.6 (c= 1.0, CH,CL); IR(cm™, KBr): 1760 (C=0); 1703
(C=0); 1688 (C=0); 1650 (C=0). MS (70eV, EI) m/z: 204(48); 160(88); 91(100);
70(53). '"H-NMR (500MHz, CDCls, mezcla de conférmeros): 7.37 (m, 5H); 7.36-6.36
(bs, 1H); 5.22-5.14 (d, 2H, J=12.3 Hz); 4.44-4.42 (m, 1H); 3.74-3.72 (m, 4H); 3.56 (m,
2H); 3.34 (d, 1H, J= 4.6 Hz); 2.40-2.35 (m, 2H); 2.12 (m, 1H); 2.01-1.88 (m, 4H); 1.69
(s, 3H); 1.52 (s, 3H); 0.92-0.91 (d, 6H, J=6.0 Hz). >*C-NMR (75MHz, CDCls): 173.5;
171.3; 168.2; 156.3; 136.4; 128.5; 128.1; 127.9; 67.4; 65.5; 60.4; 58.9; 52.5; 51.2; 47.1;
42.0; 27.7; 24.7; 24.1; 23.8; 22.9. HRMS (m/z): 473.2549; C,5H3sN30¢ requiere:
473.2526.

87¢

(38)-3-Isobutil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-[N-(benciloxicarbonil)-L-propil

amido]-azetidin-2-ona

Se siguid el procedimiento general a partir de

(8)-3-1sobutil-1-[ I-(metoxicarbonil)isopropil]-3-

(j\yf j;\ amino-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.242 g) y Cbz-
)%J\OMe Pro-OH (1.5 mmol, 0.374 g). Aceite amarillo.
Rendimiento: 56%, (0.265 g). Datos de

caracterizacion: [a]D25 = -55.2 (c= 0.5, CH,CL,); IR(cm™, KBr): 1758 (C=0); 1703
(C=0); 1688 (C=0); 1650 (C=0). MS (70eV, El):m/z: 97(18); 91(63); 70(100). 'H-
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NMR (500MHz, CDCl;, mezcla de conférmeros): 7.36 (m, 5SH); 7.16-6.29 (bs, 1H);
5.15 (s, 2H); 4.34 (m, 1H); 3.73-3.72 (m, 4H); 3.51 (m, 2H); 3.43 (d, 1H, J= 4.6Hz);
2.38 (m, 2H); 2.18 (m, 1H); 2.01-1.90 (m, 4H); 1.58 (s, 3H); 1.51 (s, 3H); 0.95-0.94 (d,
6H, J= 6.OHz).l3C-NMR (75MHz, CDs;OD, mezcla de conformeros): 175.1; 174.7;
169.8; 156.5; 138.1; 129.6; 129.0; 128.9; 68.2; 66.9; 61.7; 61.2; 60.1; 53.1; 52.3; 42.8;
32.7; 31.0; 25.5; 24.6; 24.0; 23.8. HRMS (m/z) 473.2505. CysH3sN3O¢ requiere:
473.2526.

(3R)-3-Alil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-[N-(ferc-butoxicarbonil)-L-propil

amido]-azetidin-2-ona

| Se siguid el procedimiento general a partir de (R)-
(\/]\W H 3-alil-1-[ 1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-amino-aze
>(O\[(N " o tidin-2-ona (1 mmol, 0.226 g) y Cbz-Pro-OH (1.5
° ° 0 N)% OMe  mmol, 0.322 g). Eluyente: Hexano/EtOAc 5:1.

87e Aceite amarillo. Rendimiento: 91%, (0.385 g).

Datos de caracterizacion: [a]p™= -66.4 (c= 1.0, MeOH); IR(cm™, KBr): 3303 (NH);
2995 (NH); 1765 (C=0); 1753 (C=0); 1698 (C=0); 1681 (C=0). MS (70eV, ED)m/z:
368.2(100), 324.2(30), 280.12(22), 239.1(61), 224.1(29), 114.1(26). 'H-NMR
(500MHz, CD;0OD, mezcla de conférmeros): 5.91 (m, 1H); 5.22 (dd, 2H, J;= 13.4 Hz,
J,=25.8 Hz); 4.19 (bs, 1H); 3.74 (s, 3H); 3.70 (d, 1H, J= 5.0 Hz); 3.50-3.42 (m, 4H);
2.61-2.59 (m, 2H); 2.23 (m, 1H); 1.99-1.846 (m, 4H); 1.62 (s, 3H); 1.50 (s, 3H); 1.44 (s,
9H). BC-NMR (75MHz, CD;0D, mezcla de conformeros): 175.7; 175.3; 174.6; 172.6;
169.8; 169.6; 156.65; 155.9; 132.8; 121.5; 120.3; 81.5; 66.1; 61.2; 60.2; 54.8; 54.2;

53.1; 50.2; 48.0; 38.6; 32.5; 31.2; 28.8; 25.4; 24.7; 24.0. HRMS (m/z): 424.2459.
C11H33N306 requiere: 424.2448.

(38)-3-Alil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-[N-(zerc-butoxicarbonil)-L-propil

amido]-azetidin-2-ona

o w@w

Se siguid el procedimiento general a partir de (S)-

3-alil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-amino-aze
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tidin-2-ona (1 mmol, 0.226 g) y Cbz-Pro-OH (1.5 mmol, 0.322 mg). Aceite amarillo.
Eluyente de cromatografia hexano/EtOAc 5:1. Rendimiento: 92%, (0.390 g). Datos de
caracterizaciéon: [o]p> = -30.8 (c= 0.59, MeOH); IR(cm™, KBr): 3303 (NH); 2995
(NH); 1765 (C=0); 1753 (C=0); 1698 (C=0); 1681 (C=0). MS (70eV, EDm/z:
139(19); 125(64); 123(33); 111(92); 109(57); 99(23); 97(100); 95(79); 85(82); 83(92);
81(69); 71(94); 70(48); 67(43); 57(98); 56(28); 55(74). '"H-NMR (500MHz, CD;0D,
mezcla de conféormeros): 5.93 (m, 1H); 5.20 (dd, 2H, J;= 13.4 Hz, J,= 18.3 Hz); 4.39
(m, 1H); 4.06 (dd, 1H, J1= 6.2 Hz, J2= 8.6 Hz); 3.74 (s, 3H); 3.66 (m, 1H); 3.50-3.39
(m, 4H); 2.63 (m, 2H); 2.26 (m, 1H); 2.00-1.85 (m, 4H); 1.62 (s, 3H); 1.49 (s, 3H); 1.45
(s, 9H). BC-NMR (75MHz, CD;0D, mezcla de conformeros): 176.5; 176.2; 175.5;
175.0; 174.5; 169.0; 156.6; 155.9; 133.1; 120.0; 119.2; 81.5; 81.4; 66.0; 61.2; 60.5;
60.1; 54.2; 53.1; 50.5; 47.9; 38.5; 31.8; 31.0; 28.7; 25.3; 24.6; 24.1.

5.9.2 Procedimiento general para la preparacion de 3-alquil-1-[1-

(carbamoil)isopropil]-3-L-prolilamido-azetidin-2-onas

Se satur6 con NHsz(g) una disoluciéon de la correspondiente 3-alquil-1-[1-
(metoxicarbonil)isopropil]-3-[N-(benciloxicarbonil)-L-propilamido]-azetidin-2-ona (1
mmol) en MeOH (30 mL). La mezcla se agitd6 a temperatura ambiente durante 2-10
dias, repitiendo el proceso de saturacion con NHs(g) 3 o 4 veces para favorecer la
completa transformacion, que fue seguida por 'H-RMN. Finalizada la reaccion, el
disolvente se evapor6 a presion reducida y el crudo se purifico mediante cromatografia

flash (gel de silice, eluyente EtOAc/Hexano).

(3R)-3-Bencil-1-[1-(carbamoil)isopropil]-3-[N-(benciloxicarbonil)-L-prolilamido]-

azetidin-2-ona

Ph Se siguid el procedimiento general a partir de
H

Ph._O \H/(Nj\’( N J;_‘ o (3R)-3-bencil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-

o o g N ){LNHZ [N-(benciloxicarbonil)-L-prolilamido-azetidin-2-

88a ona (1 mmol, 0.507 g). La reaccion finalizé en 10

dias, utilizdndose para purificar cromatografia de
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silica gel con una mezcla de eluccion de EtOAc/Hexano 1:3. Solido blanco.
Rendimiento: 64%, (0.315 g). Datos de caracterizacion: Pto. Fusion: 135-7°C; [a]p™= -
22.2 (c= 0.27, CH,Cl,); IR(em™, KBr): 3306 (NH); 1739 (C=0); 1700 (C=0); 1675
(C=0); MS (70eV, EDm/z: 160.1(31), 91.1(100), 70.1(40), 57.1(11), 55.1(19). '"H-NMR
(500MHz, CD;0D, mezcla de conférmeros): 7.38-7.25 (m, 10H); 5.30-4.91 (d, 2H, J=
12.3 Hz); 4.32 (m, 1H); 3.63/3.38 and 3.52 (m, 2H); 3.10 and 3.00/2.86 (d, 1H, J=13.2
Hz); 2.90 (m, 2H); 2.28 (m, 1H); 2.03-1.90 (m, 3H); 1.20/0.79 (s, 3H); 1.17/0.68 (s,
3H). BC.NMR (75MHz, CD;0D, mezcla de conformeros): 176.9; 173.6; 167.7; 154.7;
136.6; 133.3; 130.5; 130.4; 128.3; 128.1; 127.9; 127.2; 66.8; 59.4; 46.1; 37.2; 31.2;
23.3;22.9; 22.6; 22.5. HRMS (m/z): 492.2373; C,7H3,N4O5 requiere: 492.2316.

(35)-3-Bencil-1-[1-(carbamoil)isopropil]-3-[N-(benciloxicarbonil)-L-prolilamido]-

azetidin-2-ona

Se siguio6 el procedimiento general a partir de
Ph._O (j\'r (35)-3-bencil-1-[ 1-(metoxicarbonil)isopropil ]-

3-[N-(benciloxicarbonil)-L-prolilamido-

H
5

88b azetidin-2-ona (1 mmol, 0.507 g). La reaccion
finalizé en 10 dias, y la purificacion se llevo a cabo por cromatografia de gel de silice
utilizando como eluyente una mezcla EtOAc/Hexano: 1:3. So6lido blanco. Rendimiento:
70%, (0.344 g). Datos de caracterizacion: Pto. Fusion: 88-90°C; [a]p™ = -89.2 (c= 0.25,
MeOH); IR(cm™, KBr): 3407 (NH,); 3397 (NH); 1768 (C=0); 1679 (C=0); 1663
(C=0); 1557 (C=0); MS (70eV, EDm/z: 364.2(12), 160.1(42), 91.7(15), 91.0(100),
70.1(52), 65.0(13). '"H-NMR (500MHz, CD;OD): 7.43-7.33 (m, 10H); 5.11 (m, 2H);
4.34 (m, 1H); 3.56-3.51 (m, 2H); 3.38 (d, 1H, J= 3.8 Hz); 3.27 (d, 1H, J= 3.3 Hz); 3.07
(d, 1H, J=13.1 Hz); 2.96 (d, 1H, J= 12.9 Hz); 2.28-2.18 (m, 1H), 2.01-1.89 (m, 3H);
1.25 (s, 3H); 0.81 (s, 3H). >C-NMR (75MHz, CD;0D): 178.6; 175.2; 169.0; 156.5;
136.7; 138.1; 135.1; 131.9; 129.6; 129.2; 128.7; 68.5; 67.2; 61.4; 60.7; 38.9; 32.6; 31.1;
25.4; 24.6; 24.5; 24.0. HRMS (m/z): 492.2373; C,7H3,N4O5 requiere: 492.2349.
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(3R)-3-Isobutil-1-[1-(carbamoil)isopropil]-3-[N-(benciloxicarbonil)-L-prolilamido]-

azetidin-2-ona

Se siguid el procedimiento general a partir de
(3R)-3-isobutil-1-[ 1-(metoxicarbonil)isopropil ]-
3-[N-(benciloxicarbonil)-L-prolilamido-

azetidin-2-ona (1 mmol, 0.473 g). La reaccion

finaliz6 en 7 dias, y la purificacion se llevo a
cabo por cromatografia de gel de silice utilizando como eluyente una mezcla
EtOAc/Hexano 3:2. Sélido blanco. Rendimiento: 67%, (0.307 g). Datos de
caracterizacién: Pto. Fusion: 126-8°C; [a]p™ = -57.2 (c= 0.5, CH,CL,); IR(cm™, KBr):
3453 (NH,); 2958 (NH); 1759 (C=0); 1666 (C=0); 1415; MS (70eV, ED)m/z:. 204(15);
160(58); 91(100); 70(37), 57(16). 'H-NMR (500MHz, CD;0D): 8.27 (bs, 1H); 7.57 (bs,
1H); 7.36 (m, 5H); 5.49 (bs, 1H); 5.17 (m, 2H); 4.36 (m, 1H); 3.64 (m, 1H); 3.48 (m,
2H); 3.28 (m, 1H); 2.42 (m, 1H); 1.91 (m, 4H); 1.75 (s, 3H); 1.51 (m, 1H); 1.39 (s, 3H);
0.91 (d, 3H, J= 5.9 Hz); 0.90 (d, 3H, J= 5.9 Hz). "C-NMR (75MHz, CD;0D): 176.5;
171.7; 167.9; 156.7; 136.6; 128.6; 128.3; 127.9; 67.6; 60.1; 60.0; 50.7; 47.3; 42.5; 29.7,
27.1; 24.8; 24.5; 24.3; 24.1; 22.6. HRMS (m/z): 458.2529. Cy4H34N4Os requiere:
458.2525.

