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Abstract

Due to the increasing emergence of antibiotic resistance, there is a need to find new
compounds to which these microorganisms are susceptible. 2,5-diketopiperazines are
involved in various biological processes, and display from antimicrobial effects to
anticancer activity. In this work, the synthesis of DKP derivatives from commercial
alpha-amino acids such as ornithine, valine, leucine, alanine, serine and phenylalanine
has been carried out by forming linear dipeptides and then cyclising them. The
antimicrobial activities of the obtained DKPs were studied, using bacteria of high sanitary

importance such as Escherichia coli (Gram -) and Staphylococcus aureus (Gram +).

The deprotection step of the amine group of the amino acid ornithine could not be carried
out, so the biological tests were performed with the compounds with the protected amine
group. None of the compounds tested as antimicrobials had relevant activity, perhaps

because a free amine group of ornithine is required for antimicrobial activity.



Resumen

Dado que la aparicion de resistencias a antibioticos es cada vez mayor, se requiere
encontrar mas compuestos nuevos a los que sean sensibles estos microorganismos. Las
2,5-dicetopiperazinas han demostrado a lo largo de los afos intervenir en diversos
procesos bioldgicos, presentando desde efectos antimicrobianos hasta actividad contra el
cancer. En este trabajo se ha llevado a cabo la sintesis de derivados de DKP a partir de a-
aminoacidos comerciales como ornitina, valina, leucina, alanina, serina y fenilalanina;
primero combinandolos y posteriormente ciclandolos. Las actividades antimicrobianas de
las DKPs obtenidas fueron estudiadas, empleando bacterias de alta importancia sanitaria

como Escherichia coli (Gram -) y Staphylococcus aureus (Gram +).

La etapa de desproteccién del grupo amina del aminoacido ornitina no se pudo llevar a
cabo, por lo que las pruebas bioldgicas se hicieron con los compuestos con el grupo amina
protegido. Ninguno de los compuestos evaluados como antimicrobianos tuvieron
actividad relevante, posiblemente debido a que el grupo amina de la ornitina no se

encontraba libre sino protegido con un grupo bencil carbamato.
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Introduccion

Durante el siglo XX se han incorporado muchos compuestos peptidicos como agentes
terapéuticos. Destaca el aislamiento de la insulina de tejidos animales en 1920 y la
obtencion en 1950 de oxitocina y vasopresina sintéticas?, asi como el descubrimiento de

las endorfinas y su papel bioldgico en nuestro organismo?

El reconocimiento de las 2,5-dicetopiperazinas como grupo especial de compuestos se
produjo en torno a 19003, Se forman facilmente en la degradacion de péptidos, o en la
sintesis de estos. Se han encontrado en la naturaleza estos compuestos en organismos
como plantas, hongos y bacterias, describiendo variedad de papeles en procesos
bioldgicos como quimiotaxis entre organismos fungicos y bacterias para mejorar la
actividad antifingica frente a nematodos*, como agentes contra la respuesta inflamatoria
endotelial mediada por lipopolisacéaridos®, hasta su empleo como transportadores de

membrana para el transporte de farmacos contra el cancer®.

La diversidad estructural de las DKP resulta de la incorporacion de distintas cadenas de
a Y N-sustituyentes. Se obtiene un anillo de DKP que contiene 4 lugares de formacion de
puentes de hidrogeno, 2 aceptores y 2 dadores, los cuales pueden ser importantes para

potenciales interacciones con sitios de unidn a receptores’.

Muchas poseen bioactividades potentes como la sefializacion [ciclo(L-Phe-L-Pro)]® (1),
antimicrobiano (albonoursin)® (2), y actividades anticancerigenas (gliotoxina)!®!(3).
Otro ejemplo es la biciclomicina (4), un antibiético biciclico de amplio espectro que es el
unico compuesto conocido como inhibidor selectivo del factor de terminacion Rho de la

transcripcion bacteriana.!? (Figura 1)
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Figura 1 Ejemplo de dicetopiperazinas con actividad bioldgica

Estudios han demostrado la capacidad anti-biofilm y anti-adherencia de distintas DKPs
contra patdégenos como Escherichia coli y Staphylococcus aureus arrojando buenos

resultados para compuestos con residuos de Tyr y Phe'®,

También se ha descubierto que es critica la presencia de grupos altamente polares en las
cadenas laterales como, por ejemplo, un residuo de serina para conseguir actividad

antioxidante

Desde la aparicion de la penicilina se han descubierto muchos compuestos con actividad
antibidtica. Hoy en dia contamos con una gran cantidad de antimicrobianos, pero la
aparicion de cepas resistentes a dichos medicamentos hace mas complicada la tarea de
abordar terapéuticamente estas enfermedades. Por ello, la investigacion de nuevos
compuestos con actividad antimicrobiana se ha convertido en algo primordial en la salud
humana y animal. Segun la OMS, de no dar respuesta a la continua aparicion de
resistencias a antibioticos, para el afio 2050 las infecciones, sera la principal causa de
muerte en los paises desarrollados, por delante del cancer y las enfermedades

cardiovasculares®.

Asi, se ha escogido la ornitina por ser un aminoacido cationico; esta caracteristica permite
que el grupo sea atraido por fuerzas electrostaticas hacia la membrana bacteriana, ya que
esta presenta una carga negativa en su superficie debido a la cantidad de componentes
lipidicos anidnicos, que en combinacion con un grupo hidrofébico presente en la
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molécula podria facilitar un efecto de permeacion.'® La serina presenta un grupo polar
(hidroxilo); mientras que la fenilalanina es un aminoécido hidrofobico aromético. La
valina, leucina y alanina son aminodcidos hidrofobicos no aromaéticos de distintos

volumenes, siendo estos menos investigados que los anteriores.



Objetivos

1. Preparacion de 2,5-dicetopiperacinas (DKP) empleando distintas combinaciones
de pares de a-aminoacidos comerciales. Para llevar a cabo esta sintesis se
utilizardn técnicas y procedimientos habituales en un laboratorio de quimica
organica, tales como reacciones a temperatura ambiente y a reflujo, procesos de
extraccion, asi como el seguimiento de reacciones por cromatografia de capa fina,
y purificacion de compuestos por cromatografia en columna.

2. Confirmacion de la estructura de los compuestos obtenidos y caracterizacion de
estos mediante: resonancia magnética nuclear (*H, ¥C, COSY y HSQCQC),
espectroscopia de infrarrojo, espectrometria de masas de alta resolucion, actividad
oOptica y/o punto de fusion.

3. Breve evaluacion de la actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus
(Gram +) y Escherichia coli (Gram -) de algunas DKP vy establecimiento de las

relaciones preliminares de estructura-actividad.



Resultados y Discusion
Proceso Sintético

En este trabajo fin de grado se detalla el proceso de sintesis de compuestos derivados de
2,5-dicetopiperazinas a partir de a-aminoacidos comerciales. El estudio se hizo usando el
aminoéacido ornitina como base de todas las dicetopiperazinas, y se prepararon diversas
combinaciones de dicetopiperazinas formadas por ornitina y otros amino&cidos

comerciales. (Figura 2).

H
° NIR R = gadenalatesrlo
H,N N o
H

Figura 2 Modelo de 2,5-dicetopiperazinas con unidades de ornitina.

Para la sintesis de las 2,5-dicetopiperazinas, mostrada en Esquema 1, primero se
sintetizaron los dipéptidos lineales (5-9), protegidos de manera adecuada. Para la unién
de los dos a-aminoécidos se empled el reactivo de acoplamiento HBTU y la base DIPEA.
La eleccidn de este reactivo de acoplamiento, para la formacion del enlace amida, se debe

a su buen rendimiento®’.
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Esquema 1 Sintesis de los dipéptidos precursores.

A continuacién, se llevd a cabo la desproteccion del grupo Boc en medio acido usando

acido férmico, se concentré a vacio y posteriormente se cicld intramolecularmente

mediante reflujo de tolueno'®!®, obteniéndose las 2,5-dicetopiperazinas (10-14). Se

muestra en Esquema 2.
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Esquema 2 Sintesis de 2,5-dicetopiperazinas.

Las estructuras de las 2,5-dicetopiperazinas sintetizadas se comprobaron utilizando
técnicas de *H-RMN y ¥ C-RMN, asi como experimentos de dos dimensiones (COSY y
HSQC). Ademas, se emplearon espectrometria de masas y espectroscopia de infrarrojo y

se determind el punto de fusion de los compuestos que eran sélidos cristalinos.

El Gltimo paso para completar la sintesis propuesta consistia en la eliminacién del grupo
protector bencil carbamato (Cbz) por una hidrogenacion con paladio/carbono, para
obtener las 2,5-dicetopiperazinas con la amina libre en la cadena lateral de la ornitina. Se

muestra en Esquema 3.
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Esquema 3 Eliminacién del grupo protector Chz.

Las dicetopiperazinas (10-14) no se disolvian en MeOH ni en otros disolventes habituales
a temperatura ambiente. Asi que se llevo a cabo la reaccion en metanol a 50 °C
obteniéndose los productos deseados, pero desafortunadamente estos productos
presentaban impurezas que no pudieron eliminarse con cromatografia o cristalizacion.
Quizas pueda purificarse mediante cromatografia en fase reversa, sin embargo, no se

disponia de esa técnica en el laboratorio.

Se propusieron otros disolventes para llevar a cabo la hidrogenacion (AcOH, DMF) pero
con ninguno de ellos se pudo obtener el producto deseado, por lo que los estudios de
actividad antimicrobiana solo se llevaron a cabo con las 2,5-dicetopiperacinas con el

grupo amino protegido como bencil carbamato.

A continuacion, se muestra a modo de ejemplo los espectros de H-RMN, *C-RMN,
COSY, HSQC, infrarrojo y masas del compuesto 10.
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IH-RMN (10)
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Chemical Shift (ppm)
Sefial *H-RMN (ppm) Explicacion

1.64
(3H, d, J = 6.8 Hz, 1”’-Me)

Sefial doblete que integra por 3 protones. Su desplazamiento
quimico indica que son protones alifaticos que no estan unidos
a grupos atractores de electrones. Corresponde con 1”’-Me. En
el COSY hay correlacion con el protén 1°°-H (J = 6.8 Hz)

1.75
(3H, d, J= 7.1 Hz, 1”’-Me)

Sefial doblete que integra por 3 protones. Su desplazamiento
guimico indica que son protones alifaticos que no estan unidos
a grupos atractores de electrones. Corresponde con 1°’-Me. En
el COSY hay correlacion con el protén 1°’-H. (J = 7,1 Hz)

2.25-2.31
(2H, m, 2°-H)

Sefial multiplete que integra por 2 protones. Por su
desplazamiento se trata de protones alifaticos no unidos a grupos
atractores de electrones, 2’-H. En el COSY hay correspondencia
con 1’-H.
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Sefial multiplete que integra por un proton, correspondiente a

(1H, dddd, J = 10.4, 6.9,
6.9, 3.6, 3.6 Hz, 17°-H)

2'43, 3’-Ha. En el experimento COSY hay correlacion con 3’-Hy, 2-H
(1H, m, 3’-Ha) ,
y 2’-H.
952 Sefial multiplete que integra por un protén, correspondiente a
L, 3’-Ha. En el experimento COSY hay correlacion con 3’-Ha, 2-H
(1H, m, 3’-Hy) ,
y 2’-H.
595 Sefial dddd que integra por un protén. Por el desplazamiento se

trata de un proton alifatico y su acoplamiento indica que
corresponde a 1’’-H. En el COSY hay correlacion con los
metilos 1”’-Me y 5-H.

Sefial cuadruplete que integra por dos protones. Por su

(2H, s, OCH2Ph)

3.79 desplazamiento es un protén alifatico cuyo carbono estd unido a
(2H, ddd, J=6.6, 6.6, 6.6 | un heretodtomo cercano a su entorno. Se trata de 1’-H. En el
Hz, 1’-H) COSY se observa correlacion con 2°-H y con un NH (dn 8.07-
8.16)
4.47 Sefial multiplete que integra por un proton. En COSY hay
(1H, m, 5-H) correlacién con 1’’-H y con NH (64 8.83). Se trata de 5-H.
4.62 Senfal triplete que integra por un proton. (J = 5.4 Hz). En el
(1H, dd, J=5.4,5.4 Hz, 2- | experimento COSY se correlaciona con NH (3 8,93), con 3’-H,
H) y con 3’-Hp. Se trata de 2-H.
Senial singulete que integra por 2 protones. Su desplazamiento
5.81 sugiere que su carbono esta unido a heterodtomo, por tanto, se

trata del CH: bencilico. En el experimento COSY no
correlaciona con ninguna sefial.

(1H, d, J = 1.8 Hz, NH)

8.08 Sefial dd que integra por un proton. En el experimento COSY se
(1H, dd, J=5.7, 5.8 Hz, correlaciona con 1’-H y en el HSQC no correlaciona con ningun
NH) carbono. Se trata del NH del carbamato.
8.10-8.18 Serial multiplete que integra por 5 protones. Por el
(5H, m, H-Ph) desplazamiento se deduce que son los 5 protones aromaticos.
Sefial doblete que integra por un protén. En el experimento
8.83 COSY correlaciona con el 5-H y en el HSQC no correlaciona

con ningun carbono. Se trata de un NH amida del anillo DKP.
(J=1.8Hz).

8.93
(1H, d, J = 1.8 Hz, NH)

Sefial doblete que integra por un protdn. En el experimento
COSY correlaciona con el 2-H y en el HSQC no correlaciona
con ningun carbono. Se trata de un NH amida del anillo DKP.
(J=1.8Hz2).