(38)-3-Isobutil-3-[N-(benciloxicarbonil)-L-prolilamido]-1-[1-(carbamoil)-isopropil]

-azetidin-2-ona
Se siguid el procedimiento general a partir de
(35)-3-isobutil-1-[ 1-(metoxicarbonil )isopropil ]-3-
Ph._O @( [N-(benciloxicarbonil)-L-prolilamido-azetidin-2-

NH, ona (1 mmol, 0.473 g). La reaccion finaliz6 en 7

88d dias, y la purificacion se llevo a cabo por
cromatografia de gel de silice utilizando como eluyente una mezcla EtOAc/Hexano 3:2.
Soélido blanco. Rendimiento: 65%, (0.297 g). Datos de caracterizacion: Pto. Fusion:
135°C; [a]p™=-113.6 (c= 0.5, CH,Cl,); IR(cm™, KBr): 3453 (NH,); 2957; 1760 (C=0);
1703 (C=0); 1666 (C=0); 1650 (C=0); 1415; MS (70eV, ED)m/z: 378 (32); 298(10);
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278(13); 267(15); 264(20); 238(15); 219(14); 202(17); 186(28); 181(100); 171(18);
161(48); 133(43); 131(80); 120(37); 108(16); 107(36); 102(13); 95(17); 93(20); 92(59);
84(25); 78(63); 73(41); 70(45); 65(26); 51(43). '"H-NMR (500MHz, CD;0D): 7.39-7.30
(m, 5H); 5.14-5.12 (m, 2H); 4.37 (m, 1H); 3.56-3.47 (m, 4H); 2.26 (m, 1H); 2.10-1.79
(m, 6H); 1.67 (s, 3H); 1.40 (s, 3H,); 1.00 (d, 3H, J= 6.6 Hz); 0.96 (d, 3H, J= 6.6
Hz).”C-NMR (75MHz, CD;OD): 178.6; 175.2; 174.5; 169.9; 157.6; 156.5; 138.0;
129.6; 129.1; 68.4; 66.5; 61.7; 61.2; 60.9; 51.4; 42.9; 32.6; 30.7; 30.4; 25.3; 24.8; 24.5;
23.4. Analisis elemental calculado para C,4H34N4O5 (458.2529): C, 63.41; H, 7.45; N,
8.87. Hallado: C, 63.80; H, 8.02; N, 9.13.

(3R)-3-Alil-3-[N-(terc-butoxicarbonil)-L-prolilamido]-1-[1-(carbamoil)-isopropil]-

azetidin-2-ona

| Se sigui6d el procedimiento general a partir de

(j\'r H (3R)-3-alil-1-[1-(metoxicarbonil)isopropil ]-3-[ N-

>( © hif N e O (terc-butoxicarbonil)-L-propilamido]-azetidin-2-

© ° o} N)%k NH2  ona (1 mmol, 0.423 g). La reaccion finalizé en 10

88e dias, y la purificacion se llevé a cabo por

cromatografia de gel de silice utilizando como eluyente EtOAc y posteriormente

MeOH. Aceite amarillo. Rendimiento: 80%, (0.326 g). Datos de caracterizacion: [o]p>

=-39.7 (c= 1.0, MeOH); IR(cm™, KBr): 3419 (NH,); 2960 (NH); 1759 (C=0); 1723

(C=0); 1686 (C=0); 1675 (C=0); MS (70eV, EDm/z: 125.2(34); 111.1(69); 109(30);

97(100), 95(53); 85(41); 83(65); 81(37); 71(67); 70(85); 57(96); 55(56). 'H-NMR

(500MHz, CDCl;): 8.23 (bs, 1H); 7.59 (bs, 1H); 5.84 (m, 1H); 5.42 (bs, 1H); 5.28 (m,

2H); 4.27 (m, 1H); 3.74-3.65 (m, 3H); 3.38 (m, 2H); 3.31 (d, 1H, J= 5.0 Hz); 2.55(m,

2H); 1.86 (m, 4H); 1.76 (s, 3H); 1.48 (s, 9H); 1.39 (s, 3H); >*C-NMR (75MHz, CDCL;):

176.4; 172.6; 167.1; 155.8; 130.3; 120.7; 103.9; 103.1; 80.6; 64.7; 63.7; 59.7; 57.8;

48.4; 47.0; 40.5; 37.9; 29.4; 28.1; 24.5; 24.0; 18.0; 15.1. Analisis elemental calculado

para C,0H3,N4Os (408.2373): C, 58.81; H, 7.39; N, 13.72. Hallado: C, 58.10; H, 7.68;
N, 13.17. HRMS (m/z +1): 409.2451; C0H33N40s5 requiere: 408.2439.
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(35)-3-Alil-3-|N-(terc-butoxicarbonil)-L-prolilamido]-1-[1-(carbamoil)-isopropil]-

azetidin-2-ona

Se siguid el procedimiento general a partir de

(3S)-3-alil-1-[ 1-(metoxicarbonil)isopropil]-3-[N-
>( \n/ j;\ (terc-butoxicarbonil)-L-propil amido]-azetidin-2-
)%LNHZ ona (1 mmol, 0.423 g). La reaccion finalizé en 10

dias, y la purificacion se llevé a cabo por

cromatografia de gel de silice utilizando como eluyente EtOAc y posteriormente
MeOH. Soélido amarillo. Rendimiento: 90%, (0.367 g). Datos de caracterizacion: Pto.
Fusién: 182-4°C; [a]p> = -63.6 (c= 0.5, MeOH); IR(cm™, KBr): 3419 (NH,); 2960
(NH); 1759 (C=0); 1675 (C=0); MS (70eV, El)m/z: 139.2(20); 125.2(50); 123.1(24);
114.1(34); 111.1(87); 109(41); 97.1(100); 95(68); 85(65); 83.1(86); 81(51); 71.1(89);
70.1(83); 67(22); 57.1(67); 55.1(73). 'H-NMR (500MHz, CDCl;, mezcla de
conformeros): 8.28 (bs, 1H); 7.52 (bs, 1H); 5.85/5.67 (m, 1H); 5.35 (bs, 1H); 5.29 (m,
2H); 4.31 (m, 1H); 3.67 (d, 1H, J= 5.1 Hz); 3.49-3.32 (m, 3H); 2.54(d, 2H, J= 7.0 Hz),
2.37 (m, 1H); 1.87 (m, 4H); 1.77 (s, 3H); 1.47 (s, 9H); 1.39 (s, 3H); *C-NMR (75MHz,
CDCl3): 176.3; 176.1; 175.7; 166.8; 130.5; 120.9; 80.8; 64.2; 64.0; 60.0; 48.7; 47.2;
47.0; 38.4; 28.5; 28.3; 24.7; 24.1. Analisis elemental calculado para C,0H3;N4Os : C,
58.81; H, 7.39; N, 13.72. Hallado: C, 53.70; H, 7.34; N, 12.26.

5.9.3 Preparacion de 3-alquil-3-(L-prolilamido)-1-[1-(carbamoil)isopropill-

azetidin-2-onas

5.9.3.1 Procedimiento general de preparacion de 3-alquil-3-(L-

prolilamido)-1-[1-(carbamoil)isopropil]-azetidin-2-onas

A una suspension de la correspondiente 3-alquil-1-[1-(carbamoil)isopropil]-3-[N-
(benciloxicarbonil)-L-prolilamido]-azetidin-2-ona (Immol) en MeOH (30mL) se le
adicionan 0.2 mmol de Pd/C (20%). La mezcla se agité durante 2 horas bajo atmdsfera
de H,. Tras comprobar mediante 'H-RMN la completa desproteccion, el crudo se filtro

sobre celita y el disolvente se evaporo a presion reducida para obtener el producto puro.
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(3R)-3-Bencil-1-[1-(carbamoil)isopropil]-3-(L-prolilamido)-azetidin-2-ona

Ph Se siguid el procedimiento general a partir de (3R)-3-
(HjW H L o bencil-1-[1-(carbamoil)isopropil]-3-[ N-(benciloxi
o S N)%J\NHZ carbonil)-L-prolilamido]-azetidin-2-ona (I mmol, 0.492
g). Solido amarillo. Rendimiento: 93%, (0.332 g). Datos
de caracterizacion: Pto. Fusion: 230-2°C; [o]p” = 30.8 (c= 0.24, MeOH); IR(cm™,
KBr): 3370 (NH); 1753 (C=0); 1662 (C=0); MS (70eV, E)m/z: 111.1(26), 97.1(46),
95.1(24), 85.1(36), 83.1(43), 81.1(23), 71.1(55), 70.1(26), 69.1(44), 67.1(16),
57.1(100), 55.1(58). "H-NMR (500MHz, CD;0D): 7.36 (m, 5H); 4.35 (dd, 1H, J,= 6.7
Hz, J,= 8.7 Hz); 3.64 (d, 1H, J= 5.7 Hz); 3.45 (d, 1H, J= 5.6 Hz); 3.41-3.38 (m, 2H);
3.20 (d, 1H, J= 13.2 Hz); 3.11 (d, 1H, J= 13.2 Hz); 2.50 (m, 1H); 2.16-2.10 (m, 3H);
1.21 (s, 3H); 0.81 (s, 3H). *C-NMR (75MHz, CD;0OD): 177.1; 175.5; 168.1; 133.6;
130.4; 128.1; 127.3; 65.5; 59.9; 59.4; 47.2; 46.6; 37.6. HRMS (m/z): 358.2017,
C19H26N4O;5 requiere: 358.2005.

(3S) 3-Bencil-1-[1-(carbamoil)isopropil]-3-(L-prolilamido)azetidin-2-ona

_Ph Se siguid el procedimiento general a partir de (35)-3-

% bencil-1-[ 1-(carbamoil)isopropil]-3-[N-(benciloxi

jf_‘ )%k NH. carbonil)-L-prolilamido]-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.492

g). Solido amarillo. Rendimiento: 95%, 0.340 g. Datos de

caracterizacion: Pto. Fusion: 242-4°C; [a]p> = -34.5 (c= 0.20, MeOH); IR(cm™’, KBr):

3397 (NH); 1756 (C=0); 1743 (C=0); 1679 (C=0); MS (70eV, El)m/z: 111.1(13),

97.1(23), 95.1(14), 91.1(22), 85.1(15.5), 83.1(22), 81.1(14), 71.1(28), 70.1(100),

69.1(19.2), 67.1(11), 57.1(40), 55.1(33). 'H-NMR (500MHz, CD;OD): 7.36 (m, 5SH);

4.15 (dd, 1H, J,= 5.9 Hz, J,= 6.4 Hz); 3.59 (d, 1H, J= 5.6 Hz); 3.44 (d, 1H, J= 5.6 Hz);

3.22 (m, 2H); 3.17 (d, 1H, J=13.6 Hz); 3.12 (d, 1H, J= 13.3 Hz); 2.37 (m, 1H); 1.98 (m,

3H); 1.25 (s, 3H); 0.86 (s, 3H). "C-NMR (75MHz, CD;OD): 177.0; 171.5; 167.7;

133.5; 130.5; 128.2; 127.4; 65.9; 59.8; 59.5; 46.4. HRMS (m/z): 358.1992; C;9H26N403
requiere: 358.2005.
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(3R) 3-Isobutil-3-(L-prolilamido)-1-[1-(carbamoil)isopropil]-azetidin-2-ona

Se siguid el procedimiento general a partir de (3R)-3-

isobutil-1-[ 1-(carbamoil)isopropil]-3-[N-(benciloxi

7%?\ carbonil)-L-prolilamido]-azetidin-2-ona (I mmol, 0.492
NH3

g). Solido amarillo. Rendimiento: 100%, 0.324 g. Datos

48c

de caracterizacién: Pto. Fusion: 148-9°C; [a]p™= -19.4
(c= 1.25, MeOH); IR(cm™, KBr): 2921(NH); 1753 (C=0); 1693 (C=0); 1653 (C=0).
MS (70eV, EDm/z: 111(15); 97(30); 85(25); 83(32); 71(48); 70(100); 57(89); 55(67).
'H-NMR (500MHz, DMSO-dy): 8.19 (bs, 1H); 7.92 (bs, 1H); 7.14 (bs,); 3.58 (m, 2H);
3.37 (d, 1H, J=5.0 Hz); 2.87 (m, 1H); 2.74 (m, 1H); 1.98 (m, 1H); 1.84 (m, 1H); 1.78-
1.59 (m, 3H) 1.50 (s, 3H); 1.28 (s, 3H); 0.98 (d, 3H, J= 6.5 Hz); 0.93 (d, 3H, J= 6.5 Hz).
BC-NMR (75MHz, CDCL): 176.2; 176.0; 167.9; 64.5; 60.6, 60.1; 50.6; 47.4; 42.4;
30.8; 29.8; 26.4; 25.1; 24.9; 24.4; 22.6. HRMS (m/z): 324.2163; C sH,sN,405 requiere:
324.2161.

(3S) 3-Isobutil-3-(L-prolilamido)-1-[1-(carbamoil)isopropil]-azetidin-2-ona

)\ Se sigui6 el procedimiento general a partir de (3R)-3-bencil-

% H 1-[ 1-(carbamoil)isopropil]-3-[N-(benciloxicarbonil)-L-
H 5 E‘)%OL prolilamido]-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.492 g). Soélido
o N2 amarillo. Rendimiento: 100%, 0.324 g. Datos de

48d caracterizacién: Pto. Fusion: 192-4°C; [a]p™= -59.6 (c=

0.58, MeOH); IR(cm™, KBr): 2990 (NH); 1755 (C=0); 1657 (C=0). MS (70eV,
EDm/z: : 280(18); 252(13); 70(100). "H-NMR (500MHz, CDCls): 8.46 (bs, 1H); 8.20
(bs, 1H); 5.56 (bs, 1H ); 3.75 (m, 1H, J;=5.3 Hz, J,= 9.3 Hz); 3.71 (d, 1H, J= 4.9 Hz);
3.29 (d, 1H, J=4.9 Hz); 3.01 (m, 1H); 2.88 (m, 1H); 2.11 (m, 1H); 1.97-1.88 (m, 4H);
1.77-1.75 (m, 4H); 1.68 (m, 1H); 1.60 (m, 1H); 1.38 (s, 3H), 1.03 (d, 3H, J= 6.2 Hz);
0.99 (d, 3H, J= 6.2 Hz). "C-NMR (75MHz, CDCls): 176.2; 175.9; 167.6; 64.6; 60.4,

60.1; 50.5; 47.4; 42.7; 30.6; 29.7; 26.4; 24.8; 24.2; 24.0; 22.8. HRMS (m/z): 324.2146;
C16H2sN4O; requiere: 324.2161.
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5.9.3.2 Procedimiento general para la preparacion de 3-alil-3-(L-

prolilamido)-1-[1-(carbamoil) isopropil[-azetidin-2-onas

La disolucion del correspondiente  3-alil-3-[N-(terc-butoxicarbonil)-L-
prolilamido]-1-[1-(carbamoil)-isopropil]-azetidin-2-ona (1 mmol) en 7 mL de acido
formico (97%) se agité durante 2 horas bajo atmoésfera de N,. La finalizacion de la
reaccion se comprobd mediante analisis de alicuotas por 'H-RMN. El exceso de 4cido

se evacuo bajo presion reducida para dar lugar a la correspondiente sal formica.