Tabla 1. Explicacion de las sefiales *H-RMN (ppm) compuesto (10).
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13C-RMN (10)
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Chemical Shift (ppm)
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Sefial *C-RMN (ppm) Explicacion

26.8 Sefial CHs que corresponde a un carbono alifatico. En el HSQC
(CHs, 17’-Me) hay correlacion en 64 1.64. Se trata de 1’’-Me.
28.3 Sefial CH3 que corresponde a un carbono alifatico, en el HSQC
(CHs, 17°-Me) tiene correlacion en o4 1.75. Se trata de 17’-Me.
34.9 Sefial correspondiente a un carbono alifatico, en el experimento
(CH, 2°-C) HSQC presenta correlacion con 2’-H.
40.7 Sefial que corre_sEJonde aun ::arbono ali’fético, f’en el HSQC se
(CH» 3°-C) observa correlacion con las sefiales para 3’-Ha y 3’-Hy. Se trata de

3’-C.
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(CH,, OCHPh)

40.8 Sefial que corresponde a un carbono alifatico, en el HSQC se
(CHz, 1°-C) observa correlacién con 1°’-H
49.8 Seﬁ.al correspondiente-un CH; un'ido a heteroadtomos, tal como
(CH» 1-C) sugiere su desplazamiento quimico. Se trata de 1’-C. En el
‘ experimento HSQC se correlaciona con o 3,79 (1°-H).
Sefial correspondiente a un CH unido a heteroatomo, tal como
63.3 sugiere su desplazamiento quimico. Se trata de un carbono dentro
(CH, 2-C) del anillo de DKP, en concreto 2-C. En HSQC se correlaciona con
sefial a 61 4.62 (2-H).
69.0 Seﬁ_al correspondient_e aun CH unido a heteroatomo, t_al como
(CH. 5-C) sugiere su desplazamiento quimico. En HSQC se correlaciona con
’ la sefial dn 4.47 (5-H), por lo que se asigno al 5-C.
74.7 Senfal correspondiente a CH». Su desplazamiento indica que esta

unido a heterodtomo y se asigno al carbono en posicion bencilica.
En el experimento HSQC se correlaciona con oy 5.81.

Senfal correspondiente a los dos carbonos del anillo aromatico. En

(CH1§7>;3§-Ph) el experimento HSQC se correlaciona con el multiplete 64 8.10-
‘ 8.18 (hidrdgenos aromaéticos).
13738 Sefial _correspondiente al carbono_ en posicion p?lra del anillo
(CH. 4-C-Ph) aromatico. En el HSQC se correlaciona con el multiplete &4 8.10-
' 8.18 (hidrogenos aromaticos).
138.0 Sefial correspondi?nte a los dos ca_rbonos del anillo aron_wético. En
(CH. 2 x C-Ph) HSQC se correlaciona con el multiplete 64 8.10-8.18 (hidrégenos
' aromaticos).
146.9 . . . . -
(C, 1-C-Ph) Sefial correspondiente a carbono cuaternario del anillo aromatico.
165.7 Sefial correspondiente a carbono cuaternario. Su desplazamiento
(C, CON) sugiere que se trata del carbonilo del grupo bencil carbamato
176.6 Sefial correspondiente a carbono cuaternario. Su desplazamiento
(C, NCO) sugiere que se trata de un carbonilo (amida) del anillo de DKP.
177.5 Igual que el anterior.
(C,NCO)

Tabla 2. Explicacion de las sefiales 3C-RMN (ppm) compuesto (10).
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COSY (10)
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F2 Chemical Shift (ppm)

En el experimento COSY se observan las correlaciones entres los protones vecinos, estas
aparecen por fuera de la diagonal. VVéase por ejemplo que el proton 1°’-H (linea morada)
presenta correlacion con los protones de los dos metilos 1°’-Me y con el proton 5-H
(flechas moradas); por otro lado, se observa que los dos protones de la posicion bencilica

no se correlacionan con ninguna otra sefial, debido a que carecen de protones vecinos.
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HSQC (10)
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Las correlaciones halladas mediante el experimento bidimensional HSQC permiten
asignar las diferentes uniones entre los protones y los carbonos. A modo de ejemplo, se
puede observar que los protones 3’-Ha y 3’-Hy se correlacionan con la sefial 6¢c 40.7 ppm
que corresponde al 3’-C (flecha azul oscuro). Por otro lado, se observa que la sefial 6c
146.9 ppm no se correlaciona con ningun proton, ello se debe a que al carbono cuaternario
que por tanto no estd unido ningun proton. Los hidrégenos unidos a los nitrégenos

tampoco aparecen correlacionados con ningun carbono.
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MASAS (10)

Elemental Composition Report Page 1

Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 100.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

1495 formula(e) evaluated with 4 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:

C:0-60 H:0-80 N:0-8 0:0-20 Na:0-2

Carlos
20220506 LCT XA-6 54 (2.338) 1: TOF MS ES+
5.00e+003
10
Yo
386.1 392.2 413.2 415.1 445.2
m/z

335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445

Minimum: 30.00 —=1..5
Max imum: 100.00 5.0 5.0 100.0
Mass RA Calc. Mass mDa PPM DBE i-FIT i-FIT (Norm) Formula
370.1746 100.00 370.1759 =llid =35 8.5 1953 0.4 Cc21 H26 N 02
Naz
370.1743 0.3 0.8 Tl 20.6 15 Cl8 H25 N3 04
Na
370.1756 -1.0 -2.7 12.5 20.7 1.9 Cl9 H21 N7 Na
370.1732 1.4 3.8 9.5 23.8 4.9 Cl7 H22 N7 Na2

La masa calculada es 370.1743 y la encontrada fue 370.1746, existe una buena

correlacion.
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Presenta sefiales en 3309 y 3279 cm™ (NH) junto a 1742, 1684 y 1637 cm™ (C=0).
PUNTO DE FUSION Y ACTIVIDAD OPTICA (10)

Al tratarse de un sélido cristalino que cristalizo en metanol, se procede a averiguar su
punto de fusion, el cual es de 204-205 °C.

El valor obtenido para la actividad dptica: [a]p = —14 (c 0.42, DMSO) a 25°C.
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Screening antimicrobiano

Se prepar6 una concentracion aproximada de 100 uM final para los compuestos (11), (13)
y (14), que se enfrentaron a Staphylococcus aureus y a Escherichia coli en medio liquido
LB. Se muestran en Tabla 3 los resultados de la lectura de absorbancia de la placa con
los cultivos y los blancos, ademas de otro blanco para el DMSO con el fin de distinguir

entre el efecto del DMSO en la bacteria y el de nuestro compuesto.

E.coli

BLANCO | (DMSO) | (17) (13) (14) | (Medio+Bacteria)
0.240 | 0.258 | 1.180 1.160 1.083 1.111 1.137
0.240 | 0.257 | 1.158 1.160 1.118 1.123 1.177
0.258 | 0.258 | 1.165 1.160 1.134 1.097 1.27
0.255 | 0.234 | 1.101 1.243

BLANCO | (DMSO) | (11) (13) (14) | (Medio+Bacteria)
0.224 [ 0.239 | 0.679 0.876 0.75 0.557 0.805
0.250 | 0.247 | 0.730 0.864 0.508 0.591 0.795
0.242 | 0.242 | 0.796 0.85 0.522 0.621 0.855
0.247 | 0.233 | 0.930 0.3608

Tabla 3.

Para E. coli, los resultados muestran una absorbancia media del BLANCO de 0.25; una
absorbancia media para (Medio+Bacteria) de 1.206; y para (DMSO) de 1.151, que
consideramos este Ultimo como otro producto con su propia actividad bioldgica y lo
diferenciamos asi del efecto atribuible a los compuestos testados. Los resultados de la
media para los productos (11), (13) y (14) fueron, respectivamente, 1.16, 1.111y 1.11. El
tratamiento de estos datos consiste en restar la absorbancia media del BLANCO a las
absorbancias medias del resto de lecturas, para eliminar la correspondiente al medio de
cultivo. Al valor obtenido de la resta de las medias de BLANCO y (Medio+Bacteria) lo
tomamos como el 100% de poblacién bacteriana y se calculé el porcentaje de poblacién

en el resto de los pocillos, mostrados en Tabla 4 y Tabla 5.
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E.coli

| Poblacién | Inhibicién | Inhibicidn sin
Absorbancia
(%) (%) DMSO (%)
(Medio+Bacteria)-Blanco 0.956 100 0

(11) - BLANCO 0.91 95.18 4.82 0

(13) - BLANCO 0.861 90.06 9.94 4.18
(14) - BLANCO 0.86 89.96 10.04 4.28
(DMSO)-Blanco 0.901 94.24 5.76

Tabla 4.

Para S. aureus las medias de las absorbancias en el mismo orden expuesto anteriormente

fueron: 0.24,0.818 y 0.783 para los Blancos; y, 0.863, 0.593 y 0.589 para los compuestos.

Se muestran los valores finales de poblacidn e inhibicion tras restar el blanco.

| Poblacién | Inhibicion | Inhibicion sin
Absorbancia
(%) (%) DMSO (%)
(Medio+Bacteria)-Blanco 0.578 100 0

(11) - BLANCO 0.623 107.78 -7.78 0

(13) - BLANCO 0.353 61.07 38.93 32.87
(14) - BLANCO 0.349 60.38 39.62 33.56
(DMSO)-Blanco 0.543 93.94 6.06

Tabla 5.

Se observa en el caso de E. coli que ningin compuesto presentd una actividad

antimicrobiana significativamente relevante, todos por debajo del 5% de inhibicion. Para

S. aureus los compuestos (13) y (14) consiguieron mostrar una reduccion de la poblacién

por encima del 30%.
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Materiales y Métodos

Técnicas experimentales generales

- Resonancia Magnética Nuclear

- Espectroscopia Infrarroja

ATR Dialpath
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- Espectrometria de Masas

Espectrometro modelo LCT Premier XE de Micromass, utilizando la técnica de
electrospray (ESI).

- Punto de fusion

Bibby-Stuart modelo SMP10, con capilares de 100 mm de longitud y 1.3 mm de
didmetro interno.

- Actividad éptica

Polarimetro MCP 150 Anton Paar.
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Técnicas cromatograficas

- Cromatografia en capa fina

Para la comprobacién y seguimiento de los productos obtenidos en las reacciones se
realizaron cromatografias en capa fina en gel de silice Merck (60F254 de 0,25 mm)
aplicando diferentes eluyentes especificos para cada producto. Se empleo luz UV de
254 nm para su observacion preliminar y posteriormente un revelado con disolucion
de permanganato potésico con la aplicacion de calor con decapador hasta la aparicion

de manchas decoloradas, indicando la presencia de nuestro producto.

- Cromatografia en columna de gel de silice

La separacion y purificacion se llevé a cabo con cromatografias en columna de gel de
silice, empleando el eluyente apropiado para cada compuesto. Se fueron tomando
fracciones en viales y corroborando la presencia del compuesto con cromatografias

de capa fina.

Actividades antimicrobianas

- Cabina de flujo laminar

Telstar Bio Il Advanced.

- Lector de microplacas multimodo

BMG Labtech tipo FLUOstar Omega, empleado para la medicion de la absorbancia

de los diferentes pocillos.
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- Incubadora y Agitador

Mini Incubator Labnet sobre agitador Unimax 1010 Heidolph.

Procedimiento sintético

1. Procedimiento general de sintesis de dipéptidos

En un matraz se afiade Boc-Orn(Z)-OH (2565 mg, 7 mmoles) y H-aa-OMe (8.4 mmoles)
y se disuelven en DCM (30 mL). Luego se afiade el HBTU (3184 mg, 8.4 mmoles) y se
enfria a 0°C con un bafio de hielo-agua. Por ultimo, se afiade DIPEA (2.9 mL, 16.8
mmoles) se agita 1h a 0°C y otras 16h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
vierte en un embudo de extraccion y se lava con HCI al 10 % tres veces y con NaHCO3
otras tres veces. La fase organica se seca con NaSO4 anhidro, se filtra, se concentra a
vacio. Finalmente, el residuo se purifica por cromatografia en columna utilizando como
eluyente una mezcla de hexanos/AcOEt obteniéndose los dipéptidos.
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2. Procedimiento general de sintesis de 2,5-dicetopiperazinas

El dipéptido Boc-Orn(Chz)-aa-OMe (6 mmoles) se disuelve en el &cido formico (40 mL)
y se agita a temperatura ambiente 16h. Tras comprobar por CCF que no queda producto
de partida se evapora el disolvente. El residuo se disuelve en el 2-butanol (20 mL), se
afiade el tolueno (80 mL) y se calienta a reflujo durante 16h. Se forma un producto sélido

que se filtra y se lava con metanol obteniéndose las dicetopiperazinas.
3. Procedimiento general de desproteccion del grupo bencil carbamato (Cbz)

A una solucion de la dicetopiperazina (5 mmoles) en MeOH (30 mL) se afiade 150 mg de
Pd/C al 10% y se agita bajo atmosfera de hidrdégeno. Tras comprobar por CCF que no
gueda producto de partida, se filtra sobre celita para obtener la dicetopiperazina con el

grupo amina libre.

Procedimiento experimental del Screening antimicrobiano

Para este experimento se empled una placa de 96 pocillos de fondo plano para cada
bacteria a estudiar, E. coli (CECT 434) y S. aureus (CECT 794), empleandose 25 pocillos
en cada una de ellas para el estudio de la posible actividad antibacteriana de (11), (13) y
(14), que corresponden con los derivados de DKP con residuos de leucina, serina y
fenilalanina. Se escogieron los compuestos con estos residuos debido a su diferente
naturaleza quimica, teniendo el compuesto (11) un residuo alquilo; el (13) un grupo polar,

hidroxilo; y el (14) un residuo con un anillo aromatico.

Se tomo6 un cultivo de bacterias en fase de meseta, tomando de base aproximado de 10°
bacterias/mL, se tomaron 100 puL y se afiadieron a 900 pL de suero fisiologico 0.9%, y
repitiéndose este proceso 3 veces mas, llegando a diluir hasta 10° bacterias/mL. Mas

adelante se desarrollara esta suposicion.

Se pesaron 0.01 milimoles de cada compuesto en un Eppendorf y se disolvieronen 1 mL

de DMSO esterilizado en autoclave, consiguiendo una concentracion de 10* M.

De esta disolucion se toman 8 ulL y se llevan a otro Eppendorf al que se le afiade 392 pL
de medio LB, obteniendo una concentracion de 200 uM, no obstante, esta concentracion

pasara a ser de 100 uM una vez dispuesto ya el producto en los pocillos debido a la
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dilucion resultante al mezclar 100 pL de producto con 50 uL. de medio de cultivo y 50 uL.

de medio con bacterias.

En cuanto a la medicion del efecto en si del DMSO sobre el crecimiento bacteriano, se
procedié a evaluarlo por separado para diferenciarlo del efecto propio de nuestros
productos. Para ello, se tomaron 8 uLL de DMSO vy se llevaron a un Eppendorf al que se

le afiade 392 uL. de medio LB., al igual que anteriormente se realiz6 con los productos.