(3R)-3-Alil-1-[1-(carbamoil)isopropil]-3-(L-prolilamido)azetidin-2-ona

Se siguiod el procedimiento general a partir de (3R)-3-alil-3-

[N-(terc-butoxicarbonil)-L-prolilamido]-1-[1-(carbamoil)-
N)Ji isopropil]-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.408 g). Aceite
NH2  amarillo. Rendimiento: 100%, 0.354 g. Datos de
48e caracterizacion: Pto. Fusion: 192-4°C; MS (70eV, El)m/z: :
125.2(53); 123(30); 111.4(88); 109(48); 97(100); 95.1(75); 85.1(75); 83.1(91);
81.1(62); 71.1(93); 70(29); 67(31); 57(97); 55.1(84). "H-NMR (500MHz, CD;0D): 8.57
(bs, 1H, HCOy'); 5.89 (m, 1H, CH=CH,); 5.35 (d, 1H, CH=CH,, J= 17.1Hz); 5.29 (d,
1H, CH=CH,, J=10.2Hz); 3.71 (m, 1H, CHCONH); 3.69 (d, 1H, CH,NC(CHj3),, J=
5.4Hz); 3.52 (d, 1H, CH,NC(CHj3),, J= 5.3Hz); 2.98 (m, 1H, NHCH,CH); 2.61 (d, 1H,
NHCH,CHy); 2.1 (m, 1H, CH,CHCONH), 1.83 (m, 1H, CH,CHCONH); 1.76 (m, 2H,
CH,CH,NH); 1.68 (s, 3H, C(CHs),): 1.41 (s, 3H, C(CHs),). C-NMR (125MHz,
CD;OD): 177.6; 176.4; 169.4; 168.8; 131.0; 120.1; 64.4; 60.4; 60.0; 37.4; 31.0; 26.1;
23.8;23.5. HRMS (m/z): 309.1927 C,5H,5N4O5 requiere: 309.1927.

HCO,

(35)-3-Alil-1-[1-(carbamoil)isopropil]-3-(L-prolilamido)azetidin-2-ona

%H isopropil]-azetidin-2-ona (1 mmol, 0.408 g). Aceite
H
‘0

o}

J
- o)
N )%L amarillo. Rendimiento: 100%, 0.354 g. Datos de
NH;
48f

Se siguio el procedimiento general a partir de (35)-3-Alil-3-

[N-(terc-butoxicarbonil)-L-prolilamido]-1-[1-(carbamoil)-

HCO,
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caracterizacion: "H-NMR (500MHz, DMSO-dy): 8.16 (bs, 1H, HCO,"); 7.90 (bs, 1H,
NH,); 7.22 (bs, 1H, NH»); 5.83 (m, 1H, CH=CH>); 5.30 (d, 1H, J=12.2Hz, CH=CH.,);
5.23 (d, 1H, J=8.9Hz, CH=CH,,); 3.60 (m, 1H, CHCONH); 3.50 (d, 1H, J= 5.2 Hz,
CH,NC(CHj3),); 3.36 (d, 1H, J= 5.0 Hz, CH,NC(CHs),); 2.88 (m, 1H, CH,CH,); 2.74
(m, 1H, CH,CH,); 2.55 (m, 2H, CH,CH=CHy); 1.95 (m, 1H, CH,CH,); 1.67 (m, 1H,
CH,CH,); 1.60 (m, 2H, CH,CH>); 1.59 (s, 3H, C(CHz),): 1.27 (s, 3H, C(CHs),. *C-
NMR (125MHz, CDs;OD): 176.3; 176.1; 167.6; 136.4; 132.6; 120.8; 64.3; 60.8; 59.7;
49.3; 47.6; 38.2; 31.2; 26.8; 24.9; 24.8. Andlisis elemental calculado para C;cH6N4Os:
C, 54.22; H, 7.39; N, 15.81. Hallado: C, 53.82; H, 7.24; N, 16.26.

5.10  Sintesis de (3R)-(N-L-prolilamino)-2-oxo-1-pirrolidinacetamida (PAOPA)

Acido (R)-3-[N-(terc-butoxicarbonil)amino]-2-oxo-1-pirrolidinacético

Para la preparacion de la PAOPA se combinaron
>L \q\ \)J\ diferentes métodos de la bibliografia de Freidinger y

col.'”, Prochazka y col.'", y Johnson y col.'” En un
primer paso se prepard el acido (R)-3-[N-(terc-butoxicarbonil)amino]-2-oxo-1-
pirrolidinacético, y para ello se adicionaron Et;N (80.4 mmol, 11.15 mL) y di-terc-
butildicarbonato (16 mmol, 3.49 g) a una suspension de D-metionina (13.4 mmol, 1.99
g) en metanol (150 mL). La mezcla de reaccion se agitd 16 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, el disolvente se evapord a presion reducida para
obtener un aceite que posteriormente fue disuelto en HC1 1M (60 mL) y extraido con
EtOAc (3 x 40 mL). El conjunto de fases organicas se sec6 (MgSQO,) y evaporo. El
producto resultante (N-Boc-D-metionina) se utilizoé en el siguiente paso sin purificar.
Rendimiento: 100%. 'H-NMR (500MHz, CDCls): 10.3 (bs, 1H); 5.17 (bs, 1H); 4.47
(bs, 1H); 2.61 (t, 2H, J= 7.5 Hz); 2.20 (m, 1H); 2.13 (s, 3H); 2.02 (m, 1H); 1.48 (s, 9H)).

7 Freidinger, R. M.; Perlow, D. S.; Veber, D. F. J. Org. Chem., 1982, 47, 104.

1% Prochazka, Z.; Lebl, M.; Barth, T.; Hlavacek, J.; Trka, A.; Budesinsky, M.; Jost, K. Collect. Czech.
Chem. Commun., 1984, 49, 642.

109 Kuo-Long Y.; Rajakumar G.; Srivastava L.K.; Mishra R.K.; Johnson R.L. J. Med. Chem. 1988, 31,
1430.
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El acido (R)-2-terc-butoxicarbonilamino-4-(metiltio)butandico (13 mmol, 3.237
g) y el clorhidrato del éster metilico de glicina (19.5 mmol, 2.448 g) se disolvieron en
DMF seca (26 mL). La mezcla se enfrié a 0°C y se le adicionaron sucesivamente Et;N
(26 mmol, 3.6 mL), HOBt-H,O (19.5 mmol, 2.98 g) y EDC-HCI (19.5 mmol, 6.07 g).
La mezcla se agito durante 8 horas y tras comprobar la total conversion por 'H-RMN, el
disolvente fue evaporado. El solido se redisolvio en CH,Cl, y se lavo con una
disolucion saturada de NaHCO; y H,0. La fase organica se secé (MgSQO,) y evapord a
presion reducida para obtener el dipéptido (D)-Boc-Met-Gly-OMe. Rendimiento: 80%.
'H-NMR (500MHz, CDCls): 6.90 (bs, 1H); 5.31 (d, 1H, J= 8.5 Hz); 4.33 (m, 1H); 4.03
(t, 2H, J= 5.3 Hz); 3.73 (s, 3H); 3.26 (m, 1H); 2.58 (t, 2H, J= 7.3 Hz); 2.09 (s, 3H);
1.97-1.78 (m, 2H); 1.42 (s, 9H)).

A continuacion, una disolucion de este intermedio (10 mmol, 3.20 g) en 20 mL
de yoduro de metilo (Mel) se agit6 a temperatura ambiente durante 6 horas. Al finalizar,
el exceso de reactivo (Mel) se elimind a vacio, y se obtuvo asi la sal de sulfonio del
dipéptido con un rendimiento del 100%. Este producto se disolvié nuevamente en DMF
(12 mL) bajo N, y la solucidn se enfrid en un bafio de hielo antes de adicionar NaH (20
mmol, 0.048 g). Manteniendo la temperatura a 4°C, se agit6 la mezcla 5 min, y 15 min
mads a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 50 mL de H,O y se
agit6 la mezcla 1 hora mas antes de eliminar el disolvente a vacio. El residuo se disolvid
en una disolucion acuosa de acido citrico al 10% (25 mL), y se extrajo con EtOAc (4 x
70 mL). La fase organica se lavé con H,O (25 mL) y NaCl (sat) y se seco sobre MgSOs,.
Después de evaporar el disolvente, el crudo se recristalizo en CH,Cl,/Et,O para obtener
un sélido blanco. Rendimiento: 52%. "H-NMR (500MHz, DMSO-ds): 12.82 (bs, 1H);
7.14 (d, 1H, J= 8.6 Hz); 4.11 (dd, 1H, J;= 9.1 Hz, J,= 18.7 Hz); 4.03 (d, 1H, J=17.5
Hz); 3.83 (d, 1H, J=17.5 Hz); 3.33-3.28 (m, 4H); 2.25 (m, 1H); 1.83 (m, 1H); 1.40 (s,
9H).

233



(R)-3-|[N-(terc-Butoxicarbonil)amino]-2-oxo-1-pirrolidinacetato de metilo

o n o Se disolvio el acido (R)-3-[N-(terc-butoxicarbonil)ami
>LOJJ\N“§\N \)J\OMG no]}-2-oxo-1-pirrolidinacético (0.87 mmol, 0.224 g) en

" o metanol (10 mL) y se enfrid6 en un bafio de hielo. Se
afiadi6 un ligero exceso de una disolucion de CH,;N, preparado en éter y se dejo agitar
durante 5 min. Tras la evaporacion del disolvente y el exceso de CH,N», se obtuvo el
éster metilico indicado. Rendimiento: 100%. Datos de caracterizacion: "H-NMR
(500MHz, CDCls): 5.10 (bs, 1H); 4.26 (bs, 1H); 4.19 (d, 1H, J=17.6 Hz); 4.03 (d, 1H,
J=17.5 Hz); 3.77 (s, 3H); 3.51 (dt, 1H, J;,= 6.6 Hz, J,= 9.7 Hz, J;= 9.5 Hz); 3.39 (t, 1H,
J=9.3 Hz); 2.68 (m, 1H); 1.97 (m, 1H, J,= 9.7 Hz, J,= 19.2 Hz, J;= 18.9 Hz); 1.48 (s,
9H)).

Clorhidrato de (R)-3-amino-2-oxo-1-pirrolidineacetato de metilo

H o Se disolvio (R)-3-[N-(terc-butoxicarbonil)amino]-2-oxo-1-
Cel H3’C\‘D\\§\N \)J\OMe pirrolidinacetato de metilo (1.1 mmol, 0.300 g) en 5 mL de

o acido formico (97%) y se dejo agitar a temperatura
ambiente durante 2 horas bajo atmosfera de N,. Tras comprobar por anélisis de alicuotas
via "H-NMR que la reaccion hubo finalizado, el acido formico se elimind a vacio y el
residuo restante se tratd con 1.1 mL de una disolucién de HCI en MeOH'"° y CH,Cl,
seco hasta eliminar totalmente el acido residual. Rendimiento: >100%. 'H-NMR
(500MHz, CD;0D): 4.21-4.17 ( m, 3H); 3.78 (s, 3H); 3.63-3.59 (m, 2H); 2.68 (m, 1H);
2.16 (m, 1H)).

3-[(3R)-N-(terc-Butoxicarbonil)-L-prolilamido]-2-oxo-1-pirrolidinacetato de metilo
A una disolucion de Boc-Pro-PH (1.5 mmol,

H (0]
QTNHI\(\\ N JLOMG 0.323 g) y E&N (1.67 mmol, 231 mL) en 10 mL
N
S Lo 0
(e} (e}

de CH,Cl, seco, se le adicionaron BOP-CI (2.6

1o Preparada disolviendo 630 pL de Me;SiCl en 5 mL de MeOH.
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mmol, 0.661 g) y EtsN (1.67 mmol, 231 mL) a 0°C. La mezcla se agité 30 min a la
misma temperatura. A continuacion, el clorhidrato de (R)-3-amino-2-0xo-1-
pirrolidineacetato de metilo (1.05 mmol, 0.387 g), disuelto en 10 mL de CH,Cl; seco y
200 pL de EtsN y una cantidad adicional de Et;N (1.67 mmol, 231 mL) se anadieron a
la mezcla y se agitdé 16 horas, dejando que alcanzara temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, la reaccion se lavd con HCI IM (3 x 5 mL), NaHCO; (3 x 5
mL), NaCl (sat) (2 x 10 mL), las fases organicas se secaron sobre MgSO4 y se
evaporaron para obtener el crudo que se purificd por cromatografia (gel de silice,
EtOAc 100%, luego MeOH). Rendimiento: 96%. Datos de caracterizacion: [a]p” = -
14.0 (c= 1.50, MeOH); MS (70 eV, EI): m/z: 125.1(53); 123.1(30); 114.1(27);
111.4(92); 109.1(49); 97.1(100); 95.1(78); 85.1(67); 83.1(86); 81.1 (86); 71.1(58);
70(83); 67(24); 57(64); 56.1(27); 55.1(77). '"H-NMR (500MHz, DMSO-ds, mezcla de
conformeros): 8.18-8.06 (bs, 1H); 4.44-4.32 (m, 1H); 4.17-3.98 (m, 4H); 3.77 (m, 1H,
J1=7.8 Hz, J,= 15.9 Hz); 3.67 (s, 3H); 3.36-3.32 (m, 4H); 2.30 (m, 1H); 2.11 (m, 1H);
1.92-1.79 (m, 4H); 1.77-1.75 (m, 4H); 1.38 (s, 9H). *C-NMR (75MHz, CDCls): 179.2;
172.9; 168.6; 155.5; 80.5; 61.1; 60.1; 52.3; 50.8; 47.1; 44.7; 44.4; 31.1; 29.7; 28.4; 27.7,
24.5; 23.8. Anadlisis elemental calculado para C;7H»7N3O0¢: C, 55.27; H, 7.37; N, 11.37.
Hallado: C, 50.85; H, 7.15; N, 10.67.

3-[(3R)-N-(terc-Butoxicarbonil)-L-prolilamido]-2-oxo-1-pirrolidinacetamida

Se disolvid 3-[(3R)-N-(terc-butoxicarbonil)-L-

<j\'r C: \)J\NH prolilamido]-2-oxo-1-pirrolidinacetato de metilo

>Lo /go o (0.9 mmol, 0.332 g) en 40 mL de una disolucién

saturada de amoniaco en MeOH vy se dejo6 agitar
16 horas. Tras evaporar el MeOH y NHj se obtuvo el producto deseado que se utiliz6 en
el siguiente paso sin purificar. Aceite. Rendimiento: 90%. Datos de caracterizacion:
[a]p”> = -28.0 (c= 1.0, MeOH); IR(cm™, KBr): 3291(NH,); 1681(C=0); 1670(C=0);
1409. MS (70 eV, EI): m/z: 139.2(16); 125.2(55); 123.1(22); 114.1(18); 111.1(97);
109.1(40); 99.1(25); 97.1(100); 95.1(70); 85.1(86); 83.1(91); 81.1(52); 71.1(91);
70.1(35); 57.1(55); 55.1(72). "H-NMR (500MHz, DMSO-ds, mezcla de conformeros):

8.23-8.13 (bs, 1H); 7.32 (bs, 1H); 7.13 (bs, 1H); 4.1 (m, 1H); 4.12-4.05 (m, 1H); 3.76
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(s, 2H); 3.35-3.28 (m, 4H); 2.29 (m, 1H); 2.11 (m, 1H); 1.97-1.89 (m, 1H); 1.81-1.76
(m, 4H); 1.36-1.34 (s, 9H). C-NMR (75MHz, CDCl): 175.8; 174.5; 172.6; 156.4;
155.9; 81.5; 80.7; 62.7;, 61.7; 52.2; 47.9; 46.8; 46.3; 32.4; 31.5; 28.8; 25.3; 24.3; 23.8.
Analisis elemental calculado para C1sH6N4Os: C, 54.22; H, 7.39; N, 15.81. Hallado: C,
49.95; H, 7.38; N, 11.36.

3R-(N-L-Prolilamido)-2-oxo0-1-pirrolidinacetamida

Se disolvio la  3-[(3R)-N-(terc-Butoxicarbonil)-L-

H O
43\”/ N H< : N Jk NH, Prolilamido]-2-oxo-1-pirrolidinacetamida (0.14 mmoles
N
& o ° )

, 0.050 g) en 3 mL de acido formico (97%). La mezcla

Heee se agitdo durante 2h bajo N, y se comprobé mediante

analisis de alicuotas por 'H-NMR la desproteccion de la prolina. A continuacién el
acido se elimind a vacio para dar lugar al compuesto PAOPA. Este producto esta

caracterizado previamente por Johnson (ref. 107).
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5.11 Evaluacion biolégica de andlogos de PLG

5.11.1 Material y métodos

Muestras cerebrales

Las muestras cerebrales humanas procedieron de cerebros postmortem
pertenecientes a sujetos fallecidos por causas violentas y se obtuvieron en el transcurso
de autopsias judiciales realizadas en el Insituto Vasco de Medicina Legal de Bilbao
durante el periodo comprendido entre 1991 y 2004. Hasta el momento de la autopsia,
los cadaveres de los fallecidos permanecieron a 4°C. Durante la autopsia, se realizé la
diseccion de la cabeza del ntcleo caudado, obteniéndose fragmentos de
aproximadamente 2 g de peso que fueron inmediatamente congelados y almacenados a -
70°C en un arcoén congelador hasta el ensayo. Todo procedimiento en este estudio se
realiz6 siguiendo las normas éticas y los diversos protocolos aprobados para estudios

humanos postmortem.

Materiales empleados

Radioligandos: El radioligando antagonista de receptores dopaminérgicos D,
[*H]-espiperona fue suministrado por Perkin Elmer. Su actividad especifica fue de 15.0
Ci/mmol en todos los experimentos del estudio. Este radioligando presenta fijacion
selectiva, reversible y competitiva al receptor D, (Fields et al.,1977""; Alexander et al.,
2006'"?). La solucion stock de [*H]espiperona se conservé a -70°C. Para la preparacion
de las concentraciones estandar del radioligando se realizaron diluciones a partir de la
solucion stock correspondiente, en agua destilada y purificada (Milli-Q, Millipore,
Billerica, MA, USA) con un 6% de EtOH y 2,5 mM de HCI.

El radioligando analogo no hidrolizable de GTP guanosina-5"-O-(3-[>>S]GTPYS)
([*>S]GTPYS) fue suministrado por Perkin Elmer. Su actividad especifica fue de 1250

1 Fields, JZ.; Reisine, TD.; Yamamura, HL. Brain Res. 1977, 136, 578-584.
12 Alexander, SPH, Mathie, A.; Peters, J.A. Br. J. Pharmacol, 2006, 147: S32-33.
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Ci/mmol en todos los experimentos del estudio. Se realizaron alicuotas a la
concentracion adecuada del radioligando en tampon DTT (10 mM), tricina (10 mM), pH
7,6 que fueron congeladas a -70°C hasta el momento del ensayo. La concentracion de
las muestras utilizadas en los ensayos fue 0.5 nmol/L.

Farmacos y reactivos: Los farmacos y reactivos utilizados y las entidades
suministradoras fueron: N-propilnorapomorfina HCI ((-)NPA), que se obtuvo de Sigma,
ketanserina tartrato de Tocris Cookson, el (+)-butaclamol HCl de Research
Biochemicals International y el haloperidol de Latino.

Otros reactivos utilizados y las entidades suministradoras fueron: GDP, GTP,
Gpp(NH)p y GTPYS, seroalbumina bovina (BSA), Tris[hidroximetil]Jamino-metano
(Tris), polietilenimina, DL-ditiotreitol (DTT), se obtuvieron de Sigma. Cloruro sédico,
cloruro magnésico hexahidrato, EDTA disédico, etanol absoluto y sacarosa fueron
suministrados por Merck, 4cido clorhidrico 37% por Panreac, el reactivo de Bradford
por Bio-Rad Laboratories y el liquido de centelleo OptiPhase “Hisafe II” por Perkin

Elmer.

5.11.2 Metodologia

Preparacion de membranas

La preparacion de membranas con el fin de obtener la fraccion P, se realizo
siguiendo el protocolo descrito a continuacién. Cada una de las muestras de caudado fue
descongelada (4°C), troceada y colocada en 4 tubos de polietileno con 7 mL de tampdn
Tris-sacarosa (Tris HCl 5 mM, sacarosa 250 mM, MgCl, 1 mM, pH 7,4) a 4°C. Los
fragmentos fueron homogeneizados mediante un homogeneizador Ultra-Turrax durante
15 segundos a méxima velocidad. A continuacion, los homogeneizados se centrifugaron
a 1100xg (centrifuga Sorvall RC-5 con rotor SM-24) durante 10 minutos a 4°C. Tras
esta primera centrifugacion, se descartaron los sedimentos (fraccion P;) transfiriéndose
los sobrenadantes a otros 4 tubos de polietileno donde fueron centrifugados a 40000xg
durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes obtenidos fueron decantados y los
sedimentos (fraccion P;) fueron resuspendidos con una varilla de vidrio y lavados con 4

mL del tampo6n Tris-incubacion (Tris HCl 50 mM, MgCl, 5 mM; EDTA 1mM, acido
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ascorbico 0.01% pH 7.6) a 4°C. A continuacién, se realizdé una incubaciéon de 20
minutos a 36°C para favorecer la eliminacion de restos de neurotransmisor endégeno o
posibles farmacos y los tubos fueron de nuevo centrifugados a 40000xg durante 10
minutos a 4°C. Posteriormente, se decantaron los sobrenadantes y los sedimentos
obtenidos se resuspendieron vigorosamente en 2 mL de Tris-incubacion. La solucion
total resultante de cada muestra de tejido (aproximadamente 8 mL) se repartido en 6
alicuotas iguales en tubos Eppendorf que fueron centrifugados a 20000xg durante 10
minutos a 4°C (centrifuga EBA 12R). Los sobrenadantes fueron decantados y los
sedimentos congelados a -78°C para su posterior utilizacion en el experimento
correspondiente. Finalmente, el dia del ensayo las membranas (3 alicuotas para los
experimentos de fijacion de [*H]-espiperona y 1 alicuota para los experimentos de
fijacion de [*>S]GTPYS) se resuspendieron en el volumen adecuado del tampoén de
incubacion correspondiente y se homogeneizaron con Ultra-Turrax (15 segundos a
maxima velocidad). Tanto el inicio como la terminacion de las centrifugaciones se

realizaron de forma gradual y sin la utilizacion de freno.

Determinacion del contenido proteico en las membranas: La determinacion del
contenido proteico en las suspensiones de membranas utilizadas en los ensayos de
fijacién de [*H]-espiperona y [°’S]GTPYS, se realizé segun el método de Bradford
(Bradford, 1976'"). Para ello, se tomaron alicuotas de 100 pl de las diferentes
suspensiones de membranas homogeneizadas, a las que se les afadieron 5 mL de
reactivo de Bradford previamente diluido 4 veces en agua Milli-Q. Tras 10 minutos de
incubacion a temperatura ambiente, se determind la absorbancia de las muestras a 595
nm de longitud de onda en un espectrofotometro Milton Roy Spectronic® 20D. Los
valores proteicos se extrapolaron a partir de la regresion lineal de una recta patron
realizada con seroalbimina bovina (BSA) entre 0 y 1 mg/mL, siguiendo el mismo

proceso descrito anteriormente.

3 Bradford, M. M. Anal Biochem 1976, 72, 248-254.
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5.11.3 Experimentos de fijacion de [3Hlespiperona a cerebro humano

postmortem

La influencia de PLG o los peptidomiméticos sobre los estados de afinidad de
los receptores dopaminérgicos D, se determind en membranas de caudado humano
postmortem mediante ensayos de competicion del radioligando antagonista selectivo
[*H]-espiperona por el fairmaco agonista selectivo (-)NPA.

La union de [*H]espiperona a los receptores D, fue medida por duplicado en
alicuotas de 0.55 mL de membranas de caudado humano (~140 pug de proteina) en
tampon de incubacion (Tris HCL, 50 mM, MgCl, 5 mM, EDTA ImM, 4cido ascorbico
0.1%; pH 7.6) con ketanserina (50 nM) para prevenir cualquier posible fijacion del
radioligando a receptores serotonérgicos (Leysen et al., 1978'*; Creese & Snyder,
1978'").

Se realizaron una serie de ensayos previos de competicion de [*H]-espiperona
(0,25 nM) con (+)-butaclamol con objeto de determinar la concentracion adecuada de
este farmaco para definir la fijacion no especifica del radioligando. A partir de estos
experimentos, la fijacion no especifica del radioligando se determind en presencia de
una concentracion saturante de (+)-butaclamol (10 pM) que impide la fijacion del
radioligando a los receptores D,, definiéndose la fijacion especifica como la diferencia
entre la fijacion total y la fijacidon no especifica.

Asimismo, se realizaron una serie de ensayos previos de saturacion con [*H]-
espiperona en el intervalo de concentraciones de 0.04 a 5 nM, (8 concentraciones) a fin
de determinar la concentracion de radioligando mas adecuada para los futuros ensayos
de competicion por (-)NPA, asi como la posible existencia de més de un lugar de
fijacion especifica. A partir de estos experimentos, se selecciond una concentracion de
0.75 nM de [*H]espiperona para los ensayos de competicion por (-)NPA.

De este modo, los estudios de competicion de [*H]espiperona por (-)NPA fueron
realizados con una concentracion constante de [3H]espiper0na (0.75 nM) en ausencia
(basal) y en presencia de 18 concentraciones diferentes del farmaco competidor (-)NPA

(10"2-3x10* M). Estos ensayos se llevaron a cabo en diferentes condiciones

14 Leysen, JE.; Niemegeers, CJ.; Tollenaere, JP.; Laduron, PM. Nature, 1978, 272 , 168-171.
"5 Creese, 1.; Zinder, SH. Eur. J. Pharmacol. 1978, 49, 201-202.
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experimentales: en ausencia (control) y en presencia de PLG 1uM o el correspondiente
mimético. Ademads, estos mismos ensayos se realizaron también en ausencia y presencia
del analogo del GTP no hidrolizable Gpp(NH)p (100 puM). El contenido de los viales de

incubacion puede esquematizarse como sigue:

350 pL suspension de membranas

50 YL ketanserina

50 pL tampoén de incubacion (o Gpp(NH)p)
50 pL tampdn (o PLG o anélogo)

40 pL (-)NPA (o butaclamol)

10 pL [*H]espiperona

Las incubaciones se realizaron a 25°C durante 60 minutos con agitacion (LH0
rpm) en un bafio tipo Unitronic 320 OR. Tras la incubacion, la reaccion se detuvo por
dilucion rapida con 5 mL de tampdén de incubacion a 4°C. La separacion entre el
radioligando libre y unido a la fraccion de membranas se realizd mediante filtracion en
un equipo Brandel® 30R (Biochemical Research and Development), sobre vacio (650
mm Hg) a través de filtros de fibra de wvidrio (Whatman® GF/C) previamente
humedecidos con polietilenimina al 0,5%. Tras ello, los filtros se lavaron dos veces
consecutivas con 5 mL de tampdn de incubacién a 4°C. Todo el proceso de filtrado y
lavado se realizd en un tiempo inferior a 15 segundos para evitar la disociacion del
complejo radioligando-receptor. Una vez finalizado el proceso de filtracion, los filtros
fueron transferidos a viales que contenian con 4,5 mL de liquido de centelleo
(OptiPhase “HiSafe 1II”) y su radioactividad se cuantificO mediante un
espectrofotometro de centelleo liquido (Packard® 2200CA) con una eficiencia de

contaje aproximada del 50%.
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5.11.4  Experimentos de fijacion de [35S]GTP;S a cerebro humano

postmortem

La influencia de PLG o sus analogos sobre la estimulacion de la fijacion del
[*°SIGTPyS provocada por el agonista de los receptores dopaminérgicos D, se
determind6 en membranas de caudado humano postmortem siguiendo el protocolo
general descrito por Gonzalez-Maeso et al. (2000'"°) con modificaciones.