El llenado de pocillos se dividi6 de la siguiente manera: 8 pocillos para la medicion del
BLANCO, con 200 uL de medio LB; 4 pocillos para el control del crecimiento bacteriano,
con 150 pL de medio LB y 50 uLL de medio con bacterias;4 pocillos para el control del
efecto del DMSO, con 50 uL de medio LB, 50 uL. de medio con bacterias y 100 uL de
medio con DMSO; 3 pocillos para el estudio de cada producto, con 50 uLL de medio LB,
50 pL de medio con bacterias y 100 uL. de medio con producto. Posteriormente, la placa

se dejo incubar durante 18 horas a 37°C.

Para conocer el numero de bacterias empleadas en este experimento se realizaron
siembras en césped en medio LB sélido en placas de Petri de diluciones seriadas de cada

cultivo inicial de bacterias, como se explica a continuacion.

Se tomaron 100 pL del cultivo con una cantidad aproximada de 10° bacterias y se llevaron
a 10 mL con suero fisioldgico obteniéndose, tras agitar con vortex, la primera dilucién
(102); de ésta se tomd 1 mL y se completd con suero fisioldgico hasta los 10 mL,
obteniéndose, tras agitar con vortex, la segunda dilucion (107%); por Gltimo, se repite este

Gltimo paso obteniéndose la tercera dilucion (10).

De las tres diluciones se tomaron 100 pL y se sembraron en césped en placas con medio
LB, y se dejaron incubar durante 18 horas a 37°C. Por ultimo, se procedio al recuento de
las unidades formadoras de colonias de cada placa, obteniéndose los datos para cada
bacteria recogidos en la Tabla 6.
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E. coli S. aureus

Dilucién UFC Dilucién UFC

107 143 107 38

10 16 10 6

10 3 10 0
Tabla 6.

Por tanto, se aproxima que para E. coli se emple6 una concentracion de 10° bacterias/mL

y para S. aureus 10* bacterias/mL.

30



Conclusiones

Se ha preparado una quimioteca de dicetopiperazinas de valina, leucina, serina, alaninay
fenilalanina combinados con ornitina, con buenos rendimientos. Se estudi6 la actividad
antimicrobiana de los mismos con bacterias Gram (+) y Gram (-). La actividad
antimicrobiana fue baja, lo cual se atribuye a que el grupo ornitina estaba protegido. Se
observo que las DKP con residuos de serina y fenilalanina son los que presentaron mejor
resultados, frente a la bacteria Gram (+) S. aureus. Las pruebas bioldgicas seran

completadas en un futuro.

En cuanto a la sintesis, se ha logrado obtener la mayoria de los distintos derivados de
DKP con un buen rendimiento. Sin embargo, debe mejorarse el proceso de hidrogenacion
para obtener los compuestos sin el grupo protector Cbz, ya que la amina libre de la

ornitina podria ser necesaria para la actividad antimicrobiana.
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Anexos

((S)-5-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((tertbutoxicarbonil)amino)pentanoil)-L-

valinato de metilo (5)
3
y O
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o >( N qu 27
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HN
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Boc-Orn(Cbz)-OH H-Val-OMe @2 5

Sintetizado a partir del de H-Val-OMe comercial siguiendo el procedimiento general de
sintesis de dipéptidos, el residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice
(hexanos/AcOEt, 1:1), obteniéndose el dipéptido (5) (3219 mg; 96%).

Liquido. [o]o = +7 (c 0.35, CHCI3) a 25°C.

IR (CHCIs) vmax 3442, 3330 (NH), 1704, 1677 (C=0) cm™™.

RMN *H (500 MHz, CDClIs, 25°C) 81 0.92 (3H, d, J = 7.3 Hz, 3’-Me), 0.94 (3H, d, J
= 7.2 Hz, 3°-Me), 1.43 (9H, s, 'Bu), 1.58 (3H, br. s, 4-H, 3-Ha), 1,87 (1H, br. s, 3-Hp),
2.18 (1H, br. s, 3°-H), 3.16 (1H, br. s, 5-Ha), 3.43 (1H, br. s, 5-Hb), 3.7 (3H, s, OMe),
4.33 (1H, br. s, 2-H), 4.52 (1H, br. s, 2’-H), 5.04-5.12 (3H, m, OCH2Ph, NH), 5.21
(1H, br. s, NH), 6.92 (1H, br. s, NH), 7.30-7.35 (5H, m, H-Ph).

RMN 13C (125 MHz, CDCls, 25°C) 6¢ 17.6 (CHs, 3’-Me), 19.0 (CHs, 3’-Me), 26.2
(CHz, 4-C), 28.3 (3 x CHs, 'Bu), 29.9 (CH, 3-C), 30.9 (CH, 3’-C), 39.7 (CH, 5-C),
52.1 (CHs, OMe), 52.9 (CH, 2-C), 57.1 (CH, 2’-C), 66.7 (CH2, OCHPh), 79.8 (C, 'Bu),
128.06 (CH, 4-C-Ph), 128.10 (2 x CH, C-Ph), 128.5 (2 x CH, C-Ph), 136.5 (C, 1-C-
Ph), 155.8 (C, NCO), 157.0 (C, NCO), 172,26 (C, CON), 172,31 (C, COO).

EMAR (ESI) m/z calculado para C24Hs7NsNaO7 [M + Na]® 502.2523, encontrado
502,2520.
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((S)-5-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((tertbutoxicarbonil)amino)pentanoil)-L-

leucinato de metilo (6)

BocHN
%OH o
z +  CIHHy,N ~
J °
CbzHN
Boc-Orn(Cbz)-OH H-Leu-OMe

Sintetizado a partir del de H-Leu-OMe comercial siguiendo el procedimiento general de
sintesis de dipéptidos, el residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice
(hexanos/AcOEt, 1:1), obteniéndose el dipéptido (6) (3381 mg; 98%).

Liquido. [o]o = —4 (c 0.31, CHCls) a 25°C.

IR(CHCI3) vmax 3439, 3323 (NH), 1703, 1680 (C=0) cm™,

RMN *H (500 MHz, CDClIs, 25°C) 84 0.89 (3H, d, J = 6.3 Hz, 4’-Me), 0.92 (3H, d, J
= 6.3 Hz, 4-Me), 1.42 (9H, s, 'Bu), 1.51-1.62 (5H, m, 4-H, 4’-H, 3-Ha), 1.68 (1H, m,
3’-H), 1,87 (1H, br. s, 3-Hp), 3.13 (1H, m, 5-Ha), 3.41 (1H, br. s, 5-Hp), 3.68 (3H, s,
OMe), 4.29 (1H, br. s, 2-H), 4.54 (1H, m, 2’-H), 5.04-5.11 (3H, m, OCH,Ph, NH),
5.23 (1H, d, J = 7.8, NH), 6.87 (1H, d, J = 6.9, NH), 7.28-7.33 (5H, m, H-Ph).

RMN 23C (125,7 MHz, CDCls, 25°C) ¢ 21.6 (CHs, 4-Me), 22.8 (CHs, 4’-Me), 24.7
(CH, 4°-C), 26.1 (CHz, 4-C), 28.2 (3 x CHs, 'Bu), 30.0 (CH2, 3-C), 39.6 (CHy, 3°-C),
41.0 (CHg, 5-C), 50.7 (CH, 2’-C), 52.2 (CHs, OMe), 52.8 (CH, 2-C), 66.7 (CH,
OCH2Ph), 79.8 (C, 'Bu), 128.01 (2 x CH, C-Ph), 128.04 (CH, 4-C-Ph), 128.5 (2 x CH,
C-Ph), 136.5 (C, 1-C-Ph), 155.7 (C, NCO), 157.0 (C, NCO), 172.2 (C, CON), 173.3
(C, COO).