La unidn especifica de [*>SJGTPyS (0.5 nM) en ausencia (basal) y en presencia
de (-)NPA (10"-10° M, 16 concentraciones) fue medida en alicuotas de 0.5 mL de
membranas de caudado humano conteniendo una cantidad de 30 pg de proteina. Los
ensayos se realizaron en un tampdn de incubacion que contenia Tris-HCl 50 mM,
EGTA 1 mM, MgCl, 3 mM, NaCl 100 mM, GDP 100 mM, pH: 7,4 Las muestras
fueron incubadas durante 60 minutos a 30°C con agitacién (b0 rpm) en un bafio tipo
Unitronic 320 OR en ausencia (control) y en presencia de 1 uM de PLG o analogos. El

contenido de los viales de incubacion puede esquematizarse como sigue:

320 PL suspension de membranas

60 uL GDP

30 pL tampon de incubacion (o GTPYS)
50 pL tampén (o PLG o anélogo)

30 uL (-)NPA

10 pL [*°*S]GTPYS

Tras la incubacion, la reaccion se detuvo por dilucion rapida con 5 mL de
tampon de incubacion a 4°C. La separacion entre el radioligando unido a la fraccion de
membranas y libre se realizé mediante una rapida filtracion en un equipo Brandel M-24
(Biomedical Research and Development) sobre vacio (650 mmHg) a través de filtros de
fibra de vidrio Whatman GF/C previamente humedecidos con tampoén a 4°C. Estos

filtros fueron lavados dos veces mas con 5 mL de tampon mantenido a 4°C. Todo el

16 Gonzalez-Maeso, J.; Rodriguez-Puertas, R.; Gabilondo, A.M.; Meana, J. J. Eur J Pharmacol, 2000,
390, 25-36.
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proceso de filtrado y lavado se realizé en un tiempo inferior a 15 segundos. Una vez
finalizado el proceso de filtracion, los filtros fueron transferidos a viales que contenian
4.5 mL de liquido de centelleo (OptiPhase “HiSafe II’). La radioactividad presente en
los filtros se cuantificdé mediante un espectrofotometro de centelleo liquido (Packard
2200CA) con una eficiencia de contaje superior al 95%. La fijacion no especifica del
radioligando fue determinada en presencia de 10 uM GTPyS no radiactivo. Esta fijacién
fue restada de la fijacion total con el fin de determinar la fijacién especifica de

[*°S]GTPyS a la fraccion de membranas de cerebro humano postmortem.

5.11.5 Analisis matemadtico de los datos experimentales

5.11.5.1  Anadalisis matemdtico de los ensayos de saturacion del

radioligando F HJespiperona

Los datos obtenidos de los experimentos de saturacion con el radioligando
[*H]espiperona fueron analizados mediante regresién no lineal utilizando el programa
GraphPad Prism (version 4.01). Los datos fueron ajustados a la ecuacion 1 en la que B
representa la fijacion especifica para cada determinada concentracion de radioligando,
Bmax la densidad maxima de lugares de fijacion especifica, Kd la constante aparente de

disociacion y [L] la concentracion total de radioligando:

=2
B=X [(Bmax; x [L])/(Kd; + [L])]
1=1

(Ecuacion 1)
El analisis de los datos se realizé ajustando los datos a un modelo monofésico (1

lugar de fijacion, i=1) y a un modelo bifasico (2 lugares de fijacion, i=2). La eleccion

del mejor ajuste entre ambos modelos se realizo estadisticamente a través de un test F,
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el cual contrasta la bondad de ajuste de ambos modelos a partir del principio de suma de

cuadrados (Munson y Rodbard, 1980'"7),

[ F:[(SS1-SSz)/(df1-glz)]/(SSz/dfz)}

(Ecuacion 2)

donde SS; y df] corresponden a la suma de cuadrados y los grados de libertad del ajuste
monofasico y SS; y df; los del ajuste bifasico (ecuacion 2). Es decir, s6lo acepta el
modelo de ajuste mas complejo (bifasico) en el caso de que suponga una mejora
significativa (p<0.05) en la bondad de ajuste de los datos experimentales a la ecuacion

(DeLean et al., 1978'"%; Motulsky and Ransnas, 1987'").

5.11.5.2  Andlisis matemdtico de los ensayos de competicion del

radioligando F HJespiperona por (-)NPA

Los datos obtenidos de los experimentos de competicion de la fijacion del
radioligando [3H]espiperona fueron analizados mediante regresion no lineal utilizando
el programa GraphPad Prism (version 4.01). Los datos fueron ajustados a la ecuacion 3,
en la que B representa la fijacion especifica del radioligando en presencia de una
concentracion fija de farmaco competidor no marcado ((+)-butaclamol o (-)NPA) [I], By
la fijacion especifica del radioligando en ausencia de farmaco competidor ([I]=0).
“Fraction” es el porcentaje de fijacion especifica correspondiente a cada lugar de
fijacion. ICsg; es la concentracion del farmaco competidor que desplaza el 50% de la

fijacion especifica del radioligando correspondiente a cada lugar de fijacion:

17 Munson, P. J. & Rodbard, D. Anal Biochem, 1980, 107, 220-239.
18 De Lean, A.; Stadel, J. M. & Lefkowitz, R. J. J Biol Chem, 1980, 255, 7108-7117.
17 Motulsky, H. J. & Ransnas, L. A. FASEB J, 1987, 1, 365-374
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B=%B, * Fraction; /(1 + 10 (oelll-logiC30D,

1=2

(Ecuacion 3)

A partir del parametro ICs, y teniendo en cuenta la constante de disociacion del
radioligando (K,, obtenida a partir de los experimentos previos de saturacion), el
programa calcula automaticamente la constante de inhibicion del fdrmaco competidor
(Kj), la cual indica la afinidad del mismo por el lugar de fijacion correspondiente,

mediante la ecuacion descrita por Cheng y Prusoff (1973'%°):

Ki =ICs¢/(1 + ([radioligando]/(Kd))

(Ecuacion 4)

Al igual que en el caso de los ensayos de saturacion, el andlisis de los datos se
realizé ajustando los datos a un modelo monofésico (1 lugar de fijacion, i=1) y a un
modelo bifasico (2 lugares de fijacion, i=2). La eleccion el mejor ajuste entre ambos
modelos se realizo estadisticamente a través de un test F, siendo el modelo mas
complejo aceptado sdlo en el caso de que suponga una mejora significativa (p<0.05) en

la bondad de ajuste de los datos experimentales.

5.11.5.3 Anadalisis matemadtico de los ensayo de fijacion de [’SIGT PyS
estimulada por (-)NPA

Las estimulacion de la fijacion de [ S]GTPyS por (-)NPA de manera
concentracion-dependiente se determin6 calculando el porcentaje de estimulacion sobre

el nivel basal de fijacion ((fijacion estimulada* 100/ fijacion basal)-100).

120 Cheng Y.; Prusoff, WH. Biochem. Pharmacol. 1973, 22, 3099-3108.
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Los parametros farmacolédgicos de la estimulacién producida por (-)NPA en la
fijacion de [*>S]GTPyS se obtuvieron mediante el ajuste de los datos experimentales a
curvas concentracion-respuesta analizadas por regresion no lineal con el programa
GraphPad Prism (version 4.01). Los datos fueron ajustados a la siguiente ecuacion

sigmoidal:

E=Emax/(1+10"((LogECs¢-X)*HillSlope))

(Ecuacion 5)

, donde E corresponde a la fijacion especifica de [*>S]GTPyS en presencia de la
concentracion X del agonista (-)NPA, Emax corresponde al efecto maximo del farmaco,
ECs corresponde a la potencia del farmaco, descrita como la concentracion de farmaco
necesaria para obtener la mitad del efecto maximo y “HillSlope” corresponde al

coeficiente de Hill, el cual describe la pendiente de la curva.
5.11.6  Analisis estadistico de los resultados

Los parametros obtenidos en los ensayos de fijacion de los radioligandos
[*H]espiperona y [>>S]GTPYS fueron expresados como los valores del mejor ajuste
obtenidos en el analisis no lineal de los datos experimentalestel error standard
suministrado por el propio programa GraphPad Prism, estimado a partir de la bondad de
ajuste de los datos a la ecuacion propuesta. Estos errores estdndar no fueron utilizados
para posteriores analisis estadisticos.

La comparacion de las curvas de fijacion de radioligandos ([*H]espiperona y
[*SIGTPYS) correspondientes a los grupos de datos obtenidos en las diferentes
condiciones experimentales (ausencia (control) vs presencia de PLG o andlogo), se
realizd a partir de la valoracion estadistica de la bondad de ajuste a modelos de
ecuaciones progresivamente mas complejos, basada en el principio de “suma de
cuadrados”, aplicando un test F.

Asi, los grupos de datos obtenidos en cada condicion experimental se analizaron
primero separadamente (modelo de ecuacion mas compleja, con ajuste a dos curvas que

no comparten parametros) obteniéndose un valor total de la suma de cuadrados y de
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grados de libertad igual a la suma de los valores obtenidos para cada ajuste individual.
Posteriormente, los datos obtenidos en ambas condiciones experimentales se volvieron a
analizar obligandolos a compartir uno o mas parametros (ej. ECsy y/0 Enax) (modelo de
ecuacion mas sencillo, con mas grados de libertad porque tiene menos parametros),
obteniéndose nuevas curvas y nuevos valores de suma de cuadrados y grados de libertad
esas condiciones. El andlisis que permitié6 compartir uno o mas parametros (modelo de
ecuacion mas sencillo, con mas grados de libertad) sin incrementar significativamente la
suma de cuadrados fue tomado como valido"®'"’ (ecuacion 2). La significancia

estadistica de la mejora en el ajuste de los datos se determin6 mediante un test F:

F[(dfi-df>), dB]=((SS-SS2)/(dfi-df>))/(SSy/df)

(Ecuacion 6)

donde SS; y df] corresponden a la suma de cuadrados y los grados de libertad del ajuste
al modelo mas sencillo (con pardmetros compartidos) y SS, y df; a los del ajuste al
modelo mas complejo (sin compartir parametros). Es decir, s6lo en el caso de que el
analisis independiente de las series de datos supusiera una mejora significativa en el
ajuste de los valores experimentales a las curvas obtenidas puede afirmarse que las
curvas definidas por las series de datos son diferentes. En todos los casos se considerd

como estadisticamente significativo un nivel de significancia de p<0.05.
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ANEXO A: 'H-RMN y “C-RMN

Hoo N5
3 ‘7
e
o) N
o
CONHCH;
42a
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
LL J
\ \ \
150 100 50

251



42b

A"

CONHCH;

150

100 50

252



T

(@)

I
@

H3C\n/ l\ié,),

(@] N
N
CONHCH3
42c
e |
T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
lU L J It L .
i i i
150 100 50

253



ZT

HsC

Téﬂ;
o) N._.Ph
)

R)
CONHCH;
42d

B

.

TR

8.0

7.0 6.0 5.0

2.0

1.0

100

254



T

CH,

H;C N,
I w
(@] N Ph
o ol
CONHCH;4

42e

A,

A

|

N

1

-

W

8.0 7.0

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

150

100

255



H CHjy
HyC_N.,,
T ®
o} le\\l\%
(e}
CONHCH,4
42f
y o M LJJLULJ_L
\‘\ \‘\ \‘\ \‘\ \‘\ \‘\ \‘\ \‘\
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

150 100 50

256



90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

257



90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05

J Ll i |

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10 0

258



| | L A

85 &0 75 70 &5 &0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 053 OJ

L ALl 1‘ J'ﬂ .

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

259



0 N - _NH,
SHuRY

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0

[ | g

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 8 70 60 50 40 30 20 10 O

260



90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 3.5 20 15 1.0 05
" “ ' " ‘ P | J. J - l l Hyag g
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10

261



85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 O

I 1 JLHJLLM

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10

262



90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05

Ml L LN d J

230 210 190 170 150 130 110 9 80 70 60 50 40 30 20 10 O

263



| JJJ ,.L

(=

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10

264



200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10

265



=z

03,

I

(R 9

o N)%kNHz

48c

85 8.0

75 70 65 60 55 50 45

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

80

70

60

50

40

30

266



I I a

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05

190 170 150 130 110 9 80 70 60 50 40 30 20 10

267



N
N ) G
o N
o %LNHz
48e
J{ M M_J
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
I Jl | -
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

268



85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 O

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

269



ANEXO B:
ESPECTROS BIDIMENSIONALES: ROESY/NOESY
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46¢

Espectro ROESY, DMSO-d4, S00MHz, mixing time: 400ms
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ANEXO C: Distancias interprotonicas compuestos 46a-f

Distancia (A)
ROE  Ha-Hb

46a 46b 46¢ 46d
1 HgR-Hg® 1.80 (ref) 1.80(ref)
2 H,-H; 2.83 2.52 2.53 2.42
3 H,-H, 3.19 3.23 2.86
4 He-Hs 3.13 2.73 2.35 2.40
5 Hg- Hg® 3.48 3.66
6 H;s"-H; 2.68 2.89 2.76 3.07
7 H;®-H, 3.91 3.87
8 Hg'-H), 3.12 3.62 2.59 3.39
9 H,-H; 3.62 4.62
10 Ho-Hg® 3.36 2.29
11 Ho-Hg® 2.40 3.02
12 Ho-Hig 3.01 2.50(ref) 2.06 2.50(ref.)
13 H,o-H, 3.73 427 3.36
14 H,-Hg" 2.87 2.96
15 H,-Hg® 3.27
16 Hy,-H,, 3.18 3.06
17 Hy,-Hj, 3.39 3.50 3.01
18 Hy,-Hs 2.92
19 Hy;-Hy, 3.16 2.98 2.43
20 Hy;-Hy, 2.19 2.20 2.39
21 Hys-His 4.26
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ANEXO D:

Experimentos de estimulacion de la fijacion de F 5SIGTP;S por (-)NPA en membranas

de caudado humano postmortem

En condiciones control (ausencia de PLG o andlogos) el agonista (-)NPA provocé
una estimulacion de la fijacion de [*°S]JGTPyS concentracion-dependiente, con un efecto
maximo de [43% sobre la fijacion basal y con elevada potencia (ECsoLIL8 nM). El efecto
estimulatorio de (-)NPA fue totalmente bloqueado por el antagonista de los receptores D,
haloperidol (1 uM).

Los valores de los pardmetros de las curvas concentracion-efecto obtenidos en
membranas de nticleo caudado humano son compatibles con los descritos para el receptor
D, en otros sistemas como el estriado de rata para este tipo de experimentos®™'*'. Ni PLG
ni ninguno de los analogos estudiados provoco alteraciones significativas en ninguno de
los pardmetros de las curvas concentracion-efecto de (-)NPA con respecto a la curva
control (tabla 31), como puede observarse en la practica superposicion de las curvas en
ausencia (control) y presencia de PLG o analogo (figuras 81A4-F).

Esta falta de efecto modulador de PLG y analogos en estos ensayos in vitro
realizados en cerebro humano no descarta la posible relevancia funcional de estos
compuestos. De hecho, el efecto modulador de PLG a nivel funcional ha sido previamente
descrito en otros sistemas (no humanos) tanto en ensayos in vitro como la actividad

adenilil ciclasa y la actividlad GTPasa en membranas de estriado de rata'*

, COmo en
ensayos comportamentales en roedores como el modelo de enfermedad de Parkinson de
ratas con lesion unilateral de la sustancia negra con 6-hidroxidopamina'”® o modelos de

efectos extrapiramidales (transtornos de movimiento) inducidos por farmacos

121 Rinken, A.; Finnman, U.B.; Fuxe, K. Biochem. Pharmacol. 2000, 390, 25-36.

2 Mishra, R.K.; Makman, M.H.; Costain, W.J.; Nair, V.D.; Johnson, R.L. Neurosci. Lett. 1999, 269,
21-24.

'3 2) Baures, P.W.; Ojala, W.H.; Costain, W.J.; Ott, M.C.; Pradhan, A.; Gleason, W.B.; Mishra, R.K;
Johnson, R.L. J. Med. Chem. 1997, 40, 3594-3600. b) Evans, M.C.; Pradhan, A.; Venkatraman, S.;
Ojala, W.H.; Gleason, W.B.; Mishra, R.K.; Johnson, R.L. J. Med. Chem. 1999, 42, 1441-1447. c)
Castellano, J.M.; Batrynchuk, J.; Dolbeare, K.; Verma, V.; Mann, A.; Skoblenik, K.J.; Johnson, R.L.;
Mishra, R.K. Peptides 2007, 2, 105-111.
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neurolépticos como el parkinsonismo valorado frente la catalepsia en roedores™ o la
discinesia tardia valorada mediante la aparicion de movimientos masticatorios en la rata'>".

Existen diferentes consideraciones sobre las condiciones experimentales de los
ensayos de fijacién de [*>S]GTPYS en cerebro humano que podrian haber contribuido a
estos resultados negativos sobre la actividad de PLG y analogos en este tipo de ensayo

funcional.

Tabla 31: Pardmetros de la estimulacién de la fijacion de [P>S]GTP)S producida por (-)NPA en membranas

de caudado humano postmortem.

Condicion n pECs, ECs¢(nM) Emax (% sobre basal) ny
Control 4 7.75+£0.32 17.8 425+4.4 0.41+0.08
+ PLG 4 731+£0.29 48.7 455+4.6 0.45+0.09
+ analogo 28 3 746+0.23 35.1 424+ 33 0.47+0.08
+ analogo 48¢ 4 7.57+0.57 26.9 435+7.8 0.38+0.11
+ andlogo48d 3  7.71+£0.46 19.4 39.5+54 0.40+0.10
+ analogo48b 3  736+0.35 442 41.6 4.7 0.45+0.10
+ PAOPA 3 748+047 334 41.1+5.8 0.39+0.10

Los parametros de la curva concentracion-respuesta fueron calculados a partir del ajuste no lineal de los
datos experimentales que se muestran en la figura 79, mediante el programa GraphPad Prism 5. Los valores
de pECsy, Emax y nH se expresan como el valor del mejor ajuste £ error standard de n experimentos
realizados por duplicado. La concentracion de PLG o andlogo empleada fue de 1 (M. La comparacion de
las curvas obtenidas en ausencia (control) y en presencia de PLG o andlogo se realizo mediante andlisis

simultaneos con parametros compartidos utilizando un test F.

124 Chiu, S.; Paulose, C.S.; Mishra, R.K. Peptides 1981, 2, 105-111.
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Figura 81: Curvas concentracion-respuesta para la fijacion del [F’S]GTP)S estimulado por (-)NPA en
membranas de caudado humano en ausencia (control) (O) y en presencia (@) de 1 uM de PLG (A) o del
analogo 28(B), 48b (C), 48c (D), 48d (E) o PAOPA (F). Los puntos representan medias *+ SEM de 3-4
experimentos realizados en duplicado. Al lado de las graficas se representan las estructuras quimicas del

compuesto correspondiente. Los valores de los parametros de inhibicion se muestran en la tabla 31.
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Discusion de resultados:

a) Por una parte, por limitaciones de acceso al material de estudio (muestras de cerebro
humano), estos ensayos se han realizado con una tnica concentracion de PLG o anélogos
y, como ya se ha adelantado, la PLG y otros miméticos activos muestran un efecto

modulador dosis-dependiente en forma de campana'®

. Es posible que la concentracion de
PLG y analogos utilizada (I uM), activa en los experimentos de fijacion de
[*H]espiperona, no haya sido la adecuada para observar su efecto modulador en las

condiciones experimentales de los ensayos de fijacion de [*°S]GTPyS.

b) Por otra parte, como ensayo funcional para el receptor D, se ha utilizado la
estimulacion de la fijacion de [*>S]GTPyS por farmacos agonistas ya que esta metodologia
permite valorar la actividad de receptores acoplados a proteinas G inhibitorias en cerebro
humano postmortem'”. Sin embargo, estos experimentos requieren la inclusion de GDP y
NacCl en el medio de incubacidn ya que, en ausencia de estos compuestos, la fijacion basal
del [°S]GTPyS a las proteinas G es demasiado elevada, lo cual impide observar el efecto
estimulatorio por farmacos agonistas'*®. Tanto el GDP como el NaCl, al igual que ocurria
con el Gpp(NH)p, promueven el estado de baja afinidad por agonistas de los receptores D5,
condiciones en las que el efecto modulador de PLG y andlogos en membranas de nucleo
caudado humano no pudo observarse en los experimentos bioquimicos de fijacion de
[*H]espiperona. En este sentido, otros autores estudiando otros sistemas receptores, han
sugerido que la estimulacion de la fijacion de [°S]JGTPyS por farmacos agonistas estaria
relacionada con la ocupacion de los receptores que se encuentran en estado de afinidad,
pero no con los de alta afinidad'”’.

c) Ademas, otro factor a considerar es que la estimulacion de los receptores D, pone en
marcha diferentes mecanismos efectores a nivel celular que pueden ser mediados por

distintos subtipos de subunidad a de las proteinas G inhibitorias. No esta claro el subtipo

2 Verma, V.; Mann, A.; Costain, W.; Pontoniero, G.; Castellano, J.M.; Skoblenik, K.; Gupta, S.K.;

Pristupa, Z.; Niznik, H.B.; Johnson, R.L.; Nair, V.D.; Mishra, R.K. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2005,

315, 1228-1236.

Gonzalez-Maeso, J.; Rodriguez-Puertas, R.; Gabilondo, A.M.; Meana, J. Eur. J. Pharmacol. 2000,

3990, 25-36.

127 a) Maher, C.E.; Selley, D.E.; Childers, S.R. Biochem. Pharmacol. 2000, 59, 1395-1401. b) Breivogel,
C.S.; Childers, S.R. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2000, 295, 328-336.
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de subunidad o implicada en cada mecanismo efector de los receptores D,, aunque existen
estudios que sugieren que el efecto inhibitorio sobre la actividad adenilil ciclasa estaria
mediada por proteinas Giy, Y Gisg, €l efecto de apertura de canales de salida de postasio por
proteinas Giz, y €l cierre de canales de calcio por proteinas Go'*®. Tampoco esta claro el
subtipo o subtipos de subunidades o cuya activacion se detecta en los experimentos de
fijacion de [**S]GTPYS. En cualquier caso, es posible que en el efecto modulador de PLG y
analogos observado en los experimentos bioquimicos de fijacion del radioligando
[*H]espiperona, pudiera intervenir algin subtipo de proteina G cuya activacion no se
detectara bien en los experimentos funcionales de fijacion de [*°S]GTPyS.

Por todo ello, seria de interés la realizacion de otro tipo de ensayos in vitro o in vivo
en otros sistemas biologicos que permitieran una mejor valoracion de la potencialidad

funcional de estos compuestos.

128 Missale, C.; Nash, S.R.; Robinson, S.W.; Jabber, M.; Caron, M.G. Pharmacol. Rev. 1998, 78, 189-223.
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ANEXO E: Rayos X

42e

()
Tabla 1: Datos cristalograficos
Formula empirica C11H19N303
Peso Molecular [g mol-1] 241.29
Dimensiones del cristal [mm] 0.08 x 0.22 x 0.28
Temperatura [K] 160(1)
Sistema cristalino triclinico
Grupo P1 (#1)
Z 1
Parametros de celda a [A] 5.7004(2)
b[A] 7.3619(3)
c[A] 8.3143(3)
al°] 108.938(2)
B[°] 90.932(2)
v [°] 104.803(2)
VA3] 317.19(2)
F(000) 130
Dy [g cm3] 1.263
LMo Ka) [mm-1] 0.0928
Scan type @and w
Total de reflexiones medidas 9183
Reflexiones simétricas independientes 1832
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Parametros refinados; restricciones 168; 3
Pesos: w =[(Fy2) + (0.0664P)2 + 0.0241P]-! where P = (F2 + 2F:2)/3
Goodness of fit 1.091

Coeficientes de extinction secundarios 0.37(5)

TABLA 2. Distancias interatomicas (A) con las desv iacione standard

estimadas entre paréntesis.

0(2) -C(2) 1.215(2) N(9) - C(3) 1.449(2)
0(6) -C(6) 1.238(2) c) - C(3) 1.549(2)

0(10) -C(10) 1.235(2) c@) - C(14) 1.522(2)

N(1) -C(2) 1.367(2) c@) - C(4) 1.561(2)

N(1) -C(5) 1.462(2) C(5) - C(12) 1.523(2)

N(1) -C(4) 1.485(2) C(5) - C(13) 1.535(2)

N(7) -C(6) 1.327(2) C(5) - C(6) 1.553(2)

N(7) -C(8) 1.456(2) C(10) - C(11) 1.503(2)

N(9) -C(10) 1.346(2)

TABLA 3. Angulos de enlace (°) con las desviacione s standard entre
paréntesis

C(2) -N(1) -C(5) 133.6(1) N(1) - C(4) -C(3) 87.3(1)
C(2) -N(1) -C(4)  95.0(1) N(1) - C(5) -C(12) 108.8(1)
C(5) -N(1) -C(4) 131.0(1) N(1) - C(5) -C(13) 110.0(1)
C(6) -N(7) -C(8) 122.5(2) C(12) - C(5) -C(13) 109.7(2)
C(10) -N(9) -C(3) 123.4(2) N(1) - C(5) -C(6) 111.5(1)
0(2) -C(2) -N(1) 133.2(2) C(12) - C(5) -C(6) 108.2(1)
0(2) -C(2) -C(3) 134.8(2) C(13) - C(5) -C(6) 108.7(1)
N(1) -C(2) -C(3) 92.0(1) 0(6) - C(6) -N(7) 123.9(2)
N(9) -C(3) -C(14) 108.5(1) 0(6) - C(6) -C(5) 118.8(2)
N(9) -C(3) -C(2) 115.8(1) N(7) - C(6) -C(5) 117.3(1)
C(14) -C(3) -C(2) 112.8(2) 0(10) - C(10) -N(9)  122.5(2)
N(9) -C(3) -C(4) 119.0(1) 0(10) - C(10) -C(11) 121.4(2)
C(14) -C(3) -C(4) 114.3(2) N(9) - C(10) -C(11) 116.1(2)
C(2) -C(3) -C(4) 85.2(1)
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TABLA 4. Angulos de torsion (°) con las desviacion

paréntesis.

C(5)-N(1) -C(2) -0(2) 2.5(3)
C(4) -N(1) -C(2) -0(2) 175.5(2)
C()-N(1) -C(2) -C(3) -178.7(2)

C(2) -C(3
c(2) -N@
c) -NQ1

C@4) -N(1) -C(2) -C(38) 5.7(1) C(2) -N(1

C(10) -N(9) -C(3) -C(14) -166.2(2)

C(10) -N(9) -C(3) -C(2) -38.3(2)
C(10) -N(9) -C(3) -C(4) 60.9(2)
0(2) -C(2) -C(3) -N(9) -55.9(3)
N(1) -C(2) -C(3)
0(2) -C(2) -C(3)
N(1) -C(2) -C(3)
0(2) -C(2) -C(3)
N(1) -C(2) -C(3)
C(2) -N(1) -C4)
C(5) -N(1) -C4)
N(9) -C(3) -C(4)
C(14) -C(3) -C(4) -N(1) 107.9(2)

c4) -N@1
C(2) -N@1
c4) -N@1
c(8) -N(7
-N(9) 125.4(2)
-C(14) 69.9(2)
-C(14) -108.9(2)

c(8) -N(7
N(1) -C(5
C(12) -C(5
-C(4) -175.8(2) C(13)-C(5
-c(4)
-C(3) 5.7(1)
-C(3) 179.0(2)
-N(1) -121.8(2)

54(1) N(1) -C(5
C(12) -C(5
C(13) -C(5
C(3) -N@©

C(3) -N(©

TABLA 5. Distancias de enlace (A) y angulos (°).

N(7) -H(7) 0.88(3) N(9) -H(9)
C(6) -N(7) -H(7) 123(2) C(10)-N(9) -H(
C(8) -N(7) -H(7) 114(2) C(3) -N(9) -H(

TABLA 6. Geometria de enlace de hidrégeno (A, °).

D H A D-H H--A DA
N(7)-H(7)---O(10) 0.88(3) 1.92(3) 2.766(
N(9)-H(9):--O(6) 0.89(3) 2.00(3) 2.895(

-C(4)
-C(5)
-C(5)
-C(5)
-C(5)
-C(5)
-C(5)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(10) -O(10)
-C(10) -C(11) 173.8(2)

es standard entre

N(1) -5.0(1)

-C(12) -149.9(2)

-C(12)
-C(13)
-C(13)
-C(6)
-C(6)
-0O(6)
-C(5)
-0(6)
-0O(6)
-0O(6)
-N(7)
-N(7)
-N(7)

39.3(2)
-29.8(2)
159.4(2)
90.8(2)

-80.0(2)

-1.0(3)
177.8(2)
176.0(2)
56.4(2)
-62.7(2)
-2.8(2)

-122.4(2)
118.5(2)
-5.4(3)

0.89(3)
9) 120(2)
9) 117(2)

D-H--A

2)  160(3)
2)  176(3)
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42f

Tabla 1: Datos cristalograficos

Formula empirica

Peso molecular [g mol-1]

Dimensiones del cristal [mm]

Temperatura [K]

Sistema cristalino

Grupo

Z

Parametros de la celda unidad a [A]
b[A]
c[A]
al’]
Bl°]
y[°]

VA3]

Reflexiones medidas

Simetria de las reflexiones independientes

Rint

Parametros refinados: restricciones

Coeficiente de extinction secundario

C11H9N303
241.29

0.08 x 0.22 x 0.28

160(1)

triclinico
P1 (#1)
1
5.7004(2)
7.3619(3)
8.3143(3)
108.938(2)
90.932(2)
104.803(2)
317.192)
9183
1832
0.050
168; 3
0.37(5)
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TABLA 2. Distancias interatémicas (A) con las desv

entre paréntesis.