EMAR (ESI) m/z calculado para C2sHsgNsNaO7 [M + Na]* 516.2680, encontrado
516,2680.
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((S)-5-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)pentanoil)-L-

alaninato de metilo (7)

y O
o) XOTN%N N
BocHN\)J\OH 5 o 3 " H 4
: + CH HZNJ\g/ ~ ——» HNgﬁ

CszNf o*o
Boc-Orn(Cbz)-OH H-Ala-OMe ©) 7

Sintetizado a partir del de H-Ala-OMe comercial siguiendo el procedimiento general de
sintesis de dipéptidos, el residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice
(hexanos/AcOEt, 1:1), obteniéndose el dipéptido (7) (3062 mg; 97%).

Sélido cristalino. Cristaliz6 de hexano/AcOEt. p.f. 87-88°C. [a]o = +16 (c 0.34, CHClI3)
a 25°C.

IR(CHCI3) vmax 3440, 3320 (NH), 1704, 1671 (C=0) cm™%.

RMN IH (500 MHz, CDCls, 25°C) 6x 1.39 (3H, d, J = 7.2 Hz, 2’-Me), 1.43 (9H, s,
'Bu), 1.54-1.61 (3H, m, 3-H, 4-Ha), 1.86 (1H, br. s, 4-Hp), 3.15 (1H, m, 5-Hz) 3.4 (1H,
m, 5-Hp), 3.70 (3H, s, OMe), 4.28 (1H, br. s, 2-H), 4.54 (1H, m, 2’-H), 5.05-5.11 (3H,
m, OCH2Ph, NH), 5.23 (1H, d, J = 7, NH), 6.95 (1H, d, J = 4.7, NH), 7.29-7.34 (5H,
m, H-Ph).

RMN 13C (125.7 MHz, CDCls, 25°C) 8¢ 17.9 (CHs, 2’-Me), 26.1 (CH, 4-C), 28.3 (3
x CHs, 'Bu), 30.1 (CHz, 3-C), 39.7 (CH, 5-C), 47.9 (CH, 2’-C), 52.3 (CH, OMe), 52.9
(CH, 2-C), 66.7 (CH2, OCHPh), 79.8 (C, 'Bu), 128.0 (2 x CH, C-Ph), 128.5 (3 x CH,
C-Ph), 136.5 (C, 1-C-Ph), 155.7 (C, NCO), 157.0 (C, NCO), 171.9 (C, CON), 173.2
(C, CO0).

EMAR (ESI) m/z calculado para C22H33N3NaO7 [M + Na]*, 474.2211 encontrado
474,2214.
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((S)-5-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)pentanoil)-L-

serinato de metilo (8)

H
y O 3.©
O N2 o)
T%Hz ~
o 3%
o+
HN

O
CbZHNf o/go

Boc-Orn(Cbz)-OH H-Ser-OMe ©) 8

Sintetizado a partir del de H-Ser-OMe comercial siguiendo el procedimiento general de

o
o
(9]
T
Z
1
@)
o
I
+
Q
T
T
N
Z
%
o T
/

sintesis de dipéptidos, el residuo se purifico por cromatografia en columna de gel de silice
(hexanos/AcOEt, 1:9), obteniéndose el dipéptido (8) (3040mg; 93%).

Liquido. [a]o =+15 (¢ 0.42, CHCl3) a 25°C.

IR(CHCI3) vmax 3437, 3324 (NH), 1704, 1684 (C=0) cm™..

RMN !H (500 MHz, CD30OD, 25°C) &1 1.44 (9H, s, 'Bu), 1.56-1.62 (3H, m, 4-H, 3-
Ha), 1.80 (1H, br. s, 3-Hp), 3.12-3.18 (2H, m, 5-H), 3.72 (3H, s, OMe), 3.80 (1H, dd, J
= 11.3, 3.8 Hz, 3"-Ha), 3.91 (1H, dd, J = 11.3, 4.4 Hz, 3’-Hp), 4.15 (1H, br. s, 2-H),
4.53 (1H, dd, J = 4.2, 4.2 Hz, 2’-H), 5.07 (2H, br. s, OCHPh), 7.27—7.34 (5H, H-Ph).
RMN 13C (125.7 MHz, CD30D, 25°C) ¢ 27.4 (CHz, 4-C), 28.9 (3 x CHgs, 'Bu), 30.7
(CHa, 3-C), 41.3 (CH, 5-C), 53.0 (CH3s, OMe), 55.6 (CH, 2-C), 56.2 (CH, 2’-C), 63.0
(CHz, 3°-C), 67.5 (CH2, OCH2Ph), 80.8 (C, 'Bu), 128.9 (2 x CH, C-Ph), 129.1 (CH, 4-
C-Ph), 129.6 (2 x CH, C-Ph), 138.6 (C, 1-C-Ph), 158.0 (C, NCO), 159.2 (C, NCO),
172.2 (C, CON), 175.3 (C, COO).

EMAR (ESI) m/z calculado para C22H33sN3NaOg [M + Na]*, 490.2160 encontrado
490,2156.
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COSY (8)
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(S)-5-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)pentanoil)-L-

fenilalanito de metilo (9)
Ph
y O 3
0O o N%N O
Ph T1 N2
o < o}
CIH H,N ~ ——» ﬂ{
f HN
o/go
Boc-Orn(Cbz)-OH H-Phe-OMe ©) 9

Sintetizado a partir de H-Phe-OMe comercial siguiendo el procedimiento general de
sintesis de dipéptidos, el residuo se purifico por cromatografia en columna de gel de silice
(hexanos/AcOEt, 1:1), obteniéndose el dipéptido (9) (3283 mg; 89%).

Liquido. [a]o =+23 (¢ 0.44, CHCl3) a 25°C.

IR(CHCI3) vimax 3317 (NH), 1704, 1671 (C=0) cm™.

RMN !H (500 MHz, CD30OD, 25°C) &4 1.43 (9H, s, 'Bu), 1.45-1.55 (3H, m, 4-H, 3-
Ha), 1.67 (1H, br. s, 3-Hp), 3.00 (1H, dd, J = 13.8, 8.1 Hz, 3’- Ha), 3.06-3.14 (3H, m,
3’- Hp, 5-H), 3.65 (3H, OMe), 4.03 (1H, d, J = 7.3 Hz, 2-H), 4.68 (1H, dd, J = 6.9, 6.9
Hz, 2’-H), 5.06 (2H, s, OCH.Ph), 7.18-7.34 (10H, H-Ph).

RMN 13C (125,7 MHz, CD30D, 25°C) 3¢ 27.4 (CHz, 4-C), 28.9 (3 x CHs, 'Bu), 30.8
(CHa, 3-C), 38.6 (CHz, 3’-C), 41.3 (CHa, 5-C), 52.8 (CH3, OMe), 55.2 (CH, 2’-C) ,
55.6 (CH, 2-C), 67.5 (CH2, OCH2Ph), 80.8 (C, 'Bu), 128.0 (CH, 4-C-Ph), 128.9 (2 x
CH, C-Ph), 129.1 (CH, 4-C-Ph), 129.6 (2 x CH, C-Ph), 129.7 (2 x CH, C-Ph), 130.5
(2 x CH, C-Ph), 138.1 (C, 1-C-Ph), 138.6 (C, 1-C-Ph), 157.8 (C, NCO), 159.1 (C,
NCO), 173.4 (C, CON), 175.0 (C, COO).