0@) -
o(6) -
0(10)
N(1)
N(1)
N(1)
N(7)
N(7)
N(9) -

CR2) 1.215(2)
C(6) 1.238(2)

-C(10)

1.235(2)
C(2) 1.367(2)
C(5) 1.462(2)
-C(4) 1.485(2)
C(6) 1.327(2)
-C(8) 1.456(2)

C(10) 1.346(2)

N(9) -
C(2) -
c(@3) -
c@) -
C() -
C() -
C() -
C(10) -

TABLA 3. Angulos de enlace (°) con las desviacione

parént

C(2) -
C(2) -
C(5) -
C(6) -

C(10) -N(9) -C(3)
C(2) -N(1)
C(2) -C@3)

0@) -
0(2) -
N(1) -
N(9) -
N(9) -

C(14) -C(3) -C(2)

N(9) -

C(14) -C(3) -C(4)

c2) -

esis.

N(1) -C(5)
N(1) -C(4)
N(1) -C(4)
N(7) -C(8)

C(2) -C(3)

C(3) -C(14)

C@) -C(2)

C(3) -C(4)

C(@3) -C(4)

133.6(1)
95.0(1)

131.0(1)
122.5(2)
123.4(2)
133.2(2)
134.8(2)
92.0(1)

108.5(1)
115.8(1)
112.8(2)
119.0(1)
114.3(2)
85.2(1)

N(1) -C(4)
N(1) -C(5)
N(1) -C(5)
C(12) -C(5)
N(1) -C(5)
C(12) -C(5)
C(13) -C(5)
0(6) -C(6)
0(6) -C(6)
N(7) -C(6)
0(10) -C(10)
0(10) -C(10)
N(9) -C(10)

iaciones standard

C(3)
C@3)
C(14)
C(4)
C(12)
C(13)
C(6)
C(11)

s standard entre

-C(3)
-C(12)
-C(13)
-C(13)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-N(7)
-C(5)
-C(5)
-N(9)
-C(11)
-C(11)

1.449(2)
1.549(2)
1.522(2)
1.561(2)
1.523(2)
1.535(2)
1.553(2)
1.503(2)

87.3(1)

108.8(1)
110.0(1)
109.7(2)
111.5(1)
108.2(1)
108.7(1)
123.9(2)
118.8(2)
117.3(1)
122.5(2)
121.4(2)
116.1(2)
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TABLA 4. Angulos de torsion (°) con las desviacion es standard entre

paréntesis.

C(5) -N(1) -C(2) -0(2) 25(3) C(2) -C(3 ) -C(4) -N(1) -5.0(1)
C(4) -N(1) -C(2) -0(2) 175.5(2) C(2) -N(1 ) -C(5) -C(12) -149.9(2)
C(5) -N(1) -C(2) -C(3) 178.7(2)  C(4) -N(1 ) -C(5) -C(12) 39.3(2)

C@) -N(1) -C(2) -C(3) -5.7(1) C(2) -N(1 ) -C(5) -C(13) -29.8(2)
C(10) -N(9) -C(3) -C(14) 166.2(2)  C(4) -N(1 ) -C(5) -C(13) 159.4(2)
C(10) -N(9) -C(3) -C(2) -38.3(2) C(2) -N(1 ) -C(5) -C(6) 90.8(2)
C(10) -N(9) -C(3) -C(4) 60.9(2) C(4) -N(1 ) -C(5) -C(6) -80.0(2)

0(2) -C(2) -C(3) -N(9) -55.9(3) C(8) -N(7 ) -C(6) -O(6) -1.0(3)

N(1) -C(2) -C(3) -N(9) 125.4(2) C(8) -N(7 ) -C(6) -C(5) 177.8(2)
0(2) -C(2) -C(3) -C(14) 69.9(2) N(1) -C(5 ) -C(6) -O(6) 176.0(2)
N(1) -C(2) -C(3) -C(14)-108.92)  C(12) -C(5 ) -C(6) -O(6) 56.4(2)

0(2) -C(2) -C(3) -C(4)-175.8(2)  C(13) -C(5 ) -C(6) -O(6) -62.7(2)

N(1) -C(2) -C(3) -C(4) 5.4(1) N(1) -C(5 ) -C(6) -N(7) -2.8(2)

C(2) -N(1) -C(4) -C(3) 5.7(1) C(12)-C(5 ) -C(6) -N(7) -122.4(2)
C(5) -N(1) -C(4) -C(3) 179.0(2) C(13)-C(5 ) -C(6) -N(7) 118.5(2)
N(©9) -C(3) -C(4) -N(1) -121.8(2) C(3) -N(9) -C(10)-0(10 ) -5.4(3)
C(14) -C(3) -C(4) -N(1) 107.9(2)  C(3) -N(9) -C(10) -C(11) 173.8(2)

TABLA 5. Distancias de enlace (A) y angulos (°).

N(7) -H(7) 0.88(3) N(9) -H(9) 0.89(3)
C(6) -N(7) -H(7) 123(2) C(10) -N(9 ) -H(©) 120(2)
C(8) -N(7) -H(7) 114(2) C(3) -N(9 ) -HO) 117(2)

TABLA 6. Geometria de enlace de hidrogeno (A, °).

D H A D-H H--A D ~A  D-H-A
N(7)-H(7)---O(10) 0.88(3) 1.92(3) 2 766(2) 160(3)
N(9)-H(9)--O(6") 0.89(3) 2.003) 2 .895(2) 176(3)
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Tabla 1. Datos cristalograficos

Formula empirica
Peso molecular [g mol-1]
Dimensiones del cristal [mm]
Temperatura [K]
Sistema cristalino
Grupo
Z
Total de reflexiones medidas
Parametros de celda unidad a [A]
b [A]
c[A]
al’]
Bl°]
y[°]
VIA3]
Total de reflexiones medidas

Reflexiones simétricas independientes

Co6Ha1N507
535.64

0.17 x0.17 x 0.32
160(1)
monoclinic
P21 (#4)

2

3468
9.5901(3)
10.9851(3)
13.8555(4)
90

96.040(2)

90
1451.55(7)
31840

3489
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Parametros refinados; restricciones 373; 1

Coeficiente de extinction secundario 0.072(5)

Final Apax/0 0.005 Ao (max; min) [e A-3] 0.27;-0.27

aldic-c)) [A] 0.004 —0.006

TABLA 2. Distancias de enlace (A) con las desviaci ones standard entre
paréntesis.

0@3) -C(3) 1.235(3) C(5) - C(22) 1.535(4)
0(6) -C(6) 1.216(3) C(5) - C(6) 1.544(4)
0(9) -C(9) 1.226(3) C(5) - C(21) 1.559(4)
0(12) -C(12) 1.248(3) c(8) - C(29) 1.528(4)
0(14) -C(14) 1.216(4) c(8) - C(30) 1.534(4)
O(15) -C(14) 1.345(3) c(8) - C(9) 1.534(4)
O(15) -C(16) 1.481(3) C(11) - C(12) 1.516(4)
N(1) -C(14) 1.339(4) C(11) - C(31) 1.526(4)
N(1) -C(2) 1.450(3) C(16) - C(19) 1.513(5)
N(4) -C(3) 1.339(4) C(16) - C(18) 1.515(5)
N(4) -C(5) 1.448(3) C(16) - C(17) 1.516(5)
N(7) -C(6) 1.354(3) c(22) - C(23) 1.509(4)
N(7) -C(8) 1.467(3) C(23) - C(24) 1.378(4)
N(7) -C(21) 1.481(3) C(23) - C(28) 1.389(4)
N(10) -C(9)  1.349(3) C(24) - C(25) 1.387(4)
N(10) -C(11) 1.456(3) C(25) - C(26) 1.368(6)
N(13) -C(12) 1.319(4) C(26) - C(27) 1.373(6)
C(2) -C(20) 1.508(4) C(27) - C(28) 1.379(5)
C(2) -C(3) 1.531(4) o) - C(32) 1.363(5)
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TABLA 3. Angulos de enlace (°) con las desviacione

paréntesis.

C(14) -O(15) -C(16)
C(14) -N(1) -C(2)
C(3) -N(4) -C(5)
C(6) -N(7) -C(8)
C(6) -N(7) -C(21)
C(8) -N(7) -C(21)
C(9) -N(10) -C(11)
N(1) -C(2) -C(20)
N(1) -C(2) -C(3)
C(20) -C(2) -C(3)
0O(3) -C(3) -N(4)
0(3) -C(3) -C(2)
N(4) -C(3) -C(2)
N(4) -C(5) -C(22)
N(4) -C(5) -C(6)
C(22) -C(5) -C(6)
N(4) -C(5) -C(21)
C(22) -C(5) -C(21)
C(6) -C(5) -C(21)
O(6) -C(6) -N(7)
0(6) -C(6) -C(5)
N(7) -C(6) -C(5)
N(7) -C(8) -C(29)
N(7) -C(8) -C(30)
C(29) -C(8) -C(30)
N(7) -C(8) -C(9)
C(29) -C(8) -C(9)
C(30) -C(8) -C(9)

120.7(2)

121.2(2)
123.7(2)
132.0(2)

95.9(2)

132.1(2)

119.9(2)

109.4(2)
110.1(2)

110.4(2)
123.3(2)
121.2(2)
115.4(2)

108.5(2)
114.9(2)

113.7(2)

116.4(2)

116.6(2)
85.5(2)

132.8(2)
135.3(2)

91.9(2)

108.3(2)

109.2(2)

111.4(2)

110.7(2)

107.8(2)

109.4(2)

0(9) -C(9)
0(9) -C(9)
N(10) -C(9)
N(10) -C(11)
N(10) -C(11)
C(12) -C(11)
0(12) -C(12)
0(12) -C(12)
N(13) -C(12)
0(14) -C(14)
0(14) -C(14)
N(1) -C(14)
0(15) -C(16)
O(15) -C(16)
C(19) -C(16)
O(15) -C(16)
C(19) -C(16)
C(18) -C(16)
N(7) -C(21)
C(23) -C(22)
C(24) -C(23)
C(24) -C(23)
C(28) -C(23)
C(23) -C(24)
C(26) -C(25)
C(25) -C(26)
C(26) -C(27)
C(27) -C(28)

-N(10)
-C(8) 120.7(2)
C(8) 117.3(2)
-C(12)
-C(31)
-C(31)
-N(13)
-C(11)
-C(11)
N(1)  124.1(3)
-0(15)
-0(15)
-C(19)
-C(18)
-C(18)
-C(17)
-C(17)
-C(17)
C(5) 86.7(2)
C(5) 115.4(2)
-C(28)
-C(22)
-C(22)
-C(25)
-C(24)
-C(27)
-C(28)
-C(23)

s standard entre

121.9(2)

112.8(2)
109.7(2)
109.9(2)
122.2(3)
119.9(2)
117.8(2)

124.6(3)
111.4(3)
110.7(3)
102.5(2)
111.1(3)
109.3(2)
112.6(3)
110.2(3)

118.7(3)
120.5(3)
120.7(3)
120.5(3)
120.2(3)
119.8(3)
120.3(4)
120.4(3)
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TABLA 4.

paréntesis.

C(14) -N(1)
C(14) -N(1)
C(5) -N(4)
C(5) -N(4)
N(1) -C(2)
C(20) -C(2)
N(1) -C(2)
C(20) -C(2)
C(3) -N(4)
C(3) -N(4)
C(3) -N(4)
C(8) -N(7)
C(21) -N(7)
C(8) -N(7)
C(21) -N(7)
N(4) -C(5)
C(22) -C(5)
C(21) -C(5)
N(4) -C(5)
C(22) -C(5)
C(21) -C(5)
C(6) -N(7)
C(21) -N(7)
C(6) -N(7)
C(21) -N(7)
C(6) -N(7) -
C(21) -N(7)
C(11) -N(10)
C(11) -N(10)
N(7) -C(8) -
C(29) -C(8)
C(30) -C(8)

-C(5) -C(6)
-C(5) -C(21) 57.9(3)
-C(6) -O(6)
-C(6) -O(6)
-C(6) -C(5)
-C(6) -C(5)
-C(6) -O(6)
-C(6) -O(6)
-C(6) -O(6)
-C(6) -N(7)
-C(6) -N(7)
-C(6) -N(7)

-C(8) -C(30) -73.5(3)
-C(8) -C(30) 104.1(3)

-C(8) -C(9)

-C(9) -0(9)
-C(9) -0(9)

Angulos de torsion (°) con las desviacion
-C(2) -C(20) -153.8(3) C(29)-C(8

-C(2) -C(3) 84.8(3) C(30)-C(8

-C(3) -O(3) -0.7(4) C(9) -N(1

-C(3) -C(2) -178.0(2) C(9) -N(1

-C(3) -O(3) 25.2(4) N(10)-C(1

-C(3) -0(3) -95.7(3) C(31)-C(1

-C(3) -N(4) -157.4(2) N(10)-C(1

-C(3) -N(4) 81.7(3) C(31)-C(1

-C(5) -C(22) -168.3(2) C(2) -N(1

-39.7(3) C(2) -N(1
C(16) -0(1
-2.7(5) C(16) -O(1
179.1(3) C(14)-0(1
176.3(3) C(14)-0(1
2.0(2) C(14)-0(1
-62.2(4) C(6) -N(7
63.7(4) C(8) -N(7
-179.2(3) N(4) -C(5
118.9(2) C(22)-C(5
-115.2(2) C(6) -C(5

1.9(2) N@) -C(5

-C(8) -C(29) 165.0(3) C(6) -C(5
-C(8) -C(29) -17.4(4) C(21)-C(5

C(5) -C(2
C() -C(2
C(8) -C(9) 47.0(4) C(28)-C(2
-135.3(3) C(22)-C(2
-C(9) -0O(9)

5.0(4) C(23)-C(2

-C(9) -C(8) -177.8(2) C(24)-C(2
C(9) -O(9) -152.4(3) C(25)-C(2
89.3(3) C(26)-C(2

-31.9(4) C(24)-C(2

es standard entre

) -C(9) -N(10) -87.9(3)
) -C(9) -N(10) 150.9(2)
0)-C(11)-C(12) 67.2(3)

0) -C(11) -C(31) -169.9(2)
1) -C(12) -O(12) -158.3(2)
1)-C(12) -0(12) 78.9(3)

1) -C(12) -N(13) 24.3(3)
1) -C(12) -N(13) -98.6(3)
) -C(14) -0(14) 13.7(4)

) -C(14) -O(15) -167.1(2)

5

~

-C(14) -O(14) 11.6(4)
5

~

-C(14) -N(1) -167.5(2)
5) -C(16) -C(19) -62.2(4)
5) -C(16) -C(18) 179.2(3)
5) -C(16) -C(17) 62.3(3)
-C(21) -C(5)  2.0(2)
-C(21) -C(5) -176.3(3)
-C(21) -N(7) -117.3(2)
-C(21) -N(7) 112.6(2)
-C(21) -N(7)  -1.7(2)

-C(22) -C(23) 178.2(2)
-C(22) -C(23) 49.0(3)
-C(22) -C(23) -48.1(3)
2) -C(23) -C(24) 102.5(3)
2) -C(23) -C(28) -80.4(3)
3) -C(24) -C(25)  0.9(4)

3) -C(24) -C(25) 178.0(3)

4) -C(25) -C(26) 0.3(5)
5) -C(26) -C(27) -0.9(5)
6) -C(27) -C(28)  0.3(5)
7) -C(28) -C(23)  0.9(5)
3) -C(28) -C(27) -1.5(4)
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TABLA 5. Distancias de enlace (A) y angulos (°).

N(1) -H(1) 0.89(4) N(13) -H(13 1) 1.00(4)
N(4) -H(4) 0.91(3) N(13) -H(13 2) 0.99(4)
N(10) -H(10) 0.85(3) O(1) -H(11 1) 0.84
C(14) -N(1) -H(1) 123(2) C(11) -N(10 )-H(10) 120(2)
C(2) -N(1) -H(1) 113(2) C(12) -N(13 )-H(131) 118(2)
C(3) -N(4) -H@) 119(2) C(12) -N(13 )-H(132) 124(3)
C(5) -N@) -H@) 117(2) H(131)-N(13 )-H(132) 115(4)
C(9) -N(10) -H(10) 119(2) C(32) -0(1) “H(111) 110

TABLA 6. Geometria del enlace de hidrégeno (A, °).

D H A D-H H---A D--A  D-H--A
N(1) -H(1) ---0(12 iy 0.89(4) 2.17(4) 3.044(3) 166(3)
N(4) -H(4) ---O(12 iy 091(3) 1.953) 2.859(3) 174(3)
N(10)-H(10) ---O(3) 0.85(3) 2.07(3) 2.902(3) 167(2)
N(13)-H(131)---O(15 i )y 1.004) 2.15(4) 3.076(3) 154(3)
N(13)-H(132)---O(6) 0.99(4) 1.87(4) 2.850(3) 168(5)

O(1) -H(111)--0(14 V) 084 193  2766(4) 176
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Tabla 1: Datos cristalograficos
Formula empirica Cy5H39N507
Peso molecular [g mol-1] 521.61
Dimensiones de cristal [mm)] 0.10 x 0.20 x 0.25
Temperatura [K] 160(1)
Sistema cristalino monoclinico
Grupo P21 (#4)
Z 2
Reflexiones para la determinacion de la celda 4335
Parametros de la celda unidad a [A] 10.4604(2)

b [A] 9.9778(2)

c[A] 14.1658(3)

al®] 90

L[°] 106.443(1)

y[°] 90

VA3] 1418.04(5)

Scan type @and w
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Total de reflexiones medidas
Simetria de reflexiones independientes
Reflexiones y refinamiento

Parametros refinados, restricciones

41323
4378
4373
369; 1

TABLA 2.
paréntesis.

0@3) -C(3)
0(6) -C(6)
0(9) -C(9)
0(12) -C(12)
0(14) -C(14)
0(15) -C(14)
0(15) -C(16)
N(1) -C(14)
N(1) -C(2)
N(4) -C(3)
N(4) -C(5)
N(7) -C(6)
N(7) -C(8)
N(7) -C(21)
N(10) -C(9)
N(10) -C(11)
N(13) -C(12)
C(2) -C(20)
C(2) -C(3)

TABLA 3.

paréntesis.

C(14) -O(15)

-C(16)
C(14) -N(1) -C(2)
C(3) -N(4) -C(5)
C(6) -N(7) -C(8)
C(6) -N(7) -C(21)
C(8) -N(7) -C(21)

1.224(2)
1.214(3)
1.236(3)
1.229(3)
1.218(3)
1.353(3)
1.475(3)
1.332(3)
1.449(3)
1.343(3)
1.447(3)
1.354(3)
1.464(3)
1.481(3)
1.322(3)
1.465(3)
1.332(3)
1.524(3)
1.531(3)

Distancias de enlace (A) con desviaciones

CG) -
CG) -
CG) -
c(8) -
c(8) -
c(8) -
C(11) -
C(11) -
C(16) -
C(16) -
C(16) -
C(22) -
C(23) -
C(23) -
C(24) -
C(25) -
C(26) -
C(27) -

Angulos de enlace (°) con desviaciones st

120.1(2)
121.4(2)
122.8(2)
133.9(2)
95.7(2)
130.4(2)

0(9) -C(9)
0(9) -C(9)
N(10) -C(9)
N(10) -C(11)
N(10) -C(11)
C(31) -C(11)

C(22)
C(6)

C(21)
C(30)
C(29)
C(9)

C(31)
C(12)
C(19)
C(18)
C(17)
C(23)
C(28)
C(24)
C(25)
C(26)
C(27)
C(28)

-N(10)
-C(8)
-C(8)
-C(31)
-C(12)
-C(12)

standard entra

1.534(3)
1.546(3)
1.566(3)
1.531(4)
1.533(4)
1.546(3)
1.526(3)
1.540(3)
1.512(5)
1.524(4)
1.525(5)
1.506(3)
1.381(4)
1.389(4)
1.390(4)
1.371(5)
1.370(6)
1.397(5)

andard entra

123.1(2)
118.7(2)
118.2(2)

109.9(2)

112.0(2)

110.8(2)
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C(9) -N(10)-C(11) 121.0(2)  O(12)-C(12) -N(13) 123.8(2)
N(1) -C(2) -C(20) 110.9(2)  O(12) -C(12) -C(11) 123.2(2)
N(1) -C(2) -C(3) 110.8(2)  N(13)-C(12) -C(11) 113.0(2)
C(20)-C(2) -C(3) 110.1(2)  O(14) -C(14) N(1) 124.8(2)
0(3) -C(3) -N(4) 1235(2)  O(14)-C(14) -0(15) 124.9(2)
0(3) -C(3) -C(2) 122.6(2)  N(1) -C(14) -0(15) 110.3(2)
N@4) -C(3) -C(2) 113.9(2)  O(15) -C(16) -C(19) 108.9(2)
N@4) -C(5) -C(22) 107.1(2)  O(15) -C(16) -C(18) 111.6(2)
N@4) -C(5) -C(6) 115.5(2)  C(19)-C(16) -C(18) 111.9(3)
C(22) -C(5) -C(6) 114.5(2)  O(15)-C(16) -C(17) 101.8(3)
N@4) -C(5) -C(21) 118.3(2)  C(19)-C(16) -C(17) 111.9(3)
C(22) -C(5) -C(21) 115.6(2)  C(18) -C(16) -C(17) 110.4(3)
C(6) -C(5) -C(21) 85.0(2)  N(7) -C(21) -C(5) 86.7(2)
0(6) -C(6) -N(7) 133.8(2)  C(23)-C(22) -C(5) 115.5(2)
0(6) -C(6) -C(5) 134.1(2)  C(28)-C(23) -C(24) 118.0(2)
N(7) -C(6) -C(5) 92.1(2)  C(28)-C(23) -C(22) 121.2(3)
N(7) -C(8) -C(30) 109.8(2)  C(24)-C(23) -C(22) 120.8(2)
N(7) -C(8) -C(29) 108.2(2)  C(23)-C(24) -C(25) 120.9(3)
C(30)-C(8) -C(29) 110.4(2)  C(26) -C(25) -C(24) 120.5(3)
N(7) -C(8) -C(9) 112.1(2)  C(27)-C(26) -C(25) 119.3(3)
C(30)-C(8) -C(9) 108.8(2)  C(26) -C(27) -C(28) 120.5(3)
C(29) -C(8) -C(9) 107.5(2)  C(23)-C(28) -C(27) 120.8(3)

TABLA 4. Angulos de torsion (°) con desviaciones st andard entre

paréntesis.

C(14) -N(1) -C(2) -C(20) 129.5(2)

C(30) -C(8

C(14) -N(1) -C(2) -C(3) -107.9(2) C(29)-C(8

C(5) -N(4) -C(3) -O(3)
C(5) -N(4) -C(3) -C(2)
N(1) -C(2) -C(3) -O(3)

C(20) -

N(1) -C(2) -C(3) -N(4)

C(20) -

C(2) -C(3) -0(3)

C(2) -C(3) -N(4) -69.8(2)

0.3(3) C(9) -N(1
178.6(2) C(9) -N(1
-14.5(3) N(10) -C(1
108.5(2) C(31)-C(1
167.2(2) N(10)-C(1

c(31) -c(1

C@3) -N(4) -C(5) -C(22) -169.4(2) C(2) -N(1

CE) -N@4) -C(5) -C(6)

-40.6(3) C(2) -N(1

) -C(9) -N(10) 119.1(2)

) -C(9) -N(10) -121.4(2)

0) -C(11) -C(31)
0) -C(11) -C(12)
1) -C(12) -0(12)
1) -C(12) -0(12)
1) -C(12) -N(13)
1) -C(12) -N(13)
) -C(14) -O(14)
) -C(14) -O(15)

-161.2(3)

75.1(3)
19.5(3)
-103.6(3)

-162.0(2)

74.9(3)
-0.7(4)
179.8(2)
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C(3) -N@4) -
C(8) -N(7) -
C(21) -N(7)
c(8) -N(7)
C(21) -N(7)
N(4) -C(5)
C(22) -C(5)
C(21) -C(5)
N(4) -C(5)
C(22) -C(5)
C(21) -C(5)
C(6) -N(7)
C(21) -N(7)
C(6) -N(7)
C(21) -N(7)
c(6) -N(7) -

C(21) -N(7) -C(8) -C(9)
C(11) -N(10) -C(9) -O(9)
C(11) -N(10) -C(9) -C(8)
N(7) -C(8) -C(9) -O(9)
C(30) -C(8) -C(9) -O(9)
C(29) -C(8) -C(9) -O(9)
N(7) -C(8) -C(9) -N(10)

TABLA 5. Distancias de enlace (A) y angulos (°).

N(1) -H(1)
N(4) -H(4)

cG) -
c(6) -

-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(6)
-C(8)
-C(8)
-C(8)
-C(8)

C() -

N(10) -H(10)
N(13) -H(131)

C(14) -N(1) -H(1)

C(2) -N(1)
C(3) -N(4)
C(5) -N(4)

C(9) -N(10) -H(10)
TABLA 6. Geometria de los enlaces de hidrogeno (A,

H()
H(4)
H(4)

CG) -5.1(2)
-0(6) -57.5(3)
-0(6) 67.6(3)
-0(6) -176.6(2)
-N(7) 123.9(2)

N@)  4.8(2)
-C(30) -25.6(3)
-C(30) 158.6(2)
-C(29) -146.2(3) C(5) -C(2
-C(29)

C(21) 57.8(3) C(16)-0O(1
0(6) -0.5(4) C(16)-0(1

-0(6) 176.3(2) C(14)-0(1
C(5) 178.1(2)

c(14) -0(1
C(14) -0(1
c(6) -N(7
c(8) -N(7
N(4) -C(5
C(22) -C(5

N(7) -111.0(2) C(6) -C(5

N(4) -C(5
c6) -C(5
c(21) -C(5

38.1(3) C(5) -C(2
C(9) 95.4(3) C(28)-C(2
-80.3(3) C(22) -C(2
-8.0(4) C(23)-C(2
170.9(2) C(24) -C(2
C(25) -C(2
C(24) -C(2
C(22) -C(2
C(26) -C(2

176.4(2)
-62.0(3)
57.5(3)
-2.5(3)

0.82(4) N(13) -H(13
0.91(2) O(1) -H(11
0.92(3) O(1) -H(12
0.87(4)
120(2) C(11) -N(1
118(2) C(12) -N(1
123(2) C(12) -N(1
114(2) H(131)-N(1
118(2) H(11) -O(1

5

~

5

g o1 O
NN > )

-C(21) -C(5)
-C(21) -C(5) -178.0(2)
-C(21) -N(7) -120.7(2)
-C(21) -N(7)
-C(21) -N(7)
-C(22) -C(23) 178.0(2)
-C(22) -C(23)
-C(22) -C(23) -47.8(3)

-C(14)-0(14) 13.1(4)
-C(14) -N(1) -167.4(2)
-C(16) -C(19) 63.0(3)
-C(16) -C(18) -61.0(4)
-C(16) -C(17) -178.7(3)
5.1(2)

110.3(2)
-4.4(1)

48.7(3)

-C(23)-C(28) 99.4(3)
-C(23) -C(24) -82.1(3)
-C(24)-C(25)  0.0(4)

-C(24) -C(25) -178.6(2)
-C(25) -C(26)
-C(26) -C(27)
-C(27) -C(28)
-C(28) -C(27)
-C(28) -C(27) 177.5(3)
-C(28) -C(23)

1.0(4)
-0.8(5)
-0.3(5)
-1.0(4)

1.2(5)

2) 0.89(4)
) 0.86(5)
) 0.99(7)

0) -H(10) 121(2)
3) -H(131) 117(2)
3) -H(132) 131(3)
3) -H(132) 111(3)
) -H(12) 106(4)
)
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D H A D-H H---A D--A  D-H-A
O(1) -H(11) ---0(12 iy 086(5) 2.02(5) 2.792(3) 148(4)
O(1) -H(12) ---O(9 iy 0.99(7) 2.08(6) 2.892(3) 139(5)
N(1) -H(1) ---O(9 iy 0824) 213(4) 2.921(3) 163(3)
N(4) -H(4) ---0(1) 0.91(2) 1.95(2) 2.857(2) 174(2)
N(10)-H(10) ---O(3) 0.92(3) 1.97(3) 2.856(2) 159(3)
N(13)-H(131)---0(6 i )y 0.87(4) 2.07(4) 2.932(3) 173(3)

N(13)-H(132)--0(14 V) 0.89(4) 2.07(4) 2.908(3) 156(3)
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