EMAR (ESI) m/z calculado para C2sHs7NsNaO7 [M + Na]*, 550.2524 encontrado
550,2520.
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(3’-((2S,5S)-5-isopropil-3,6-dioxopiperazin-2-il)propil)carbamato de bencilo (10)

Sintetizado a partir del dipéptido 5 siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,5-

dicetopiperazinas obteniéndose el dicetopiperazina (10) (1374 mg; 66 %).

Sélido cristalino. Cristalizé de MeOH. p.f 204-205°C. [a]p = —14 (c 0.42, DMSO) a
25°C.

IR(ATR) vmax 3309, 3279 (NH), 1742, 1684, 1638 (C=0) cm™.

RMN H (500 MHz, CD3OD, 25°C) 84 1.64 (3H, d, J = 6.8 Hz, 1"’-Me), 1.75 (3H, d,
J=7.1Hz, 1’-Me), 2.25-2.31 (2H, m, 2’-H), 2.43 (1H, m, 3’-Ha), 2.52 (1H, m, 3’-
Hb), 2.95 (1H, dddd, J = 10.4, 6.9, 6.9, 3.6, 3.6 Hz, 1’’-H), 3.79 (2H, ddd, J = 6.6, 6.6,
6.6 Hz, 1’-H), 4.47 (1H, m, 5-H), 4.62 (1H, dd, J = 5.4, 5.4 Hz, 2-H), 5.81 (2H, s,
OCHzPh), 8.08 (1H, dd, J = 5.7, 5.8 Hz, NH), 8.10-8.18 (5H, m, H-Ph), 8.83 (1H, d, J
= 1.8 Hz, NH), 8.93 (1H, d, J = 1.8 Hz, NH).

RMN 1C (125.7 MHz, CD3OD, 25°C) 3¢ 26.8 (CHs, 1’’-Me), 28.3 (CHs, 1’°-Me),
34.9 (CH2, 2’-C), 40.7 (CH, 3’-C), 40.8 (CH2, 1°’-C), 49.8 (CH2, 1’-C), 63.3 (CH, 2-
C), 69.0 (CH, 5-C), 74.7 (CH2, OCHzPh), 137.32 (2 x CH, C-Ph), 137.38 (CH, 4-C-
Ph), 138.0 (2 x CH, C-Ph), 146.9 (C, 1-C-Ph), 165.7 (C, CON), 176.6 (C, NCO), 177.5
(C, NCO).

EMAR (ESI) m/z calculado para CigH2sN3OsNa [M + Na]*, 370.1743 encontrado
370.1746.
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(3’-((2S,5S)-5-isobutil-3,6-dioxopiperazin-2-il)propil)carbamato de bencilo (11)

0 HQJ\N o 2"
>y e '
OJ/ O 1, N O
° :/|/ N \/@
HN — O/I/:H2 "//3/2\1/N\n/o
o*o O

Sintetizado a partir del dipéptido 2 siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,5-

dicetopiperazinas obteniéndose el dicetopiperazina (11) (1495 mg; 69%).

Solido cristalino. Cristaliz6 de MeOH. p.f. 202-203°C. [a]po = -31 (¢ 0.32, DMSO) a
25°C.

IR(ATR) vimax 3317, 3197 (NH), 1672 (C=0) cm™..

RMN IH (500 MHz, (CD3)SOz, 25°C) & 0.85 (3H, d, J = 6.6 Hz, 2’-Me), 0.87 (3H,
d, J = 6.6 Hz, 2”-Me), 1.42-1.50 (3H, m, 1’-Ha, 27’-H), 1.56-1.63 (2H, m, 1’-Hp, 3’-
Ha), 1.68 (1H, m, 3’-Hp), 1.81 (1H, m, 2’*-H), 2.99 (2H, ddd, J =6.5, 6.5, 6.5 Hz, 1’-
H), 3.73-3.75 (2H, m, 5-H, 2-H), 5.00 (2H, s, OCH2Ph), 7.27 (1H, dd, J = 5.6, 6.1 Hz,
NH), 7.29-7.37 (5H, m, H-Ph), 8.12 (1H, d, J = 1.9 Hz, NH), 8.18 (1H, d, J = 2.0 Hz,
NH).

RMN 13C (125.7 MHz, (CD3)SOz2, 25°C) &¢ 21.8 (CHs, 27’-Me), 23.0 (CHs, 27’-Me),
23.6 (CH- 2’-C), 25.3 (CHg, 2’-C), 31.0 (CHz, 3’-C), 40.1 (CH2, 1°-C), 43.4 (CHg, 1'-
C), 52.6 (CH, 5-C), 54.0 (CH, 2-C), 65.1 (CH2, OCH,Ph), 127.67 (2 x CH, C-Ph),
127.72 (CH, 4-C-Ph), 128.3 (2 x CH, C-Ph), 137.2 (C, 1-C-Ph), 156.1 (C, NCO), 167.8
(C, CON), 168.3 (C, CON).

EMAR (ESI) m/z calculado para C19H27N3sNaOs [M + Na]* 384,189377, encontrado
384,1889.
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(3’-((2S,5S)-5-metil-3,6-dioxopiperazin-2-il)propil)carbamato de bencilo (12)

Sintetizado a partir del dipéptido (7) siguiendo el procedimiento general de sintesis de

2,5-dicetopiperazinas obteniéndose el dicetopiperazina (12) (1492 mg; 78%).

Solido cristalino. Cristalizé de MeOH. p.f. 226-227°C. [a]o = -29 (c 0.32, DMSO) a
25°C.

IR(ATR) vmax 3294 (NH), 1681, 1632 (C=0) cm'’.

RMN H (500 MHz, (CD3)SO2, 25°C) &n 1.26 (3H, d, J = 6.9 Hz, 5-Me), 1.42—1.47
(2H, m, 2°-H), 1.64-1.68 (2H, m, 3’-H), 2.96-3.00 (2H, m 1°-H), 3.83-3.88 (2H, m, 5-
H, 2-H), 5.01 (2H, s, OCH,Ph), 7.26 (1H, dd, J = 5.6, 5.6 Hz, NH), 7.28-7.37 (5H, m,
H-Ph), 8.07 (1H, s, NH), 8.12 (1H, s, NH).

RMN 13C (125.7 MHz, (CD3)SOz2, 25°C) &c 19.5 (CHs, 5-Me), 24.8 (CH2, 2’-C), 30.0
(CHz, 3’-C), 40.1 (CHg, 1’-C), 49.8 (CH, 5-C), 53.8 (CH, 2-C), 65.1 (CH2, OCH2Ph),
127.69 (2 x CH, C-Ph), 127.73 (CH, 4-C-Ph), 128.3 (CH, 2 x C-Ph), 137.3 (C, 1-C-
Ph), 156.1 (C, NCO), 167.6 (C, CON), 168.8 (C, CON).

EMAR (ESI) m/z calculado para CisH2:N3sNaOs [M + Na]*, 342,1424 encontrado
342.1421
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COSY (12)
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(3’-((2S,5S)-5-(hidroximetil)-3,6-dioxopiperazin-2-il)propil)carbamato de bencilo
(13) vy ((S)-5-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-formamidopentanoil)-L-serinato de
metilo (20)

o OH o ‘loH 4 OH
H 3 H O
° N\)J\N/('(O\ HN, ° NH H N2 SN
TY 2y T
J/ 3-5 O ﬂ/_:;
H PS
O~ =0 o e
0
:<o

Sintetizado a partir del dipéptido 8 siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,5-
dicetopiperazinas obteniéndose el dicetopiperazina (13) (764 mg; 38%). EI metanol de
los lavados se concentra y se obtiene el dipéptido (20) (995 mg; 42%) por cristalizacion
en DCM/MeOH.

(3’-((2S,5S)-5-(hidroximetil)-3,6-dioxopiperazin-2-il)propil)carbamato de bencilo
(13)

Solido cristalino. Cristaliz6 de MeOH. p.f. 180-181°C. [a]po = —24 (¢ 0.37, DMSO) a
25°C.

IR(ATR) vmax 3310, 3188 (NH), 1684, 1652 (C=0) cm.

RMN IH (400 MHz, (CDs)SOz, 25°C) 81 1.44-1.53 (2H, m, 2’-H), 1.67-1.76 (2H, m,
3’-H), 2.96-2.99 (2H, m, 1’-H), 3.52 (1H, ddd, J = 10.7, 5.1, 3.1 Hz, 1"’-H,), 3.65-3.73
(3H, m, 2-H, 5-H, 1°’-Hy), 5.00 (2H, s, OCH2Ph), 5.03 (1H, dd, J= 5.5, 5.5 Hz, OH),
7.24 (1H, dd, J= 5.6, 5.6 Hz, NH), 7.29-7.38 (5H, m, Ph-H), 7.91 (1H, d, J = 1.3 Hz,
NH), 8.15 (1H, d, J = 1.4 Hz, NH).

RMN 13C (100.6 MHz, (CD3)SOz2, 25°C) ¢ 25.3 (CHg, 2’-C), 31.8 (CH_, 3’-C), 40.1
(CHz, 1°-C), 54.1 (CH, 5-C), 57,1 (CH, 2-C), 62.3 (CHz, 17’-C), 65.1 (CH2, OCH2Ph),
127.7 (CH, 2 x C-Ph), 128.3 (CH, 3 x C-Ph), 137.3 (C, 1-C-Ph), 156.1 (C, NCO) 166.2
(C, CON), 167.6 (C, CON).

EMAR (ESI) m/z calculado para CisH21N3NaOs [M + Na]*, 358,1373 encontrado
358.1370.
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COSY (13)
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((S)-5-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-formamidopentanoil)-L-serinato  de metilo
(20)

Sélido cristalino. Cristaliz6 de DCM/MeOH. p.f. 106-107°C. [a]po = -5 (¢ 0.37, DMSO)
a 25°C.

IR(ATR) vmax 3298, (NH), 1685, 1635 (C=0) cm™.

RMN H (400 MHz, (CD3)SOz2, 25°C) &1 1.41-1.50 (3H, m, 4-H, 3-Ha), 1.66 (1H, m,
3-Hp), 2.98 (2H, ddd, J = 6.2, 6.2, 6.2 Hz, 5-H), 3.59-3.64 (4H, m, OMe, 3’-Ha), 3.72
(1H, ddd, J = 5.5, 5.5 11.0 Hz, 3’-Hb), 4.34 (1H, ddd, J = 4.8, 4.8, 7.5 Hz, 2’-H), 4.47
(1H, m, 2-H), 5.01 (2H, br. s, OCH:Ph), 5.07 (1H, dd, J = 5.6, 5.6 Hz, OH), 7.27-7.38
(6H, H-Ph, NH), 8.22 (1H, dd, J = 8.7 Hz, NH), 8.34 (1H, dd, J = 7.6 Hz, NH).

RMN BC (100 MHz, (CD3)SO2, 25°C) &c 25.7 (CHg, 4-C), 29.9 (CH;, 3-C), 39.8
(CHz, 5-C), 50.1 (CH, 2-C), 51.8 (CH3, OMe), 54.6 (CH, 2’-C), 61.1 (CH2, 3’-C), 65.1
(CHz, OCH2Ph), , 127.7 (3 x CH, C-Ph), 128.3 (2 x CH, C-Ph), 137.2 (C, 1-C-Ph),
156.1 (C, NCO), 160.7 (CH, CHO), 170.8 (C, CON), 171.5 (C, COO).

EMAR (ESI) m/z calculado para CigH2sN3NaO7 [M + Na]*, 418.1590 encontrado
418.1594.
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COSY (20)
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(3’-((2S,5S)-5-bencil-3,6-dioxopiperazin-2-il)propil)carbamato de bencilo (14)
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Sintetizado a partir del dipéptido 9 siguiendo el procedimiento general de sintesis de 2,5-
dicetopiperazinas obteniéndose el dicetopiperazina (14) (1872 mg; 79%).

Sélido cristalino. Cristalizé de MeOH. p.f. 224-225 °C. [a]o = —10 (c 0.33, DMSO) a
25°C.

IR(ATR) vmax 3298 (NH), 1685, 1635 (C=0) cm™.

RMN *H (500 MHz, (CD3)S0O2, 25 °C) 81 0.68 (1H, m, 3’-Ha), 0.89 (2H, dddd, J=7.6,
7.6,7.6,7.6 Hz, 2°-H), 1.04 (1H, m, 3’-Hy), 2.67-2.71 (2H, m, 1’-H), 2.84 (1H, dd, J =
13.5, 4.9 Hz, 1"’-Ha), 3.13 (1H, dd, J = 13.4, 3.9 Hz, 1"’-Hy), 3.57 (1H, d, J = 4.8 Hz,
2-H), 4.17 (1H, br. s, 5-H), 5.01 (2H, s, OCH,Ph), 7.04 (1H, dd, J = 5.7, 5.7 Hz, NH),
7.13 (2H, d, J =7.1 Hz, H-Ph), 7.17 (1H, d, J = 7.2 Hz, H-Ph), 7.21-7.24 (2H, m, H-
Ph), 7.30-7.38 (5H, m, H-Ph), 8.02 (1H, s, NH), 8.11 (1H, s, NH).

RMN 13C (125,7 MHz, (CD3)SOz2, 25 °C) &¢ 24.3 (CHz, 2°-C), 30.6 (CHz, 3’-C), 38.1
(CHy, 17°-C), 39.9 (CH_, 1’-C), 53.6 (CH, 2-C), 55.3 (CH, 5-C). 65.1 (CH2, OCHPh),
126.6 (CH, 4-C-Ph), 127.8 (CH, 3 x C-Ph), 128.0 (CH, 2 x C-Ph), 128.3 (CH, 2 x C-
Ph,), 130.2 (CH, 2 x C-Ph), 136.1 (C, 1-C-Ph), 137.3 (C, 1-C-Ph), 155.9 (C, NCO),
166.1 (C, CON), 166.8 (CON).

EMAR (ESI) m/z calculado para C22H2sNsNaOs [M + Na]*, 418,1737 encontrado
418.1731.
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